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Resumen

La familia Pelagibacteriaceae, comprende organismos del clado SAR11 de alfa-proteobacterias oceanicas. Son
organismos aerobios, heterotrofos, de los mas pequefios conocidos y poseen un genoma muy pequeno y rico
en A+T. En este trabajo se estudia la evolucidén de la composicidon nucleotidica y su efecto sobre el uso de
codones en los genomas de Pelagibacteriaceae. Ambos procesos son de importancia por sus caracteristicas
genomicas y ecoldgicas: i) genoma pequefio y rico en AT ii) vida libre y gran tamafio poblacional.

Durante mucho tiempo se pensé que la mutacion y la selecciéon negativa eran los principales responsables de la
composicién gendémica de organismos procariotas, pero cada vez se torna mas evidente que la variabilidad en
la composicion nucleotidica entre estos organismos no se debe a un sesgo diferencial en el proceso de
mutacién y posterior seleccion purificadora. Por el contrario, se ha acumulado evidencia a favor de que
procesos como la seleccion darwiniana o la recombinacion, tienen consecuencias sobre el contenido en G+C de
los organismos modificando la probabilidad de fijacién de las mutaciones.

El patron mutacional del clado, muestra un fuerte sesgo hacia A+T. La composicion de bases de los genomas
de Pelagibacteriaceae no es producto solamente de la mutacion como se ha visto en genomas de clados
emparentados, sino que hay indicios de seleccion sobre este factor. En principio la mutacion y seleccion
negativa tendrian un rol preponderante, acaso suficiente, en determinar el contenido en G+C de estos
genomas. No obstante, existe espacio para que otros eventos selectivos puedan operar modulando suavemente
a esas fuerzas.

A diferencia de la mayoria de los endosimbiontes, con los cuales comparte la composicién nucleotidica y el
pequefio tamano del genoma, Pelagibacteriaceae, mostré variacion intragendmica en el uso de codones,
asociada incluso al nivel de expresion de los genes. Esta diferencia puede tener su origen en presiones
selectivas sobre Pelagibacteriaceae que aunque débiles, se evidencian gracias a su gran tamafo poblacional

efectivo estimado.



INTRODUCCION GENERAL

La familia Pelagibacteriaceae, comprende organismos del clado SAR11 de alfa-proteobacterias oceanicas
(Morris et al., 2002). El clado SAR11 fue descubierto en 1990 a través de la amplificacion por PCR de muestras
de ARNr 16S obtenidas del mar de los Sargazos (Giovannoni et al., 1990). Estudios posteriores encontraron
miembros del clado a lo largo de todas las aguas oceanicas, en abundancias de hasta un 50% de la comunidad
de bacterias heterétrofas, convirtiéndolo en un grupo clave en el ciclo del carbono en el océano (Brown et al.,
2012; Morris et al., 2002). También se encontré variacion en la abundancia de estos organismos de forma
periddica (Morris et al., 2002), y estacional (Carlson et al., 2009). Un muestreo temporal de 16S por gPCR en
aguas oceanicas del Pacifico subtropical, demostré que la abundancia de SAR11 se encuentra correlacionada
de manera positiva con la abundancia de Synechococcus y diatomeas, y de forma negativa, con las
concentraciones de fésforo y nitrato (Eiler et al., 2009; Sarmento & Gasol 2012).

Se ha sugerido que SAR11 tiene influencia a nivel global en el ciclado del C, N y S. Un estudio realizado en el
mar de los Sargazos reveld que la mitad de las células de SAR11 asimilan compuestos de bajo peso molecular

disueltos, aminoacidos y DMSP (dimetilsulfoniopropionato), en otros clados la proporcion de células en esta

actividad es mucho menor (Malmstrom et al., 2004). Otro estudio encontr6 que la mayoria de las células
bacterianas incorporando glucosa a bajas concentraciones eran miembros de Roseobacter y SAR11. La
contribucion de ambos clados difiere en que Roseobacter presenta una poblacién pequefia pero muy activa,
mientras que la poblacién de SAR11 es grande con una baja proporcidon de células activas. La importancia
relativa de SAR11 disminuye con el aumento en la concentracion de sustrato, en parte por el aumento en la

proporcién de células activas en otros clados, esto indica que SAR11 esta particularmente adaptada a
ambientes oligotréficos (Alonso & Pernthaler, 2006).
Los estudios de 16S realizados muestran a SAR11 como un grupo extremadamente diverso, globalmente

distribuido y con variacién periédica de abundancia (Brown et al., 2012). Dentro del clado se pueden diferenciar
multiples grupos conformados por ribotipos que muestran amplia microdiversidad (Acinas et al., 2004).

La informacién ecolégica sugiere que el clado SAR11 consiste en por lo menos 12 ecotipos (Grote et al., 2012),
que pueden diferenciarse ya sea filogenéticamente o por su presencia en el ambiente en diferentes
profundidades y estaciones (Brown et al., 2012). Seran necesarios mas estudios para determinar las principales
variables ambientales asociadas a distribucién de ecotipos de SAR11 porque a pesar de estos indicios,
investigaciones mas recientes y detalladas, indican que la subdivision de nichos no coincide con un modelo en
el que la variacién ambiental incluyendo solamente la estacionalidad y la profundidad, dirija la evolucién de
SAR11, sino que otros factores que no han podido ser identificados tienen un importante rol (Vergin et al.,
2013).

Los miembros del clado SAR11 son organismos aerobios, heterétrofos, de los mas pequefios conocidos (Morris

et al., 2002; Sun et al., 2011) y poseen el genoma de menor tamafio conocido para bacterias de vida libre

(Giovannoni et al., 2005a). Su tasa de crecimiento es baja, 0.19-0.71 d', y aparentemente caracteristica del



clado, ya que se mantiene a lo largo de un amplio rango de ecosistemas oceanicos (Sun et al., 2011; Teira et
al., 2009).
Estos organismos pueden usar inusuales fuentes de energia. Poseen proteorhodopsina, una bomba de

protones que depende de la luz, cuyo rol en la ecologia de los océanos, suministrando energia para el

metabolismo microbiano, es muy importante (Giovannoni et al., 2005a). Pueden usar también compuestos C1
(formato, metanol, metilaminas, formaldehido) (Tripp, 2013) lo que les adjudica un rol principal en la
mineralizacion del carbono organico disuelto en el mar (Sun et al., 2011).

La reconstruccién metabdlica realizada a partir del genoma de Ca. P. ubique (Fig. 1.1) evidencid la falta de
muchos genes comunes entre los quemorganohetrétrofos (Carini et al., 2013). Se observé que los genes que
codifican para enzimas involucradas en el metabolismo de carbohidratos, no son conservados a lo largo del

clado, diferencias como estas se asocian a un proceso de particion de nicho, o existencia de los ecotipos

observados (Grote et al., 2012). Entre otras particularidades, el andlisis de multiples genomas de SAR11,
determind que el uso de glucosa como fuente de C no es conservado en el clado, no todas las cepas presentan
la via ED (Enter-Doudoroff), y por lo tanto no todas usan glucosa sino piruvato como fuente principal de C
(Tripp, 2013).

Una peculiaridad importante que presenta el grupo es la inusual ausencia de genes comunes para la biosintesis

de serina y glicina (Tripp et al., 2009), lo que las hace auxoétrofas para estos metabolitos.
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Aunque las reconstrucciones metabdlicas sugieren que existe potencial para la biosintesis de glicina, hasta
ahora las condiciones experimentales no han sido capaces de encontrar una sola fuente de carbono que pueda
sustentar el crecimiento sin glicina en el medio (Tripp, 2013).

Ca. P. ubique también carece de los genes necesarios para la reduccion y asimilacion de sulfato, como

resultado, requiere compuestos como metionina o 3-dimetilsulfoniopropionato para su crecimiento (Tripp et al.,

2008), la dependencia de metabolitos presentes a muy bajas concentraciones en el ambiente, por parte de una
bacteria de vida libre y muy abundante, es un hecho completamente inesperado. La adaptacién a la vida en
ambientes oligotréficos hizo que fuera un gran desafio el cultivo de estos organismos. Luego de muchos

intentos se pudo cultivar la cepa HTCC1062 en el laboratorio, el medio artificial de cultivo que tuvo éxito,
contiene solo metionina, glicina, piruvato, vitaminas y sales inorganicas (Rappé et al., 2002).

Como se dijo anteriormente, la reconstruccién del metabolismo de Ca. P. ubique demuestra como inusual

requerimiento, el suministro de materia organica, esto se ha visto que es una consecuencia de la seleccion en

favor de un genoma minimo y simplicidad metabdlica (Giovannoni et al., 2005b). La pérdida adaptativa de

genes, o sea la pérdida de funciones por un organismo de vida libre bajo presion selectiva, es explicado por la

hipotesis BQH (Black Queen Hypothesis) (Morris et al., 2012). La BQH dice que si un recurso costoso pero

universalmente requerido fuga al ambiente, pueden desarrollarse presiones selectivas en subpoblaciones que

lleven finalmente a la auxotrofia para el mismo (Tripp, 2013). Cualquier funcion que sea energéticamente
costosa y su producto fugue al ambiente es un blanco potencial. Por ejemplo la fijacion de N, la asimilacion de
nutrientes inorganicos, o la biosintesis de glicina y serina para las que Pelagibacteriaceae es auxoétrofa, que
cumplen los siguientes criterios: (i) el producto de la funcién es energética o nutricionalmente costoso, (ii) la
funcion es realizada y por lo tanto el producto generado solo por una fraccién de la comunidad, (iii) el producto
es lo suficientemente permeable y por lo tanto se encuentra disponible en el ambiente para su uso por el resto
de la comunidad, (iv) el producto es vital para la comunidad. La evolucién de esta dependencia funcional genera
por definicion relaciones de comensalismo o mutualismo (Morris et al., 2012).

De acuerdo a esto, se plantea que la conformacion metabdlica en Ca. P ubique es adaptativa, no sélo porque

es simple y requiere menor cantidad de nutrientes para la replicacion, sino porque se ajusta a los ambientes

plancténicos donde existe un flujo de materia organica bajo pero continuo (Carini et al., 2013). Esta hipétesis
también se apoya en el hecho de que el mismo proceso puede explicar el proceso de reduccion genémica
sufrido por Prochlorococcus, otra especie de bacterioplancton marino.

A diferencia de la reduccion gendémica de los parasitos, debida a la presidon de seleccidn relajada y deriva
génica, la seleccion en favor de minimizar el tamafio del genoma con la presién de conseguir un modo de vida
mas econdmico en un ambiente oligotréfico, es un factor importante en la evolucién del genoma en SAR11. Este
proceso se conoce como genome streamlining (Giovannoni et al. 2005; Grote et al. 2012;Viklund, Ettema, y
Andersson 2012).

El tamafo del genoma en Pelagibacteriaceae es de aproximadamente 1.3 Mb, el mas pequefo conocido para

bacterias de vida libre, los genomas de tamafio por debajo de los 1.5 Mb son tipicos de linajes asociados a un

huésped (Viklund et al., 2012). A su vez, el contenido G+C de Ca. P. ubique se encuentra entre 0.29 y 0.30, esta



caracteristica se observa en otras especies de bacterioplancton, Prochlorococcus y OM43, asi como en

organismos patégenos endosimbiontes y de genomas reducidos (Giovannoni et al., 2005b; Grote et al., 2012).
Por lo tanto, Ca. P. ubique comparte caracteristicas con bacterias parasitos intracelulares obligatorios. De
hecho, caracteristicas como las que presenta la familia Pelagibacteriaceae no se observan cominmente en
organismos de vida libre, sino que son particulares de estos parasitos, como Rickettsiales y organismos
simbiontes (Foerstner et al., 2005; Rocha & Danchin, 2002).

Estudios recientes en filogenémica ubican a SAR11 compartiendo un clado con Rickettsiales y las
alfaproteobacterias ancestrales a las mitocondrias (Thrash et al., 2011).

De acuerdo a Rodriguez-Ezpeleta et al. 2012, el uso de modelos de sustituciéon poco sofisticados, que no tienen
en cuenta el sesgo en la composicidon nucleotidica (la frecuencia de bases), generaron artefactos en la
reconstruccion filogenética y llevaron a adjudicar como grupo hermano de Pelagibacteriaceae al clado
mitocondria/Rickettsiales (Thrash etal. 2011). Los ultimos resultados indican que el grupo SAR11 no esta
especialmente emparentado con el clado mitocondria/Rickettsiales, y que la reduccidon gendmica y sesgo hacia

un alto contenido en A+T, evolucionaron de forma independiente en ambos linajes (Rodriguez-Ezpeleta &

Embley, 2012). El patron de pérdida de genes difiere en ambos grupos, y en contraste con los genomas de
Rickettsiales que contienen fagos, plasmidos, hasta un 30% de sus genes fragmentados, pseudogenes y ADN
no codificante, el genoma de Ca. Pelagibacter ubique practicamente no posee ADN no funcional y presenta la
regiones intergénicas mas pequefias (3bp) de los genomas hasta ahora secuenciados (Viklund et al., 2012).

Otros argumentos resaltan que los nichos de ambos grupos, no podrian ser mas distintos, asi como la dinamica
y tamafio poblacional que han evolucionado hacia polos opuestos. Mientras que los parasitos presentan

especializacién al huésped, tamafos de poblacién pequefios y cuellos de botella poblacionales frecuentes (Toft
and Andersson, 2010), SAR11 es de vida libre y tiene un tamafo poblacional estimado como uno de los mas

grandes entre las bacterias (Morris et al., 2002). Se puede distinguir entre dos tipos de estimaciones de tamafio
poblacional. Nc que refiere al tamafio censal de la poblacion, estimado a partir del conteo de organismos, y el
Ne, tamafio poblacional efectivo, que es un concepto evolutivo y refiere a al tamafio poblacional necesario para
generar la diversidad genética neutral observada (Luo et al.,, 2014). El producto de Ne y el coeficiente de
seleccion, determina el destino de las mutaciones favorables y deletéras, y es por lo tanto un parametro
fundamental para determinar el potencial adaptativo de una poblacién. El producto de Ne y la tasa de mutacion
determina la diversidad genética neutral de una poblacion (Charlesworth, 2009).

Los miembros de la familia Pelagibacteriaceae, presentan un nivel de conservaciéon de genes del core altisimo,
es uno de los grupos de bacterias de vida libre mas conservados. Los caracteres compartidos por el grupo
incluyen sintenia de genes muy alta, una gran regién hipervariable unida por genes rRNA, y pocos paralogos.
La variacion entre los genomas se debe principalmente a genes del metabolismo del fésforo, glicolisis y C1, lo
que sugiere especializacion adaptativa en el uso de los recursos, importante en el proceso de particion de nicho
y divergencia de ecotipos dentro del clado (Grote et al., 2012). Otra importante caracteristica de los genomas de
Pelagibacteriaceae, que ademas la diferencia de clados de alfaproteobacterias parasitas, es el nivel de
recombinacion encontrado. Se han detectado altos grados de recombinacién en poblaciones de Pelagibacter.

La tasa de cambio nucleotidico como resultado de recombinacion en relacién al resultado de la mutacién



puntual (r/m) es una medida directa del impacto relativo de la recombinacion en la diversificacion de secuencias
(Vos y Didelot 2009). En Pelagibacteriaceae la tasa r/m es de 63.1 en (Vergin et al. 2007), indicando un
importante rol de la recombinacion en la variabilidad del clado (Vos and Didelot, 2009). Se ha demostrado que
las bacterias de vida libre y grandes tamafios poblacionales acumulan inserciones/deleciones y rearreglos con
mayor frecuencia respecto de las mutaciones puntuales, que los endosimbiontes de pequefios tamafos
poblacionales donde la influencia de la HGT (Transferencia horizontal de genes) es despreciable (Boussau et
al., 2004).

En Bacteria, la composicion nucleotidica de los genomas es un caracter muy estudiado. El contenido en G+C

en procariotas varia entre 17% y 75% (Belozersky and Spirin, 1958; Lightfield et al., 2011; Sueoka, 1961), y se
encuentra directamente relacionado con la composicion de aminoacidos, el tipo de proteinas que se
producen, el tamafio de los genomas y muchos aspectos potencialmente relevantes a nivel fenotipico (Rocha
and Feil, 2010).

Las bacterias de vida libre presentan, en promedio, mayores valores de contenido en G+C que las bacterias
parasitas o simbiontes, y los mecanismos habitualmente planteados para explicar el enriquecimiento en A+T se
asocian a la forma de vida parasita (Foerstner et al., 2005; Lind and Andersson, 2008; Rocha and Danchin,
2002).

No obstante, el aumento en el contenido en A+T de los genomas de SAR11 es un dato singular. Este aumento
podria atribuirse al sesgo en la frecuencia de las mutaciones, los organismos que carecen la enzima de
reparacion del ADN 6-0- metilguanina-DNA metiltransferasa presentan proporciones GC/AT bajas, pero P.
ubique es capaz de codificar para esta enzima lo cual sugiere que otros factores influyen en su composicion
nucleotidica (Giovannoni et al., 2005b).

Alternativamente, esta caracteristica, puede pensarse como una ventaja selectiva, dado que disminuye el
requerimiento de N en la sintesis de ADN, reduciendo el requerimiento de la célula por este componente
(Giovannoni et al., 2005b). N y P son dos constituyentes del ADN que frecuentemente se presentan como
recursos limitantes en el océano, esto puede actuar como una fuerza selectiva importante sobre la evolucion del
uso de codones y la composicién de proteinas en los microorganismos adaptados a este ambiente resultando
en uso de aminoacidos que minimicen el costo de N y uso de codones ricos en A+T (Grzymski and Dussaq,
2012).

El uso de los codones sindnimos no es azaroso, su frecuencia de ocurrencia difiere entre organismos y entre los
genes de un organismo (Gouy and Gautier, 1982; Grantham et al., 1980), fendmeno conocido como sesgo en el
uso de codones sinénimos (UCS). Los motivos subyacentes a la variacion en el UCS, han sido explicados tanto
en contexto neutralista como seleccionista. Entre los procariotas con composicion de bases extrema, grupo al
que pertenecen los miembros de Pelagibacteriaceae, el uso de codones sindnimos parece estar dominado
exclusivamente por el sesgo mutacional y la deteccion de seleccién sobre este rasgo se ha mantenido esquiva,
los ejemplos mas conocidos son Mycoplasma capricolum (GC% = 25), Rickettsia prowazekii (GC% = 29) and
Micrococcus luteus (GC% = 72) (Andersson and Sharp, 1996; Ohama et al., 1990; Ohkubo et al., 1987). Sin
embargo, en algunos casos como el de Chlamydya trchomatis y Clostridium, especies con genomas pobres en

G+C, se detectaron indicios de seleccion operando sobre el uso de codones (Musto et al., 2003; Romero et al.,



2000).

El estudio de la evoluciéon de la composiciéon nucleotidica, asi como su efecto sobre el uso de codones del
genoma cobra importancia en Pelagibacteriaceae dadas sus caracteristicas genémicas y ecoldgicas: i) genoma

pequefo y rico en AT ii) vida libre y gran tamafio poblacional.

Esta tesis de maestria consta de dos capitulos, en el primero se analiza la composicion nucleotidica de los
genomas y su evolucion a partir del estudio de patrones sustitucionales en el clado. El segundo capitulo explora
la variacion en el uso de codones sindnimos en Ca P. ubique e investiga las posibles causas de la variacion que

tradicionalmente se debaten entre la mutacién y la sleccién natural.

Objetivo general
Estudiar los patrones evolutivos que moldean la particular composiciéon nucleotidica de los genomas de la

familia Pelagibacteriaceae.

Objetivos especificos y preguntas asociadas
Capitulo |
1. Estudiar los patrones de sustitucion en el clado y en los subclados que puedan definirse dentro de la
familia Pelagibacteriaceae.
- ¢Coémo varian los patrones de sustitucién en el tiempo? ;Coémo varian segun las caracteristicas
funcionales de los sitios (sinbnimos, no sinénimos, 4fold) ;De qué procesos evolutivos son producto?
2. Definir el sesgo mutacional que opera en el clado y su relacién con la composicion nucleotidica del
genoma.
- ¢ Son la mutacioén y la selecciéon negativa los Unicos involucrados en la determinacién del contenido
G+C en Pelagibacteriaceae?
3. Eventualmente, buscar fuerzas selectivas que estén manteniendo la composicion nucleotidica de los
genomas.
Capitulo Il
1. Estudiar el patron de uso de codones en el clado Pelagibacteriaceae.
¢ Se observan variaciones inter o intra genémicas en el clado?
2. Detectar si existen fuerzas selectivas afectando el uso de codones sinénimos (UCS) en
Pelagibacteriaceae

¢ Existe seleccion operando a nivel de la traduccion?






Capitulo I: Patrones Sustitucionales en Pelagibacteriaceae

Introduccion
Evolucion de la composicion de bases de genomas procariotas

Lograr discernir la seleccidon natural de procesos neutrales sigue siendo un problema central en el area de la
evolucion molecular. Una de las controversias mas importantes en este sentido es sobre la causa de
variabilidad en la composicién de bases de los genomas procariotas.

Como se menciond anteriormente, el contenido en G+C en procariotas muestra una amplia variacion entre
especies (Belozersky and Spirin, 1958; Sueoka, 1961). Se han descrito especies como el endosimbionte

Carsonella ruddii, con un contenido en G+C de 16,5%, hasta Anaeromyxobacter dehalogens, una bacteria cuyo

contenido en G+C es de 75% (Hershberg and Petrov, 2010a). En general se observa que los genomas
actualmente secuenciados muestran una importante correlacion entre el contenido en G+C y el tamafio del
genoma (Andersson and Kurland, 1998), los genomas pequefos pertenecientes generalmente a bacterias
endosimbiontes son ricos en A+T, mientras que los genomas grandes que corresponden a bacterias de vida
libre y ambientes complejos son ricos en G+C (Foerstner et al., 2005). De todas formas existen excepciones
como el caso de el endosimbionte Candidatus Hodgkinia cicadicola que posee uno de los genomas mas
pequefos conocidos con un contenido en G+C de 58.4% (McCutcheon et al., 2009).

Dado que la mayoria de las bacterias tienen poco ADN intergénico y que se ha observado correlacion entre el

porcentaje de G+C en las primeras y segundas posiciones de los codones, y el G+C gendmico, se establece
que la composicion de bases de un genoma se encuentra directamente relacionada con la composicion de
aminoacidos, el tipo de proteinas que se producen, el tamafio de los genomas y muchos aspectos
potencialmente relevantes a nivel fenotipico (Rocha and Feil, 2010; Lightfield, Fram, y Ely 2011).

Qué factores generan la variabilidad en el contenido G+C, tanto entre genomas como dentro de un mismo
genoma (entre genes o entre regiones codificantes y no codificantes), y a través de qué mecanismos este sesgo
se modifica en respuesta a la variabilidad del ambiente o constitucién genética del organismo, son aun
interrogantes (Lind and Andersson, 2008).

La primera explicacién que se plante6 para explicar la variabilidad de composicidon nucleotidica entre genomas
de distintas especies, fue la existencia de sesgo mutacional diferencial. Lo que se propone es que la fuerza
principal moldeando el contenido nucleotidico en Bacteria es la mutacién, direccionada distintamente, en
diferentes especies (Sueoka, 1961). El sesgo mutacional afectaria tanto a sitios sinébnimos como no-sinénimos,
por lo tanto la evolucion de las proteinas estaria influenciada principalmente por fuerzas neutrales (Sueoka,
1961). A esto se suma la interpretacion de la variaciéon en composicién entre sitios, dado que las terceras
posiciones muestran un contenido extremo, y tienen menos restricciones selectivas (Muto and Osawa, 1987),
un postulado bastante aceptado es que la composicién de bases de los genomas se debe a efectos
mutacionales neutrales y tiene poca relevancia adaptativa (Rocha and Feil, 2010). Bajo este supuesto, los

clados que son ricos en G+C, son clados en los cuales la mutacién ha estado constantemente sesgada hacia



G+C, mientras que en los clados ricos en A+T, la mutacion ha estado constantemente sesgada hacia A+T. Esto
implica que el sesgo mutacional en bacterias es extremadamente variable (Hershberg and Petrov, 2010a).

Pero existe otro punto de vista, que sostiene que la seleccién natural tiene un rol preponderante sobre la
composicién de bases de los genomas. Las hipotesis en este contexto sostienen que no es la variacién en el
sesgo mutacional que lleva a una variacién en el contenido nucleotidico de los genomas, sino la variacién en la
probabilidad relativa de fijacion de las mutaciones (Bentley and Parkhill, 2004). La variacion puede entonces
originarse debido a diferencias en la fuerza y direccion de la seleccién natural (Rocha and Feil, 2010). La
seleccion natural afecta la probabilidad de fijacion de un alelo basado en la ventaja o desventaja, o sea el
fitness del mismo, y el tamafio poblacional efectivo del organismo en cuestion (Bentley y Parkhill 2004).
Buscando justamente el nexo entre el contenido G+C de los genomas y las fuerzas selectivas operantes,
muchos factores eco-fisiolégicos se han asociado a la variacion en composicién nucleotidica tanto entre como
dentro de los genomas (Rocha y Danchin 2002; Naya et al. 2002; Musto et al. 2004; Singer and Ames, 1970;C E
McEwan, 1998)(Tabla 1.1). No es sorprendente que dada la complejidad de la ecologia microbiana, ninguna de
estas teorias provea de una explicacién universal de la naturaleza de las fuerzas selectivas que otorgan ventaja

a un alto o bajo contenido en G+C (Lind and Andersson, 2008).

Tabla 1.1: Resumen de variables eco-fisiologicas asociadas a la variacion en la composicion de bases en

genomas procariotas.

Variable

Explicacion

Problemas

Ambiente
(Foerstner et al., 2005)

Diferentes ambientes contienen
bacterias diferencialmente enriquecidas
en GC

Los mecanismos tras esta variable no
son claros y podrian ser en realidad
combinaciones de muchas variables

Largo de los genes
(Xia et al., 2003)

El alto contenido en GC favorece genes
mas largos reduciendo la frecuencia de
mutaciones non-sense. El largo de los
genes se correlaciona con su contenido
GC.

El contenido GC gendmico esta, como
mucho, correlacionado con el largo
promedio de genes, el cual no varia
mucho entre genomas.

Largo del genoma
(Heddi et al., 1998)

La reduccion gendmica frecuentemente
se observa como consecuencia de
reduccion de tamafio efectivo
poblacional. Genomas pequefios
poseen bajo contenido en GC y los
genomas grandes, son ricos en GC.

Debido a que la densidad de genes en
procariotas es muy alta, el largo del
genoma es proxy de muchas variables.
Esto hace dificiles las interpretaciones
bioldgicas.

Presiones mutacionales
(Hershberg and Petrov, 2010a;
Hildebrand et al., 2010; Lind and
Andersson, 2008)

Las mutaciones son ricas en AT, la
pérdida de genes de reparacion lleva a
enriquecimiento en AT

No explica el gap composicional entre
patrones mutacionales y composicion
real de los genomas. No explica la
existencia de genomas ricos en GC.

Fijaciéon de Nitrégeno
(C E McEwan, 1998)

Seleccion que favorece el ahorro en el
uso de N en ADN y ARN (ambas
macromoléculas ricas en N). El
contenido en GC es mas alto en
fijadores de Nitrégeno.

El contenido en GC es mas alto en dos
géneros de aerobios fijadores pero mas
bajo en dos géneros anaerobios. La
mayoria de los procariotas no son
fijadores.

Oxigeno
(Naya et al., 2002)

Los tres puentes de H que unen las
bases G y C generan una molécula de
ADN mas fuertemente empaquetada y
menos susceptible a la oxidacion. Las
G sinénimas podrian tener un
importante rol en ambientes oxidantes.
Aerobios son ricos en GC.

En general, G es la base mas
susceptible a la oxidacioén.




Parasitismo
(Rocha and Danchin, 2002)

Patégenos, plasmidos, elementos
transponibles y bacteriéfagos estan
enriquecidos en AT, cuyo costo es
menor y son mas abundantes.

No explica la existencia de genomas
ricos en GC.

Composicion y plegamiento de
proteinas
(Seligmann, 2003)

Codones ricos en GC codifican
aminoacidos mas baratos. La
susceptibilidad a la oxidacién y la
estabilidad del plegamiento covarian
con el contenido GC.

La seleccién sobre GC no deberia estar
dirigida por la composicion de proteinas
ya que la seleccion purificadora sobre el
contenido GC es mayor en sitios
intergénicos y degenerados.

Plegamiento del ARN
(Daubin and Perriére, 2003)

Practicamente todas las posiciones en
los genomas bacterianos son
transcritas, y las estructuras de ARN
ricas en GC son mas estables.

Los genes basicos (core genes) tienen
un contenido de bases homogéneo, las
excepciones no forman parte de
operones altamente expresados. Los
operones ADN, altamente expresados
en crecimiento exponencial, son ricos
en GC en genomas pobres en GC y
viceversa.

Temperatura
(Musto et al., 2004)

La rigueza en GC aumenta la
termoestabilidad del ADN, ARN y del
apareamiento coddn-anticodon.

La asociacion entre temperatura 6ptima
de crecimiento y contenido en GC
genomico es débil. Cepas de
Pasteurella, que evolucionaron a altas
temperaturas son ricas en AT.

Radiacion UV
(Singer and Ames, 1970)

Dinucleétidos ricos en AT son mas
susceptibles a la formacion de dimeros
de pirimidinas bajo radiacién UV.

No se encuentra seleccion en contra de
los dinucledtidos susceptibles.

Plegamiento del ADN
(Travers, 2004)

GC aumenta la estabilidad

No esta claro que la estabilidad debida
al alto contenido en GC esté siendo
seleccionada

Conversién génica
(Duret and Galtier, 2009)

La conversion resultante de
recombinacion entre secuencias mal
apareadas aumenta el contenido en
GC.

Las zonas de alta recombinacion en
E.coli son ricas en GC.

Las tasas de recombinacion/mutacion
observadas no correlacionan con GC.

Investigaciones recientes desde otro enfoque, se abocaron al estudio del sesgo mutacional en procariotas
encontrando resultados que socavan de manera importante las hipotesis neutralistas. Estos estudios se
proponian estudiar la direccidon del sesgo mutacional en un amplio rango de procariotas, dado que si la
evolucién del contenido G+C es principalmente moldeada por las mutaciones, deberian encontrarse sesgos con
muy diferentes sentido e intensidad. Al contrario lo que encontraron fue un sesgo mutacional universal dirigido
hacia A+T. Los resultados mostraron que el patrén mutacional es en realidad muy similar entre bacterias y que
las mutaciones mas frecuentemente observadas son las transiciones de C/G a T/A generando un sesgo
mutacional hacia A+T en todas las especies estudiadas, incluso en bacterias con contenidos altos en G+C
(Hershberg and Petrov, 2010a; Hildebrand et al., 2010).

De acuerdo a estos resultados, los organismos pobres en G+C, lo son debido al sesgo mutacional mientras que
los ricos, estarian subiendo su contenido en G+C a través de otros mecanismos evolutivos, que pueden ser
tanto seleccion natural como g-BGC (del inglés GC - Biased Gene Conversion). El fenédmeno conocido como g-
BGC, favorece los nucledtidos G/C en sitios polimorficos durante la conversion de los intermediarios de
recombinacion (Duret and Galtier, 2009). Aunque g-BGC como proceso no esta relacionado con la seleccion

natural, afecta la probabilidad de fijacion de un alelo de forma similar, puede de hecho dejar marcas en el



genoma que imitan las de la seleccion positiva, o interferir con la seleccion promoviendo la fijacion de alelos
deletéreos (Ratnakumar et al., 2010). Existe amplia evidencia de este proceso a nivel eucariota y recientemente
se ha propuesto que en Bacteria y Archea, g-BGC tiene también un importante rol (Lassalle et al., 2015).
Hildebrand et al, descartaron la existencia de g-BGC en su analisis de sesgo mutacional porque el exceso de
mutaciones G/C—A/T no cambi6é al analizar sets de datos con evidencia de recombinacién y tampoco

encontraron correlacion entre el contenido en G+C y la tasa de recombinaciéon en el rango de especies

estudiadas (Hildebrand et al., 2010). Las nuevas evidencias indican que la recombinacién afecta el contenido
G+C gendmico de la mayoria de los phylum bacterianos (Lassalle et al., 2015).

La implicaciéon tanto de la selecciéon natural como de g-BGC en la evolucién del contenido en G+C de los
genomas, torna el estudio composicional de la familia Pelagibacteriaceae muy interesante. Dadas sus
caracteristicas, cualquiera de estos mecanismos podra estar en funcionamiento en la evolucion de los genomas
de la familia. Pelagibacteriaceae tiene un tamafio poblacional efectivo (Ne) estimado muy grande, que permite
un gran impacto de la selecciéon aun cuando ésta es débil. También se ha estimado que posee altas tasas de
recombinacion por lo tanto podria estar influyendo en su contenido G+C gendmico el proceso de g-BGC.

Los organismos ricos en A+T que fueron estudiados tanto en Hildebrand et al., 2010 como en Hersberg et al.,
2010 eran parasitos intracelulares obligatorios de genomas muy reducidos, altas tasas de mutacion y pequefios
tamafios poblacionales. Los patdgenos que han divergido recientemente, como las cepas monoclonales, que
poseen un exceso de polimorfismos A+T, presentan seleccion relajada y baja tasa de recombinacion, lo cual

podria explicar la disminucién en el %G+C de sus genomas (Andersson and Kurland, 1998; Rocha and Feil,

2010; Toft and Andersson, 2010). Ya se ha observado que la adopcién de asociaciones con eucariotas, como la
endosimbiosis y el parasitismo, llevan a una reducciéon del tamafio poblacional efectivo y enriquecimiento en
A+T, posiblemente debido a una menor capacidad de eliminacion de las mutaciones GC -> AT (Rocha and Feil,
2010). Excepto por la pérdida de mecanismos de reparacion, todas las demas explicaciones de enriquecimiento
en A+T se basan en la forma de vida parasita (Foerstner et al., 2005; Lind and Andersson, 2008; Rocha, 2008;
Rocha and Feil, 2010), y no aplican a la familia Pelagibacteriaceae, las caracteristicas genémicas de la misma
generan incluso una contradicciéon con las explicaciones al enriquecimiento en A+T anteriormente propuestas.
Determinar la causa subyacente de la variacion composicional en los genomas procariotas es un problema
fundamental, si la variacion es resultado de la seleccién entonces el contenido en G+C es en si mismo un
caracter que contribuye al fitness de los organismos, mientras que si la variabilidad es moldeada por
mecanismos no adaptativos, entonces caracterizarlos es de gran importancia para la deteccién de seleccion
(Lassalle et al., 2015).



Metodologia

DATOS

Se trabajo con 16 genomas completamente secuenciados pertenecientes a Pelagibacteriaceae. Los mismos se

listan en la Tabla 1.2. Los genomas se descargaron del portal Joint Genome Institute.

Tabla 1.2: especies de la familia Pelagibacteriaceae en estudio.

Genome Name / Sample Name Geographic Location Genome Size Gene Count GC
Candidatus Pelagibacter-like (SAR11) HIMB140 Kaneohe Bay, Oahu, Haw aii. 1437930 1535 .29
Candidatus Pelagibacter ubique SAR11 HTCC1002 Coastal Pacific Ocean, Newport, Oregon, cold 1327604 1428 3
Candidatus Pelagibacter ubique HTCC7214 BATS Bermuda-Atlantic-Time-Series study site 1375060 1475 .29
Candidatus Pelagibacter ubique HTCC7217 BATS Bermuda-Atlantic-Time-Series study site 1433611 1537 .29
Candidatus Pelagibacter-like SAR11 HIMB4 Kaneohe Bay, Oahu, Haw aii. 1382291 1489 .29
Candidatus Pelagibacter ubique SAR11 HTCC8051 Coastal Pacific Ocean, Newport, Oregon, cold 1395115 1498 .29
Candidatus Pelagibacter ubique HTCC1040 Coast of Oregon 1274624 1381 3
Candidatus Pelagibacter sp. IMCC9063 Svalbard, Norw ay 1284727 1482 .32
Candidatus Pelagibacter sp. HTCC7211 BATS Bermuda-Atlantic-Time-Series study site 1456888 1576 .29
Candidatus Pelagibacter ubique SAR11 HTCC1062 Coast of Oregon, cold 1308759 1394 3
Candidatus Pelagibacter-like (SAR11) HIMB083 1395997 1505 .29
Candidatus Pelagibacter ubique SAR11 HTCC9022 Coastal Pacific Ocean, New port, Oregon, cold 1362422 1464 3
Candidatus Pelagibacter ubique HIMB058 1115049 1269 3
Candidatus Pelagibacter ubique SAR11 HTCC1013 Coastal Pacific Ocean, New port, Oregon, cold 1302704 1411 3
Candidatus Pelagibacter ubique SAR11 HTCC9565 NE Pacific Open Ocean 1279674 1386 .29
Candidatus Pelagibacter ubique HTCC1016 Coastal Pacific Ocean, Newport, Oregon, cold 1297098 1404 3

Obtencidn de Secuencias. Genomas
completamente secuenciados del
clado SAR11

'

Blsqueda de Secuencias Ortélologas
BRH Blast

'

Alineamiento de Secuencias
Ortdlogas (MUSCLE) e Inferencia
filogenética (PhyML)

'

Remocion de genes con
incongruencias filogenéticas
(Recombinacion o HGT)

'

Estudio de Estructura Pablacional
(BAPS): Obtencidon de subclados

v

Reconstruccion de caracteres
ancestrales (PAML) por subclado:
Patrén sustitucional

DISENO EXPERIMENTAL

Deteccién de nimero y frecuenda de
SNPs en alineamientos (Phyton), por
subdado: Patron mutacional




Busqueda de genes ortélogos

Los conceptos de genes ortdlogos y paralogos son de importancia en el entendimiento de la evolucion de los
genomas y el surgimiento de novedades genéticas. Los ortélogos surgen de un proceso de especiacion, y son

producto de descendencia vertical desde un ancestro comun a diferentes especies. Los paralogos son el

resultado de eventos de duplicacion génica y se los ha propuesto como una fuente de innovacion (Fitch, 1970).
Saber reconocer la diferencia entre ambos es muy importante especialmente cuando se quiere reconstruir una
filogenia precisa o determinar las fuerzas de la seleccion natural.

La tarea de encontrar genes homdlogos a una secuencia de interés (query) en una base de datos que contiene
muchas otras secuencias (subjects), se puede conceptualizar como: conseguir el mejor alineamiento posible del
query con los subjects, otorgar un score a estos alineamientos, y elegir aquellos cuyos scores sobrepasan un
umbral dado (Ward and Moreno-Hagelsieb, 2014).

BLAST (del inglés: Basic Local Alignment Search Tool) RBH (del inglés: Reciprocal Best Hits) es un método
computacional muy comun para predecir presuntos genes ortélogos. Los RBH son un indicador comun para
ortologia en gendémica comparativa, se encuentran cuando las proteinas codificadas por mas de un gen, cada
uno en diferentes genomas, son entre ellas el mejor hit, con el mejor score (Ward and Moreno-Hagelsieb, 2014)
(Fig.1.2).

Las secuencias ortdlogas entre las 16 especies analizadas se identificaron realizando un BLASTP query
(Altschul et al., 1990) sobre todas las secuencias codificantes siguiendo el criterio de RBH y un e-value minimo
de 1e-5.

Figura 1.2: Esquema que ilustra la busqueda
de ortélogos por RBH (Poptsova and
Gogarten, 2007)

Reconstruccidn filogenética

Las secuencias ortdlogas se alinearon con MUSCLE (Edgar, 2004) a nivel de proteinas y con tranalign (Rice et



al., 2000) a nivel nucleotidico. Tranalign genera un alineamiento de ADN a través de el correspondiente
alineamiento proteico (Bininda-Emonds, 2005).

La inferencia filogenética se realizd sobre el alineamiento a nivel de nucleétidos de todos los genes ortdlogos
concatenados, a través del programa PhyML (Guindon et al. 2010). Este programa utiliza el método de maxima
verosimilitud (ML) para reconstruir el arbol que mejor explique la historia evolutiva de las secuencias. A
diferencia de métodos como maxima parsimonia, la aproximacion probabilista de ML permite testar varias
hipétesis, como por ejemplo si dos topologias de un arbol son significativamente distintas.

El proceso de inferencia filogenética por ML, comienza por generar una matriz de distancias evolutivas entre las
secuencias, esto requiere la comparacion entre todos los pares de secuencias. Luego se construye un arbol
inicial, usando BIONJ. Se calculan las verosimilitudes condicionales para todos los sitios, subarboles (dentro del
arbol) y para el arbol en su totalidad. Para aumentar la verosimilitud de la filogenia de inicio, se ajustan los
parametros del modelo evolutivo de sustituciones (tasas de transicion y trasversion, y la distribucion gamma que
modela la variacién de tasas entre sitios). Estos parametros son re-estimados en cada proceso de refinamiento
de la filogenia. El &rbol es entonces refinado hasta alcanzar convergencia, en cada evento de refinamiento se
chequea que la verosimilitud aumente. El refinamiento del arbol concluye cuando no hay mas cambios posibles
y el largo de las ramas es estable (Guindon and Gascuel, 2003).

El modelo de sustitucion nucleotidica usado fue HKY85 (Hasegawa et al., 1985). El modelo incorpora multiples
parametros para crear una simulacion mas realista del comportamiento de las secuencias, el modelo asume
que la tasa de sustitucion varia entre nucleétidos (TAZmC#TT#TTG), también atribuye diferentes frecuencias a
transiciones y trasversiones. Yang et al. 2003 demostré que los modelos que tienen en cuenta estas

caracteristicas, aumentan significativamente la verosimilitud del arbol.

Busqueda de incongruencias filogenéticas en genes ortélogos

Un supuesto comun de los métodos que realizan reconstruccion de secuencias ancestrales (ASR: ancestral
sequence reconstruction), es que todas las posiciones en el alineamiento han evolucionado bajo la misma
filogenia, y existe por lo tanto un Unico ancestro comin mas cercano (MRCA) para todas las secuencias de la
muestra. El hecho es que pueden existir regiones recombinantes u obtenidas por THG en las secuencias, y por
lo tanto lo anterior no se cumple, ya que éstas tendran una historia evolutiva diferente (Arenas and Posada,
2010a).

Deteccion de genes recombinantes

Para disminuir los errores en la estimacion de estados ancestrales, se debe tener en cuenta entonces la
estructura de la poblacion, particularmente el nivel de intercambio de material genético entre las especies. Para
esto se evaluod el nivel de recombinacién entre las especies, esto nos permite evaluar qué porcién del genoma
proviene de THG.

SplitsTree (Huson and Bryant, 2006) es un programa que permite reconstruir arboles y redes filogenéticas, las

redes a diferencia de los arboles, son una representacion de una presunta historia evolutiva que puede



involucrar eventos de reticulacion. Las redes filogenéticas se pueden calcular a partir de un amplio rango de
datos, alineamientos multiples, matrices de distancia, grupos de arboles entre otros (Huson and Bryant, 2006).
A partir del concatenado de los alineamientos de cada gen, se construyé una red que representa la historia
evolutiva de las secuencias en presencia de eventos como transferencia horizontal o recombinacion.

En este caso, las redes proveen una representacién explicita de la historia evolutiva de los genomas, se
representan como un arbol filogenético con ramas adicionales, los nodos internos representan secuencias
ancestrales, los que tienen mas de dos ancestros corresponden a eventos como recombinacién (Huson and
Bryant, 2006). Esta aproximacion es de caracter exploratorio, si el resultado muestra indicios de recombinacion
entre las especies, entonces se procede a detectar los genes afectados por eventos de recombinacion y
removerlos de la ASR.

La deteccién de genes recombinantes se realiz6 con el programa PhiPack que implementa el test Phi (Bruen et
al., 2006). Lo que permite hacer este test es determinar si las relaciones filogenéticas o grados de similitud entre
secuencias del set de datos, varian a lo largo de las mismas de forma congruente con la existencia de un
evento de recombinacion. En esencia, busca sitios filogenéticamente incompatibles, o sea sitios dentro de un
alineamiento cuyo patrén de variacion apoya diferentes filogenias. PhiPack detecta los genes recombinantes,
comparando la frecuencia y distribucion de los sitios filogenéticamente incompatibles observados, versus los

esperados en ausencia de recombinacion (Martin et al., 2011).

Congruencia en las reconstrucciones filogenéticas

Este procedimiento consiste en comparar la similitud entre la topologias del arbol construido con el concatenado
de los genes ortdlogos, que puede considerarse la filogenia del clado, y el arbol de cada gen. Los genes
ortélogos que respetan la filogenia del clado son los obtenidos Unicamente por herencia vertical, y los cambios
que entre ellos se puedan detectar van a deberse solo al proceso de sustitucién nucleotidica.

PhyML puede leer uno o varios arboles ingresados al programa como input. Estos arboles son generalmente
usados como estimaciones de ML iniciales, para ser subsecuentemente ajustados por el algoritmo de
reconstruccion filogenética. En este caso, se realiza una reconstruccion filogenética para cada gen ortélogo
agregando al input el arbol del clado. Luego de finalizada la reconstruccion filogenética para el gen, se obtiene
un valor de verosimilitud distinto al inicial, y a través de un test estadistico se determina si estos valores son
significativamente distintos.

CONSEL (Shimodaira and Hasegawa, 2001) es un paquete de programas escritos en lenguaje C. Se utiliza
para calcular el p-valor en problemas de seleccibn de modelos para evaluar la confianza, aunque puede
aplicarse a cualquier tipo de problemas de seleccién, esta disefiado para el problema de seleccion de arboles
filogenéticos. CONSEL no estima arboles sino que trabaja con el output de programas que si lo hacen, como
PhyML. Los p-valores son calculados usando varios tests: Kishino-Hasegawa, Shimodaira-Hasegawa,
weighted Shimodaira-Hasegawa (Shimodaira and Hasegawa, 2001).

Una vez obtenidos con CONSEL los p-valores, se tiene un criterio con el cual evaluar la similitud de las

topologias y retirar o no un gen del set de secuencias ortdlogas.



Estimaciones dN y dS

Tradicionalmente, las tasas de sustitucion sinénimas (dS) y no sinénimas (dN) se definen en el contexto de la
comparacion entre dos secuencias de ADN, siendo dS el nimero de sustituciones sinénimas por sitio sinébnimo,
y dN, el numero de sustituciones no sinénimas por sitios de igual caracteristica (Yang y Bielawski 2000). Los
sitios sinénimos son aquellos en los que un cambio nucleotidico, no genera variacién en el aminoacido
codificado, o sea, no tiene impacto a nivel de proteina, los cambios en sitios no sinénimos si alteran la identidad
del aminoacido codificado. La estimacion de ambas tasas es importante para el entendimiento de la dinamica
evolutiva a nivel molecular (Yang and Nielsen, 2000).

La tasa dN/dS, también conocida como w, cuantifica el tipo y la fuerza de la seleccién operando en las
secuencias. Diferentes presiones selectivas operan sobre los sitios sinGnimos y no sinénimos, al comparar los
cambios sindnimos, asumidos neutrales, y los no sinénimos, expuestos a la seleccion debido a que sus
modificaciones alteran la identidad de los aminoacidos y la composicién de las proteinas (Mugal et al., 2014) se
puede revelar la direccion y magnitud de la seleccion natural actuando sobre una proteina (Kimura, 1977).
Existen dos tipos de métodos para estimar las tasas de sustitucion. Por un lado los que implican contar los sitios
sindnimos (S) y no sinénimos (N) en las secuencias, contar las diferencias sindnimas y no sinénimas entre las
secuencias y corregir por multiples sustituciones en un mismo sitio. Estos métodos -Miyata and Yasunaga
(Miyata and Yasunaga, 1980),y Nei and Gojobori (Nei y Gojobori 1986)- realizan asunciones simplistas sobre el
proceso de sustitucién nucleotidica, como que las tasas de transiciones (T<~C and A—G) y trasversiones (T,C
«A,G) son las mismas, y que las secuencias tienen un uso de codones uniforme. Dado que a nivel de la tercera
posicion de los codones las transiciones tienen mayor probabilidad de ser silenciosas que las trasversiones, es
importante tener en cuenta la diferencia entre ambas tasas de cambio (Yang y Bielawski 2000; Z. Yang y
Rannala 2012).

Por otro lado, existen los métodos que estiman dS y dN por maxima verosimilitud basados en modelos
explicitos de sustitucion de codones (Goldman and Yang, 1994). Los parametros en estos modelos -tiempo de
divergencia (t), tasa de transicion/trasversion (k), dN/dS (v)- son estimados a partir de los datos por ML y usados
para calcular dN y dS de acuerdo a sus definiciones (Yang y Bielawski 2000). En este caso, la teoria de
probabilidad asociada al método consigue la dificil tarea de estimar los parametros mutacionales como k, y
ponderar las diferentes vias de cambio entre codones.

En general se recomienda el uso de métodos basados en estimaciones por ML, esto se puede llevar a cabo en
Codeml, con los mismos datos y al tiempo que se realiza la ASR.

Se estimaron dS y dN para cada cluster de genes ortdlogos y para el concatenado de los mismos. Con esto se
pretende obtener una visidon general de las fuerzas evolutivas operando en el set de genes ortélogos, y el nivel

de divergencia que existe entre las especies.

Estructura Poblacional

Se trata de determinar si existe estructura genética en la poblaciéon de secuencias, identificar si existieron o



existen barreras para el flujo génico, de manera tal de determinar grupos de especies dentro de los cuales
estudiar el patréon de sustituciones. Se utilizé BAPS (Corander et al., 2003), una aproximaciéon bayesiana para
inferir estructura genética en una poblaciéon usando secuencias nucleotidicas. BAPS usa los SNPs (single
nucleotide polimorphisms) obtenidos a partir del alineamiento de los genes ortdlogos para identificar grupos
estructurados en los cuales llevar a cabo el estudio del sesgo, identifica, si existen, subpoblaciones en la

muestra total de secuencias.

Patron Sustitucional

El resultado de Codeml genera un archivo a partir del cual, se pueden identificar la cantidad y la polaridad de las
sustituciones a nivel de sitios sinénimos y no sinénimos. Cuando se analizan secuencias codificantes, se posee
la ventaja de distinguir entre estos dos tipos de sitios. Las sustituciones sinénimas o silenciosas son aquellas
que no modifican el aminoacido codificado, las no sinénimas si lo hacen.

En este caso, se clasificaron como sinénimos aquellos cambios ocurridos en las terceras posiciones de los
codones degenerados, conocidos como 4-fold, dado que sea cual sea la modificacion observada, el aminoacido
codificado no cambia. Los cambios no sinénimos, quedaron definidos como aquellos que ocurren en la primera
y/o segunda posicidon de los codones, en estos sitios las variaciones generan cambios a nivel proteico. Como
la selecciéon natural actia a nivel de proteinas principalmente, las mutaciones sinénimas y las no sinénimas
estan bajo presiones selectivas diferentes y son fijadas a tasas diferentes (Yang, 2007).

Existen 12 cambios posibles entre las bases del ADN:

AT |AC |AG |CT|CA|CG|GT|GC|GA|TA|TC|TG

Para cada uno de ellos se contabilizd el nimero de ocurrencias, que se transformé en la frecuencia de

ocurrencia de los mismos al estandarizar por la composicion de bases:

AT | AC | AG / n°® sitios A

CT|CA|CG/n° sitios C

GT | GC | GA/ n° sitios G

TA|TC | TG/ n®sitios T
Una vez que obtenemos la frecuencia de sustituciones podemos calcular el contenido G+C en equilibrio,
entendido como el contenido en G+C que presentarian las especies si la composicion de bases del genoma
estuviera determinada solamente por el sesgo mutacional (Hershberg y Petrov 2010) o sea estuviera en
equilibrio mutacional.
Si la seleccion no afecta de manera significativa al contenido nucleotidico de los genomas, entonces éstos
deberian de encontrarse en equilibrio mutacional, o sea, deberian presentar el mismo niumero de cambios de
GC -> AT y de AT -> GC (Hershberg and Petrov, 2010b). Se calculan las tasas de cambio de GC -> AT y de AT

-> GC, y con ellas se estima el GC en equilibrio:



IAT->GC = #AT->GC/# AT
GCeq= rAT->GC/ (rAT->GC + rGC->AT)

rGC->AT = # GC->AT/# GC

Aproximacion al Estudio de Patrones Mutacionales

El objetivo es detectar diferencias nucleotidicas entre las secuencias que permitan aproximarnos al patrén
mutacional del clado en cuestién e independizarnos de procesos selectivos. Los cambios neutrales se acumulan
en los genomas de forma estocastica, proporcionalmente a la tasa de mutacion espontanea. Por el contrario los
cambios con efectos fuertes, positivos o deletéreos, son rapidamente fijados o eliminados de las poblaciones
(Rocha, 2008). Por este motivo se analizaron las posiciones sindnimas, terceras posiciones de los codones
degenerados.

Se trabajé con los alineamientos de genes no recombinantes de las especies mas cercanamente
emparentadas. Los SNPs se extrajeron del alineamiento y la identidad del estado ancestral o derivado se
determiné de acuerdo al genoma usado como referencia. Al proceso de identificacion del estado ancestral del
sitio en cuestion le llamamos polarizacion.

Ademas se clasificaron los posibles cambios a observar en tres categorias que se muestran en la tabla 1.3.

Tabla 1.3: Polarizacion de las mutaciones de acuerdo a un genoma de referencia.Se ilustra el criterio a
través del cual se determina cual es el estado ancestral de un sitio. No se usaron sitios con mas de dos
bases distintas, ejemplificadas por x y 0. Se usa un genoma como referencia que se escoge a partir de las
relaciones filogenéticas.

1 2 3

Genoma de referencia: X X 0

Sp1l 0 0 0

Sp 2 X 0 X

Sp3 X X X

Sp4 X X X
polarizacion x>0 x->0 x->0

Este procedimiento se llevé a cabo con un script de python que permite detectar los sitios del alineamiento que
varian y de acuerdo al criterio expuesto en la Tabla 1.2, identificar la direcciéon en que sucedid la variacion, o sea
identificar el estado ancestral del sitio.

Como resultado se obtiene el nimero de veces que cada uno de los doce cambios pudo observarse y de la
misma forma que se explico para el estudio del patrén sustitucional, los datos se estandarizaron de acuerdo a la

composiciéon de bases para obtener la frecuencia de ocurrencia de la mutacién. También se estimo el contenido



G+C en equilibrio dado por el patron mutacional.

Reconstruccion de caracteres ancestrales

Una forma de estudiar el sesgo mutacional de un clado, es a través de los SNPs presentes entre los taxa que lo
conforman. Para poder establecer la direccién del sesgo, es necesario contar con la cantidad y la polaridad de
estos cambios. Obtener la cantidad de SNPs es un problema menor, pero polarizar los cambios, o sea, detectar
el estado ancestral de un sitio es un problema mas complejo.

Una filogenia describe el patrén jerarquico de descendencia de un grupo de especies a partir de un ancestro
comun. Si hay informacion disponible sobre los estados de los caracteres en los taxa contemporaneos,

entonces surge la posibilidad de usar esa informacion combinada con la filogenia para reconstruir los

acontecimientos histéricos de la evolucion (Blanchette et al., 2008).

La reconstruccion de los estados ancestrales de las secuencias, permite testar hipotesis sobre la evolucion de
genes y genomas (Arenas y Posada 2010).

Las secuencias ancestrales se pueden inferir a través de varios métodos, principalmente maxima parsimonia
(MP), maxima verosimilitud y métodos bayesianos. Los ultimos dos son herramientas estadisticas estandar, y
los modelos probabilistas mas usados actualmente tanto en reconstruccion filogenética como en ASR. Los
estados ancestrales en este trabajo se obtuvieron utilizando el método de ML que ha demostrado ser un método
preciso cuya principal desventaja es la demanda computacional del proceso (Holder and Lewis, 2003; Whelan
et al., 2001).

En ML, una hipétesis es juzgada de acuerdo a cuan bien predice los datos observados, o sea, las secuencias
actuales. El proceso de ML comienza con un alineamiento de secuencias, una filogenia que las relaciona y un
modelo (estadistico) evolutivo:

— Alineamiento de secuencias actuales: para la ASR se necesita contar con un alineamiento de la mayor
cantidad de secuencias ortélogas posibles, cuanto mas informacion se posea mas precisa sera la
reconstruccion (Blanchette et al., 2008).

— Arbol filogenético: un componente importante de la ASR por ML es el conocimiento de las relaciones
filogenéticas entre las secuencias. Poseer la topologia del arbol y estimar sus largos de rama es crucial
para una reconstruccion precisa (Blanchette et al., 2008).

— Modelo (estadistico) evolutivo: estos modelos estan compuestos por parametros que rigen los aspectos
del proceso evolutivo como las probabilidades relativas de transversiones versus transiciones y el grado
en el cual la tasa de evolucion varia entre sitios. Los valores correctos de estos parametros se estiman

durante el proceso y se escoge el valor de los mismos que maximiza la verosimilitud de los datos

(Holder and Lewis, 2003).

Un analisis por verosimilitud requiere de la formulacidon de un modelo probabilista de sustitucion, en este caso

se utilizé un modelo de sustitucion de codones que provee Codeml:



0, si los dos codones difieren en mas de una posicién
m;, transversiones sinénimas

Q= kmj, transiciones sinébnimas
wrj, transversiones no sinénimas

wkTTj , transiciones no sinénimas

Siendo T la frecuencia en equilibrio del codon i, Pij(t) es la probabilidad de que el caracter i sea reemplazado
por el caracter j a lo largo de una rama de largo t. En todos los modelos evolutivos probabilistas, las
probabilidades se expresan en forma de sumas o multiplicaciones de factores Pij(t). La verosimilitud de los
datos describe la probabilidad de observar los caracteres actuales dados la topologia del arbol, los largos de
rama y los factores Pij(t).

Se puede calcular la probabilidad de observar los datos x, como la suma sobre todas las posibilidades de y:

f(x;8)=3 f(y) f(x | y; 8)

Los nodos internos del arbol representan las secuencias ancestrales probables. Para cada nodo interno de la
filogenia y para cada sitio en la secuencia, se calcula la verosimilitud del posible estado ancestral (que se define
como la probabilidad de observar todos los estados del presente dados el caracter ancestral, la filogenia y el
modelo).
fly | x:0)=5 f(v) f(x | y: 8)
f(x; 0)

El caracter que el procedimiento de ML indica como ancestral es el que posea la verosimilitud mas alta
(Hanson-Smith et al., 2010).

Siguiendo la teoria de ML, se escoge la configuracién de ancestros, largos de rama y topologia del arbol que

maximice la verosimilitud de las secuencias observadas. Es importante destacar que cada caracter de las
secuencias (sitio en el alineamiento) es tratado de forma independiente, o sea, la probabilidad del alineamiento
entero es el producto de las probabilidades para cada posicion (Blanchette et al., 2008).

La aproximacién por maxima verosimilitud asume que el alineamiento, el arbol, el modelo y los parametros del
mismo, son correctos a priori. En la practica esta asunciéon no es valida, para solucionar estos problemas, se
han planteado métodos Bayesianos para la ASR, que pueden incorporar la incertidumbre, pero el hecho es que
no se pudo demostrar que el uso de los mismos mejore la precision en la ASR (Hanson-Smith et al., 2010).

El procedimiento de ASR se realizé con PAML (Phylogenetic analysis by maximum likelihood) (Yang, 2007) un
paquete de programas, que permite el analisis filogenético de secuencias nucleotidicas y proteicas por maxima
verosimilitud. El paquete incluye el programa Codeml, que implementa modelos de sustitucion de nucleoétidos,
codones y aminoacidos para secuencias codificantes (Yang 2007).

En Codeml se introdujo como input el alineamiento de las secuencias y las relaciones filogenéticas entre ellas.
El modelo evolutivo especificado fue HKY85 y la reconstruccion se realizé usando como unidad evolutiva el

codon (modelo de sustitucion de codones).



Resultados

Filogenia y genes recombinantes
La busqueda realizada con el BLAST BRH, dio como resultado 399 grupos de genes ortélogos entre los 16
genomas con promedio de porcentaje de similitud de 80.4. Con este set de datos se realiz6 la reconstruccion

filogenética del clado que se muestra en la Figura 1.3.
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Figura 1.3: Reconstruccion filogenética del clado ralizada a partir del concatenado de genes ortélogos

El arbol filogenético (Fig. 1.3) se enraizd en la rama mas larga, perteneciente al taxa IMCC9063, se pueden
diferenciar dos grandes subclados dentro de los cuales se observan diferencias en cuanto a los niveles internos
de divergencia. Uno de los subclados, esta compuesto por las especies HTCC1013, HTCC1062, HTCC1016,
HTCC1040, HTCC1002 y HTCC9565, y muestra niveles de divergencia muy bajos (por lo menos entre
HTCC1013, HTCC1062, HTCC1016, HTCC1040 y HTCC1002), indicando que posiblemente estos linajes se
han separado recientemente. Por otro lado se puede identificar un subclado compuesto por HIMBO083,
HIMB140,HTCC7214, HTCC7217, HTCC7211, HTCC8051, HTCC9022 y HIMB4, en este caso los niveles de
divergencia son mayores y aunque dentro del clado hay varios grupos de especies hermanas la divergencia
entre ellas es superior a la observada en el otro subclado.

Como se explicé en la metodologia, el nivel de divergencia entre taxas es clave para realizar estudios
mutacionales, a primera vista el clado compuesto por HTCC1013, HTCC1062, HTCC1016, HTCC1040,
HTCC1002 y HTCC9565 es un buen candidato, pero esta eleccién no depende solamente lo evidenciado por la
reconstruccion filogenética.

En bacterias, el concepto de especie es algo problematico ya que no se reproducen de la manera sexual



convencional, de todas formas, la genética de poblaciones existe en la medida en que existen cepas que

experimentan juntas deriva génica y seleccion (Hildebrand et al., 2010). El estudio de estructura poblacional

realizado con BAPS determind que en la muestra existen cuatro grupos (Fig. 1.4).
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Figura 1.4: Se muestra como quedaron conformados los grupos encontrados con BAPS en la filogenia.

La especie HTCC9565 no se pudo adjudicar a ninguno de los 4 grupos, el estudio indicé que tiene similitudes
con los cuatro. El resultado de BAPS reafirma los clados que mostré el andlisis filogenético, e indica ademas
que el intercambio genético entre los grupos, aunque exista, no es suficiente para homogeneizar las
poblaciones, o sea, existen barreras para el flujo de material genético entre los clados. Llama la atencién que
aun dentro del grupo 2 que presenta una divergencia relativamente importante el analisis de BAPS sugiere un
flujo de material genético importante.

Los grupos 3 y 4 quedaron excluidos de futuros andlisis por estar conformados por un solo taxa, los analisis de
sustitucion nucleotidica se llevaron a cabo con los grupos 1y 2 indicados en la figura 1.4.

La red filogenética construida con Splitstree (Figura 1.5) muestra un cierto grado de reticulacion, indicando
eventos de recombinacién o transferencia horizontal entre las especies, que han afectado al set de genes

ortélogos.



Tabla 1.4: Numero de genes recombinantes encontrados por el test Phi
Genes Grupo 1 Grupo 2
Recombinantes 68 95
No Recombinantes 331 304
Ortélogos 399 399
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Figura 1.5: Red filogenética reconstruida a partir del set de 399 genes ortélogos con el programa Splitstree

La reticulaciéon evidencia que no todas las secuencias ortélogas comparten una misma historia evolutiva (Huson
and Bryant, 2006).

En concordancia con el resultado obtenido con Splitstree, el test Phi realizado a posteriori, permitié detectar 68
genes con indicios de recombinacion en el grupo 1y 95 en el grupo 2 (Tabla 1.4). El test Phi se realizé en cada
grupo por separado ya que la ASR también se realizé por grupo, y es con el fin de tornarla mas precisa que se
diferencian los genes que han recombinado de los que no. Los genes recombinantes se removieron en los
estudios de ASR.

En este sentido, intentamos comparar la historia evolutiva de cada gen presuntamente ortélogo con la del arbol

de especies obtenido utilizando el test de comparacion de filogenias de Shimodiara-Hasegawa (Shimodaira and

Hasegawa, 2001).



De los 399 genes, hay 79 en los que la filogenia de la especie no difiere significativamente de la del gen,
sugiriendo que estos habrian sido transferidos en forma vertical. Este subconjunto de genes es el que cumple
con los criterios mas exigentes para los posteriores analisis. Los resultados generales no difieren del grupo de

399 genes asi que los resultados que se presentan en la tesis son los del grupo mayor.

Estimaciones de dS, dN y w

Se estimé la tasa de variacion sinénima (dS) y la de variacién no sinonima (dN). Estas estimaciones nos
permiten obtener una visién global de las presiones selectivas operantes sobre el set de genes ortélogos. Los
valores estimados para cada gen se pueden observar en la Figura 1.6. Es importante destacar que las
estimaciones del clado dos muestran valores de dS muy altos (>1) lo que representa sitios saturados de
sustituciones en la mayoria de genes ortélogos (Luo et al., 2014).

El clado 1 no muestra saturaciéon a nivel de sitios sindbnimos (dS<1), pero si valores de dN/dS bajos (<0.1),
indicando que existe una fuerte presion evolutiva para minimizar las sustituciones aminoacidicas (seleccion
negativa o purificadora). Dadas las caracteristicas de la familia bacteriana con la que se esta trabajando (gran
tamarfo poblacional, vida libre, genome streamlining), los valores obtenidos en las estimaciones de dN y dS son
esperables. Cuando una especie posee gran tamafo poblacional efectivo, la seleccién aunque débil, puede
tener un gran efecto en la evolucién de su genoma (Charlesworth, 2009).

Los patrones de sesgo mutacional obtenidos en estudios anteriores (Hershberg and Petrov, 2010a; Hildebrand

et al., 2010), provienen de cepas clonales que no mostraban sefiales de seleccion, presentaban valores de w de
aproximadamente 0.6, asegurando un estado relajado de las presiones selectivas, importante para el estudio a
nivel mutacional (Rocha, 2008). Se esperaba encontrar esta situaciéon en los genes no recombinantes del clado
1, pero los resultados muestran un dN/dS de 0.02 (estimado sobre el concatenado de los genes ortélogos no
recombinantes), es un valor muy bajo pero, como se dijo anteriormente, hay que tener en cuenta que el gran
tamafo poblacional efectivo (que se estima tienen estas especies) influye disminuyendo el dN/dS (Luo et al.,
2014).

De todas formas, el estudio de las sustituciones en las terceras posiciones de codones degenerados (4fold) a
nivel de genes no recombinantes del clado 1 podrian acercarnos al patrén mutacional: al no verse afectados por
recombinacion, la diversidad nucleotidica en estos genes seria resultado solamente de la mutacién (Arenas and
Posada, 2010b), y ademas la presion selectiva sobre las posiciones 4fold, se encontraria relajada dado que los
cambios en estos sitios no generan grandes alteraciones a nivel de la traduccion. Otros indicios a favor del
estudio del patron sustitucional a nivel del grupo 1 es el valor de dS encontrado, de 0.22, que indica que las

posiciones no se encuentran saturadas de cambios (Rocha et al., 2006; Luo et al., 2014).

Tabla 1.5: dS estimado entre pares de especies a través del método Yang&Nielsen

Pares ds Pares ds Pares ds Pares ds
HTCC1016_1002 0.0638 HTCC7211_HIMB083  1.0215  HIMB4_HTCC7211 1.0911 HTCC9022_7217 0.9191
HTCC1040_1002 0.0859 HTCC7214_HIMB083  1.0299 HTCC8051_7211 0.8955 HIMB4_HIMB 140 1.1019
HTCC1062_1002 0.0549 HTCC7217_HIMB083  1.0339 HTCC9022_7211 0.9239  HTCC8051_HIMB140 1.0662
HTCC1013_1002 0.0586  HIMB140_HIMB083  1.0045 HTCC7217_7214 0.2562  HTCC9022_HIMB140 1.093
HTCC1040_1016 0.0856 HIMB4_HIMB083 1.1141  HIMB140_HTCC7214  1.0629 HTCC8051_HIMB4 1.0998
HTCC1062_1016 0.0624 HTCC8051_HIMB083 1.0084  HIMB4_HTCC7214 1.0952 HTCC9022_HIMB4 1.1086
HTCC1013_1016 0.065 HTCC9022_HIMB083  1.0371 HTCC8051_7214 0.9023 HTCC9022_8051 0.5976

HTCC1062_1040 0.0846 HTCC7214_7211 0.226 HTCC9022_7214 0.9214 HTCC8051_7217 0.9001
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Figura 1.6: Distribucién de los valores de dS y dN (escala logaritmica) en el set de genes ortélogos para el grupo 1 (a) y para el grupo 2
(b). En c se muestra la distribucion de w (escala logaritmica) para el mismo set de genes de ambos grupos.

Patrones sustitucionales

Los patrones de sustitucion que se presentan son el resultado de la polarizacion y posterior conteo de los SNPs
estimados a través de la reconstruccion de caracteres ancestrales con el programa Codeml. Los cambios se
clasificaron en seis tipos de sustituciones: G/C a A/T, G/C a T/A, G/C a C/G, AIT a G/C, AIT a C/G, y AIT a T/A
La frecuencia relativa de cada categoria se obtuvo normalizando por el contenido en G+C de las posiciones
sinénimas y no sinénimas. Las tasas de sustituciones sinénimas y no sinébnimas para cada categoria de cambio
se muestran en la figura 1.7.

Las frecuencias estimadas indican que los cambios que implican la sustitucion de G por Ay C por T, son los
mas observados sin importar de qué sitios se trate, sinénimos, o no sinénimos, esto es consistente con los
trabajos abocados al estudio de patrones mutacionales mencionados en los antecedentes (Hershberg and
Petrov, 2010a; Hildebrand et al., 2010).

Se pueden observar diferencias entre el patron sustitucional del clado 1 y el del clado 2, en el uno, la incidencia

de los cambios GC->AT es destacadamente mayor que el resto, mientras que en el clado 2, otros tipos de



cambios cobran protagonismo, este es el caso de las sustituciones AT->TA y AG->TC. Las frecuencias de
sustituciones varian también debido a la naturaleza de los sitos, los sitios sinbnimos que son mas permisivos,
presentan mayor frecuencia de sustituciones que los no sinénimos. El nivel de variacion se incrementa con la
divergencia entre las especies tanto a nivel de sitios sinénimos (S) como no sinénimos (NS), por lo tanto, son
mayores las frecuencias de cambios nucleotidicos en el grupo dos, debido a la acumulacién de los mismos.

El contenido nucleotidico es un caracter que evoluciona lentamente. Por lo tanto, ya sea impulsado por la
seleccion natural como por g-BGC, la composicidn nucleotidica entre especies cercanas podria no haber tenido
tiempo suficiente para alcanzar un nuevo equilibrio mutacional. Sin embargo, si el contenido en G+C de un
genoma se debe predominantemente a la mutacién, y ni la seleccién ni g-BGC tienen un rol importante en la
evolucién del mismo, entonces, el contenido nucleotidico de los genomas ya habra alcanzado un equilibrio
mutacional. Para testar esto se compara el nimero de cambios que son GC->AT y AT->GC, en equilibrio estos
deberian ser iguales (Hershberg and Petrov, 2010a). A su vez, se estimd el GC en equilibrio (GC.q) resultante
del patrén sustitucional sinénimo y no sinénimo en ambos grupos (Tabla 1.6). Este indice representa el

contenido en G+C que alcanzarian los genomas si estuvieran evolucionando solo por mutacion.

Tabla 1.6: G+C en equilibrio

sinénimos No-sinénimos
0.17 0.26

sinénimos No-sinénimos
0.34 0.36

La frecuencia de cambios que son GC->AT y AT->GC son diferentes, indicando que las especies no estan en
equilibrio mutacional. El GC., estimado a partir de las sustituciones sinénimas en el grupo 1, coincide con el
contenido GC3 de los genomas (Tabla 1.7) en la mayoria de los casos, pero el estimado a partir de los cambios
no sinonimos (0.26) es menor al contenido G+C tanto de la primera como de la segunda posicion. Estos
resultados estan indicando que en los sitios no sindnimos puede existir una elevada tasa de fijacion de cambios
hacia G+C.
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Figura 1.7 : Se muestran las frecuencias de los seis tipos de cambio y el GC en equilibrio estimado a partir de ellos, para el clado uno y el dos de
acuerdo a los sitios estudiados, sinénimos y no sinénimos



Las diferencias entre genomas lejanamente emparentados deberian reflejar los efectos de la seleccién y/o g-
BGC, el GC,q calculado a partir de estas diferencias deberia ser mas similar al contenido G+C observado para
las especies que el estimado a partir de SNPs de cepas cercanamente emparentadas (Hershberg and Petrov,
2010a). Para el clado dos ambas estimaciones arrojaron valores cercanos a 0.3, para el caso de los sitios

sinénimos este es un numero excesivo, pero para los no sinénimos es concordante con el G+C observado.

Tabla 1.7:: Contenido GC para cada
Posicion de los codones

HIMBO058
HTCC9565
HTCC1040
HTCC1016
HTCC1002
HTCC1062
HTCC1013

HIMBO083

HIMB140
HTCC7214
HTCC7217
HTCC7211
HTCC8051
HTCC9022

HIMB4
IMCC9063

Las causas de las variaciones en este sentido son dificiles de determinar. Las diferencias entre genomas mas
distantemente relacionados, reflejadas en este estudio por el grupo 2, deberian reflejar los efectos de la
seleccion natural y/o BGC. El contenido GC en equilibrio estimado a partir de estas diferencias deberia ser
similar al contenido G+C observado (Hershberg and Petrov, 2010a).

Para observar el cambio en el patrén mutacional a medida que aumentan los niveles de divergencia (Fig 1.8),
se tomaron las sustituciones, sinénimas y no sindnimas detectadas en diferentes largos de rama o “caminos”.
Nuevamente, tomando en cuentas distancias evolutivas pequefias, la frecuencia de cambios GA->CT es la mas
destacada. Esta tendencia aparentemente pierde intensidad con el tiempo, los GC., estimados a diferentes
niveles de divergencia, van incrementando su valor a medida que la distancia evolutiva aumenta, este
incremento parece deberse principalmente a la disminucion en la frecuencia de las sustituciones GA-CT (Fig1.8-
b). A medida que pasa el tiempo los cambios de AT-TA incrementan su frecuencia relativa, pero esto no deberia
afectar la estimacion de GCeq, Ya que no se usa este valor para su calculo.

El cambio en el patrén sustitucional en distancias profundas puede estar indicando la direccién de la seleccién,
en este caso una disminucién en la frecuencia relativa de las sustituciones GA->CT, debido probablemente al

purgado de las mismas.
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A medida que aumenta el nivel de divergencia los tipos de cambios que prevalecen varian, la figura 1.8-b,
muestra como cambia con el tiempo la contribucién de cada tipo de sustitucion sobre total de diferencias
estimadas, se ve claramente que el aporte de las sustituciones GA->CT disminuye y es reemplazado por los
cambios AT->TA.

Aproximacion al Patrén Mutacional (cambios 4fold)

Los cambios 4fold se estimaron polarizando y contabilizando las diferencias en las terceras posiciones de los
codones degenerados. Con la intencion de aproximar al paron mutacional, se tomaron en cuenta solo las
sustituciones en sitios 4fold entre las especies con la minima distancia evolutiva del clado, el set de
alineamientos usado en este caso se reduce a los genes no recombinantes del clado 1. Se obtuvo la frecuencia
para los doce tipos de cambios (Fig 1.9). Las transiciones de G a Ay de C a T son las variaciones mas
frecuentemente observadas en todos los casos. Como se habia visto en cierta medida en los analisis anteriores,
el sesgo mutacional en Pelagibacteriaceae es, al igual que en todos los clados bacterianos estudiados hasta
ahora, de G+C hacia A+T.

Se compararon los patrones sustitucionales encontrados en los diferentes sets de datos analizados, entre el
grupo uno Yy el dos, separando entre sitios sindbnimos y no sinénimos, a nivel de genes recombinantes y no
recombinantes, y se encontraron importantes correlaciones entre ellas (Figura 1.10).

El contenido GCq estimado a partir de los sitios 4fold (Tabla 1.8) muestra coincidencia con el observado en las
terceras posiciones de los genomas (~0.17), indicando que la composicién nucleotidica en estos sitios esta

dominada por la mutacion.

cambios 1 cambios 3

a | b

frecuencia
"
.
frecuencia

..+$%$$ = $%+ __-%*é$$ %$$$_-_

AC AG AT CA CG CIT GA GC GT TA TC TG AC AG AT CA CG CT GA GC
cambins ramhins

cambios 2 cambios 123

] | -5
=

frecuencia
frecuencia

0.005 - 4 0.005 i i H
:
= ' i [ ==
- ¥ ¥
B e
AC AG AT CA CG CT GA GC GI TA TC TG AC AG AT CA CG CT GA GC GT TA TC TG
cambios cambios

Figura 1.9: Frecuencia de cambios 4fold para los tres tipos de mutaciones estudiadas (b-1,c-2,c-3) y la suma
de ellas (a).



Tabla 1.8: Contenido GC en
equilibrio estimado a
partir de cambios 4fold

4fold Gceq

Categoria 1 0.17
Categoria 2 0.15
Categoria 3 0.12

Discusion

Las transiciones de G a Ay sus complementarias de C a T, son las variaciones mas frecuentemente observadas
en todos los casos cuando normalizamos por el contenido nucleotidico.

Nuestros resultados muestran que el sesgo mutacional en Pelagibacteriaceae es, al igual que en todos los
clados bacterianos estudiados hasta ahora, de G+C hacia A+T. Se puede observar en general un exceso de
cambios de C a T y de G a A para todas las posiciones estudiadas (sinénimas, no sinénimas y 4fold).
Dependiendo del nivel de divergencia al cual se esté llevando a cabo el analisis, se ve modificada la abundancia
relativa de otros tipos de cambios, como AT->TAy GT->CA, que cobran mayor importancia a medida que se van
acumulando diferencias y por lo tanto distancia evolutiva.

Lo que evidencian los resultados es que el sesgo mutacional tiende a enriquecer los genomas de
Pelagibacteriaceae en los nucleétidos Ay T, generando un exceso de sustituciones en ese sentido (GC->AT >
AT->GC).

El analisis realizado por Hildebrand et al, sobre el sesgo mutacional en especies ricas en A+T no fue
concluyente (Hildebrand et al., 2010) pero Hershberg et al, trabajoé con dos especies de parasitos intracelulares
ricos en A+T, S.typhi y Y.pestis, y encontré que el sesgo mutacional se dirige hacia A+T y que el GC., se
corresponde con el contenido G+C gendmico observado (Hershberg and Petrov, 2010a).

En Pelagibacteriaceae, el sesgo mutacional parece dominar el contenido de las terceras posiciones de los
codones (GCsq en posiciones sinénimas ~ 0.17, GC3 ~ 0.17), pero no de todo el genoma, como en los
endosimbiontes (Andersson and Kurland, 1998; Andersson and Sharp, 1996; Hershberg and Petrov, 2010a). El
GCeq estimado a partir de las sustituciones no sinénimas en el clado 1 revela que, si estuvieran guiadas
solamente por la mutacion, las posiciones no sinénimas (1° y 2°) tendrian un G+C aproximado de 0.26. Sin
embargo, los valores observados en estos sitios son de ~0.39 y ~0.31, esto indica que el sesgo mutacional
opera sobre todo el genoma pero su impacto se ve limitado a nivel no sinébnimo por otros mecanismos
evolutivos (Hershberg and Petrov, 2010a). O sea, eventualmente el exceso en A+T generado por el sesgo se
pierde. A través de qué mecanismos, no se puede responder exactamente pero como se explicd en la

introduccién, el purgado del exceso en A+T tiene principalmente, dos explicaciones.
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Por un lado, dado que encontramos un numero importante de genes recombinantes y que existen estudios que

muestran la importancia de la recombinacién en la evolucion del clado (Vergin et al., 2007), el mecanismo de g-
BGC, podria estar favoreciendo la fijacion de los nucleétidos G+C en sitios polimérficos. Un indicio de que g-
BGC esta afectando la composicion nucleotidica de los genomas, es la existencia de diferencias significativas
entre el contenido G+C de los genes recombinantes y los no recombinantes. Si esta surtiendo efecto el proceso
de g-BGC, los genes recombinantes deberian de poseer mayor cantidad de pares de bases G+C. Este no es el
caso en Pelagibacteriaceae, la composicidon de bases entre ambos tipos de genes se comparé (no se muestran
los resultados) y no se hallaron diferencias significativas entre ellos. Esto no descarta por completo la
participacion de g-BCG en la evolucion de la composicion nucleotidica del clado pero es un dato desalentador.

Por otro lado, la probabilidad de fijacion de las mutaciones hacia A+T puede estar siendo modificada por
presiones selectivas actuando sobre los sitios no sinénimos. Los resultados mostraron indicios de seleccion
purificadora actuando en los linajes, o sea hay sefiales de que las mutaciones que ocurren a nivel de sitios no
sindnimos, que se vio son mas frecuentes en sentido GC->AT, son eliminadas. En bacterias ricas en G+C se
observé también sesgo mutacional hacia A+T y se postulé que la seleccion estaria actuando sobre todas las

posiciones de los codones de manera de mantener el GC3 extremo de estos organismos (Hershberg and

Petrov, 2010a). En Pelagibacteriaceae este no parece ser el caso, a menos que el enriquecimiento en A+T se
vea favorecido cosa que no podriamos distinguir de el proceso mutacional.

Cuando se comparan genomas bacterianos cercanamente emparentados, donde el concepto de especie no es



tan claro como en otros organismos, no es valido asumir que los efectos de la seleccion sobre los cambios no
sindnimos sean instantaneos. Se debe considerar la posibilidad de que la tasa de dN/dS cambia a lo largo del

tiempo debido a un defasaje en la remocién de mutaciones levemente deletéreas (Ohta, 2000; Rocha et al.,

2006). Esto puede explicar el desbalance encontrado a nivel de sitios no sinébnimos en el clado 1 (GC¢,=0.26 vs
GC1~0.39 y GC2~0.31) y que no se observa en el clado 2 (GC.=0.33 vs GC1~0.39 y GC2~0.31). Es posible
que la vasta mayoria de las mutaciones en los sitios no sinébnimos tengan un costo selectivo lo suficientemente
pequefio como para mantenerse en la poblacién por un periodo de tiempo, antes de ser “purificadas” por
seleccion natural (Rocha et al., 2006). A su vez, la observacion de un exceso de cambios hacia A+T en los sitios
sinénimos del clado uno en comparacion con los del clado dos tiene sentido, ya que las sustituciones levemente
deletéreas se limitan a niveles de divergencia bajos debido a su corto “tiempo de vida” (McDonald, 2006).

Se ha propuesto que la capacidad de las poblaciones de bacterioplancton de eliminar mutaciones deletéreas y
esparcir las ventajosas durante la adaptacion a un ambiente fluctuante esta directamente relacionada con su
tamafio poblacional efectivo (Luo et al., 2014), los resultados aqui presentados apoyan esta idea porque estan
indicando que la composicion de bases de los genomas de Pelagibacteriaceae no es producto solamente de la
mutacién como se ha visto en genomas emparentados, sino que hay indicios de seleccion sobre este factor y

las caracteristicas que distinguen al clado son su tamario poblacional y estilo de vida libre.



Capitulo II: Uso de codones en Pelagibacteriaceae

Introduccién

El descubrimiento del codigo genético, develdé que los aminoacidos que componen las proteinas, excepto Met y
Trp, pueden ser codificados por mas de un codon, entre dos y seis mas precisamente. Estos codones difieren
tipicamente en la tercera posicion y se denominan codones sinénimos (Fig. 2.1). A partir de la disponibilidad de
genomas completamente secuenciados de muchos organismos procariotas, se hizo evidente que el uso de los
codones sindnimos no es azaroso, su frecuencia de ocurrencia difiere entre organismos y entre los genes de un
organismo (Grantham et al., 1980; Gouy and Gautier, 1982), fendmeno conocido como sesgo en el uso de

codones sinénimos (UCS).
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Figura 2.1: Cddigo Genético

El sesgo en el UCS es similar entre especies que comparten caracteristicas como contenido G+C, poblacion de
ARNt y que estdn emparentadas filogenéticamente (Chen et al., 2004). A su vez, estudios recientes sobre
diferentes comunidades bacterianas indican que bajo las mismas condiciones ambientales y presiones
evolutivas, y con la posibilidad de transferir material genético, las diferentes especies que componen una
comunidad comparten el patron de UCS (Roller et al., 2013).

A nivel intragendémico, se ha visto que el sesgo en el uso de codones sinénimos depende de varios fendmenos:
estructura del ARNm, largo del gen, composicion aminoacidica y nivel de expresion (Chen et al., 2004). En

efecto, el sesgo en el UCS se usa de manera rutinaria para predecir genes altamente expresados y



funcionalmente relevantes (Plotkin and Kudla, 2011).

Las diferencias entre genes de un genoma, en el patron de UCS, también son indicios de THG. Un gen
adquirido recientemente, posee el UC caracteristico del genoma de origen, que eventualmente se asemejara
mas al nuevo contexto genémico, a través del proceso conocido como amelioracién. A veces es posible estimar
la tasa de dicho proceso y predecir la edad del evento de transferencia (Ermolaeva, 2001).

Los motivos subyacentes a la variacion en el UCS, han sido explicados tanto en contexto neutralista como
seleccionista.

La explicacion neutral se basa principalmente en la existencia de un sesgo mutacional caracteristico del

genoma e intimamente asociado al patron de sustitucion de cada especie. El patron de mutaciones determinaria

la composicion de bases y ésta, la variacion en el UCS (Muto and Osawa, 1987). De hecho, a través de analisis
multivariados se ha visto que el contenido G+C es la variable que permite explicar la mayor parte de la variacion
en el UCS (Chen et al., 2004; Sharp et al., 2010). El contenido en G+C es un factor importante principalmente
en genomas con composicion de bases extrema, las especies con alto contenido en G+C usan con mayor
frecuencia codones terminados en G y C, las de extremo contenido en A+T, utilizan codones ricos en Ay T (U).
En muchos casos, el sesgo en el UCS no se explica solamente por el patrén de sustitucion de una especie, por
ejemplo las diferencias en el UCS encontradas entre los HEG y el resto de los genes del genoma, se ha
interpretado como reflejo de la seleccion natural (Sharp et al., 2010).

Es generalmente aceptado que existe presion selectiva afectando el UCS en bacteria, insectos y mamiferos

(Hershberg and Petrov, 2012). Para organismos unicelulares como las bacterias, existe una relaciéon directa
entre las tasas de los procesos celulares como la traduccion, y las tasas de crecimiento y division celular. Por lo
tanto, los cambios que impliquen mejoras en la traduccion, aumentaran el fitness del organismo (Ran and
Higgs, 2012). Dado que la traduccion es el proceso energéticamente mas costoso en las células que se
encuentran en fase de crecimiento exponencial, su eficiencia se encuentra bajo fuertes presiones selectivas.
Bajo estas condiciones fisioldgicas, un pequefio set de genes captura la mayoria de la transcripcién y traduccién
ocurriendo en la célula. Generalmente este set de genes incluye genes relacionados a la transcripcion,
traduccion y metabolismo energético (Andersson and Kurland, 1998; Rocha, 2004).

Las diferencias selectivas entre codones sindnimos reflejan dos aspectos del pool de ARNt isoaceptores
presente en las células (lkemura, 1985). Los ARNt isoaceptores son ARN de transferencia cargados con el
mismo aminoacido pero que responden usualmente a diferentes codones que codifican para ese aminoacido.
La visidn seleccionista tradicional sostiene que el uso de codones cuyo ARNt isoaceptor es mas abundante,
aumenta la eficiencia de la traduccion. Los ARNt isoaceptores abundantes permitirian una traduccién mas veloz,
dejando a los ribosomas, elemento limitante en este caso, disponibles rapidamente, lo que permite una mayor
tasa de crecimiento para la célula. Existe evidencia experimental de que los ARNm compuestos por codones
preferidos, se traducen de manera mas rapida que ARNm modificados artificialmente, compuestos por codones
raros (Ermolaeva, 2001).

La abundancia relativa de las especies de ARNt varia entre genomas y probablemente entre estadios de
crecimiento. La preferencia de codones se correlaciona con la composicion del pool de ARNt (lkemura, 1985),
pero no es claro si esto es causa, o consecuencia del sesgo en la abundancia de ARNt. EI nimero tipico de de

genes de ARNt en los genomas bacterianos es de alrededor de 50, pero varia desde 30 a 120. Se ha propuesto



que el numero de copias de genes de ARNt evoluciona en respuesta a la seleccion traduccional. En organismos
que se multiplican rapidamente, el tiempo invertido en la traduccion es un factor limitante en la division celular;
por lo tanto es beneficioso duplicar el nimero de genes ARNt, aumentando su concentracion en la célula y la
velocidad de la traduccion. En organismos con bajas tasas de division celular, el tiempo empleado en la
traduccidon no es un factor limitante, entonces el costo total de la traduccidon se minimiza reduciendo el nimero
de copias de los genes ARNt. Por consiguiente el uso de codones y la poblacién de ARNt coevolucionan a un
estado mutuamente adaptado (Higgs and Ran, 2008; Rocha, 2004). Ademas de la velocidad a la que se traduce
una proteina, la precisién con la que se hace es un factor muy relevante, hay datos que muestran que

aproximadamente, una de cada 10°%-10* lecturas ribosomales resultan con errores (Ogle and Ramakrishnan,

2005). Hay una perspectiva seleccionista relacionada a esto que plantea que el uso de codones cuyo isoaceptor
tiene complementariedad codén-anticodén perfecta, aumenta la precision en la traduccion. Un solo ARNt puede
usualmente responder a muchos codones como fue propuesto por Crick en 1966 a través de la “wobble
hypothesis”, pero los codones con los que forman interacciones débiles serian evitados (Rocha, 2004).
La razén de un elevado sesgo en el UCS en HEG deriva de su alto nivel de conservaciéon que sugiere la
existencia de fuertes presiones selectivas sobre la precision en la traduccion (Rocha, 2004). Los sitios donde la

identidad del aminoacido es fundamental para la proteina es donde se necesita mayor precisién y se espera

que sean los sitios mas conservados entre especies (Sharp et al., 2005).

Ambas hipétesis selectivas han sido muy estudiadas, se ha detectado seleccidon natural actuando sobre sitios
sinénimos, para hacer la traduccion de proteinas mas eficiente (mas rapida) y/o precisa, lo que sugiere que el
proceso de adaptacién puede ocurrir a través de cambios sindnimos que afectan la naturaleza de la interaccion
mRNA/tRNA (Botzman and Margalit, 2011). Estas explicaciones son las que en la actualidad ofrecen mayor
evidencia, y no son mutuamente excluyentes (Hershberg and Petrov, 2012).

Es esperable que ambos tipos de seleccidon afecten mas fuertemente a los genes de alta expresion, porque si
estos no son traducidos de forma eficiente, se daria una disminucion en la tasa de traduccion que afectaria
eventualmente la traducciéon de todos los genes del genoma. A su vez, si la traduccion de los HEG no es
precisa, una gran proporcion de las proteinas podrian presentar errores llevando al mal funcionamiento y/o
plegamiento de las mismas. Como resultado se podria observar la pérdida de funciones en parte del proteoma e
incluso muerte celular (Ran and Higgs, 2012).

Dentro de un genoma, los codones que son favorecidos por la fuerza selectiva operante, como los usados para
optimizar la traduccién se conocen como codones 6ptimos. Mutaciones hacia un codén 6ptimo desde un codon
no 6ptimo seran beneficiosas mientras que cambios en la direccion opuesta seran deletéreos. Por lo tanto, la
probabilidad de que una poblacién aumente la frecuencia de esta mutacién dependera del tamafio poblacional
efectivo (Ne), del coeficiente de seleccién (s) y del sesgo mutacional (Iriarte et al., 2013).
En bacterias, en genes altamente expresados, los cuartetos y los duetos poseen preferencias opuestas para C
y U en la tercera posicién. Una explicacion para este fendmeno es la estabilizacion del nivel de energia para el
apareamiento coddn-anticodén a través de la eleccién en la tercera base del codén, conocido como modelo de
estabilidad (Crick, 1966). Las primeras dos posiciones de los codones que forman cuartetos sonricasen Gy C,
y se observa que existe la tendencia a utilizar U en la tercera posicion, lo que contribuiria a estabilizar el nivel de

energia del apareamiento coddn-anticodon. En el caso de los duetos, el codigo genético muestra que las dos



primeras posiciones de los codones son pobres en G y C, observandose una preferencia al uso de C como

tercera base (Sharp et al.,, 2005). Los codones preferidos para cada aminoacido pueden variar entre
organismos de acuerdo al repertorio de ARNt y otros factores (Botzman and Margalit, 2011).

El modelo explicativo de la variacion en el UCS a nivel intra-gendmico que parece tener mayor aceptacion es
conocido como el modelo de balance mutacién-selecciéon-deriva (Bulmer, 1991). La seleccion sobre los codones
sindnimos produce un sesgo en el UC entre los genes de un genoma, aumentando la frecuencia de algunos
codones sobre sus sinénimos. Aunque la seleccién operando a nivel de uso de codones no es la Unica fuerza
selectiva que afecta la identidad nucleotidica de un genoma, es la principal en muchas bacterias, permitiendo la
existencia de codones no optimos como resultado de la mutacion y la deriva genética (Bulmer, 1991).
El sesgo aumenta con el nivel de expresion del gen, indicando mayor fuerza selectiva, por ejemplo en aquellos

genes que codifican para funciones fisiolégicas relevantes, que son generalmente pero no siempre, las

proteinas ribosomales (Retchless and Lawrence, 2012). Las bacterias de crecimiento rapido, presentan
poblaciones de ARNt abundantes, esto lleva a un mayor sesgo en el uso de codones en los HEG, en relacion al
resto del genoma. Como resultado, las bacterias de corto tiempo generacional presentan un sesgo en el uso de
codones mas fuerte que el que puede observarse en organismos procariotas de crecimiento lento (Rocha,
2004).

A diferencia de las comunidades de ambientes ricos cuyas funciones dominantes son la sintesis ribosomal y las
actividades dedicadas a incrementar la tasa de crecimiento, las funciones en comunidades microbianas de
ambientes con recursos limitados, como el ambiente oligotréfico del océano, se basan en la adquisicion de
recursos y asimilacién de proteinas (Grzymski & Dussaq, 2012). Se ha postulado que en estas condiciones la
supervivencia de los organismos depende de una competencia eficiente por los recursos que se encuentran en

baja densidad en el ambiente, esto requeriria la expresion de transportadores de alta afinidad para diferentes

sustratos (Sowell et al., 2009). Estudios sobre las proteinas del clado SAR11 en el mar de los Sargazos

indicaron que las mas frecuentemente detectadas incluyen proteinas de transporte para sustratos como fosfato

y aminoacidos (Sowell et al., 2009). Este es el caso del clado Pelagibacteriaceae, por lo tanto la aproximacion
tradicional, que utiliza los genes de ARNr como referencia de genes de alta expresién, no es vélida en este
caso, y es necesario obtener datos de expresién para analizar el uso de codones sindénimos en relacién a HEG.
Como ya se ha mencionado, Pelagibacteriaceae es un clado adaptado a un ambiente oligotréfico, con un
pequefio genoma rico en A+T, cuyo tamafio dadas las evidencias seria resultado de fuertes presiones
selectivas, y posee una tasa de crecimiento lento. En este trabajo se estudia el patrén de variacion en el UCS

de esta familia a nivel intragendmico. De acuerdo a los antecedentes la variacién intragendmica en especies

de crecimiento lento puede ser minima (Rocha, 2004), pero presiones selectivas detectables sobre subsets de
codones sinénimos son caracteristicas de los organismos de vida libre (E.coli, Salmonella) como
Pelagibacteriaceae, en ese caso, se debe testar la hipétesis de que existe seleccion operando a nivel de la
traduccion. Es ademas de interés general extender el rango de especies en las cuales el patron de uso de
codones se ha caracterizado, de forma de obtener una base sdlida sobre la cual responder preguntas sobre los

procesos evolutivos que dirigen la divergencia entre especies en el uso de codones .



Metodologia

Datos
Se utilizaron los genomas completamente secuenciados de las 16 especies de Pelagibacteriaceae que se
detallan en el capitulo I. Los mismos analisis se llevaron a cabo con el conjunto de genes ortélogos cuyo

procedimiento de obtencidon se detalla en el capitulo I.

Identificacion del Patron de Sesgo en el Uso de Codones

Uso de codones

El uso de codones se estimo con el paquete seqinr de R (Charif, D. and Lobry, J.R. 2007), este paquete ofrece
programas para el analisis exploratorio y visualizacion de datos de secuencias biolégicas (ADN y proteinas).

La funcién que calcula el uso de codones, uco, devuelve el conteo de codones, la frecuencia relativa y el rscu
(del inglés: relative sinonymous codon usage) a partir de las secuencias nucleotidicas. Se calculé el uso de
codones para, todos los genes del genoma y para el set de genes ortdlogos, en cada especie (la lista de

especies, la obtencién de genomas y de genes ortélogos se detalla en el capitulo |).

Anadlisis de Correspondencia

Para estudiar la variabilidad en el uso de codones se realiz6é un analisis de correspondencia (CA). Este analisis
se usa para detectar y cuantificar de forma confiable los patrones de uso de codones sinénimos, es un método
de estadistica multivariada que puede resumir una matriz de datos de multiples dimensiones, como conteo de
codones por gen, reduciéndolos a un niumero limitado de variables llamadas ejes. Los ejes retienen mucha de la
informacion sobre la variacion de uso de codones entre genes, haciendo esas diferencias mas faciles de
comprender (Suzuki et al., 2008). El CA es una técnica grafica que representa informacion contenida en una
tabla de contingencia de dos vias la cual representa la totalizacion de las observaciones de una muestra dada,
para una tabla cruzada de dos variables categdricas. En este caso la matriz de entrada es el conteo de uso de
cada codén (columnas) por gen (filas). Con los perfiles de filas y columnas descritos se elabora la matriz de
coordenadas (distancias) utilizando la distancia chi-cuadrado, que permitira calibrar la magnitud de las
diferencias entre la tabla de datos analizada y una tabla de datos sin relacion entre las variables, el objetivo es
construir un sistema de coordenadas (generalmente,bidimensional) asociado a las filas y columnas de la tabla
de contingencia, que refleje las relaciones existentes entre dichas filas y columnas. Las distancias no se miden
entre dos filas o dos columnas sino con relacion al perfil medio de fila o columna, es decir, con relacion al
promedio de las coordenadas de esa fila (0 columna) ponderada por su masa (peso proporcional a su
importancia en el conjunto).

Con el CA se construye una grafica que sefiala la interaccion de dos variables categdricas a través de la
relacion de las filas y de las columnas entre si. La finalidad principal de este estudio es observar la relacién
dependencia entre los genes (filas de la matriz) de acuerdo al uso de codones de los mismos (columnas). La

Inercia Total cuantifica el grado de dependencia entre las variables, las proporciones de inercia acumulada



explicada por las i - ésimas primeras dimensiones permiten decidir el niUmero minimo de dimensiones necesario
para explicar dichas dependencias. En la representacion grafica, dos puntos-filas que estan muy juntos
representan filas con perfiles similares a través de las columnas (Legendre and Legendre, 1998).

El analisis de correspondencia del uso de codones es una herramienta ampliamente utilizada en el analisis de

secuencias, pero la variabilidad en composicion aminoacidica entre las comiunmentees un factor de confusién

cuando se intenta analizar el uso de codones sinénimos entre secuencias nucleotidicas (Charif et al., 2005).
Diferentes aproximaciones se han usado para remover los efectos de la composicion aminoacidica,
comunmente, el CA se realiza sobre datos de uso de codones que han sido ajustados a la frecuencia del aa que
codifican. Las frecuencias relativas y el rscu se utilizan rutinariamente en lugar de la frecuencia absoluta de
codones, pero los estudios han mostrado que fallan en remover el sesgo asociado a la baja frecuencia de
cisteina en las proteinas (Charif et al., 2005).

Una forma simple de enfrentar este problema es usando el within-group correspondence analysis (WCA).

El WCA se realizé en R con la libreria ade4 (Thioulouse et al., 1997). EIl WCA se realiza sobre el conteo de
codones de forma tal de no introducir pesos injustificados sobre los datos (http:/pbil.univ-
lyon1.fr/datasets/charif04/). EIl WCA es mas efectivo que otros métodos a la hora de generar ejes que reflejen la
variacion en el UCS, ademas los estudios a traves de WCA han revelado fuentes de variaciéon previamente no
identificadas (Suzuki et al., 2008).

El resultado del WCA permitira analizar el uso de codones por gen y el grado de similitud entre ellos reflejando

el sesgo dentro del genoma.

Identificacion de Factores Asociados al Sesgo en el UCS

Fuentes de variacion

Para identificar las principales fuentes de variacidon entre genes en los ejes generados por el WCA sobre el uso
de codones se llevaron a cabo andlisis considerando caracteristicas comunmente usadas de los genes
codificantes: GC3, CAl (codon adaptation index), tasa de sustitucion sinénima (dS), MELP (MILC-based
expression level predictor).

Como se describié en la introduccion, existen variables genédmicas que se han visto tipicamente asociadas a la
variacion en el UCS. Entre ellas se encuentra GC3, el contenido en G+C en la tercera posicion de los codones
para cada gen, esta caracteristica refleja la intensidad del sesgo mutacional. GC1, GC2 y GC3 se estimaron con

el paquete seqinr de R.

Seleccién para la Traduccién: Tasa de sustitucion sinénima y estimaciones de CAI (Codon Adaptation
Index) y MELP (MILC-based Expression Level Predictor)

La distancia sinénima (dS) entre los genes (cantidad de cambios sinénimos/sitios sindnimos), refleja la
existencia de la seleccion mostrando valores de dS mas bajos cuando se trata de genes de alta expresion, con

uso de codones conservado. La tasa de sustitucion sinénima se estimé con el paquete PAML por el método de

Yang & Nielsen (Yang, 2007).


http://pbil.univ-lyon1.fr/datasets/charif04/
http://pbil.univ-lyon1.fr/datasets/charif04/

CAI (Sharp & Li 1987) es un indice especie-especifico de adaptacion relativa en el uso de codones de un gen,
en relacion al uso de codones de un set de genes de referencia, usualmente genes de alta expresiéon. Cuando
existen codones 6ptimos para algunos aminoacidos, los genes de alta expresion parecen preferir su uso. La
adaptabilidad relativa de cada coddn (w) es la relacion entre el uso de cada codén y el del mas abundante para
ese aminoacido. CAl se define como la media geométrica de estos valores de adaptacion relativa, tiene un
rango de 0 a 1, siendo 1 el valor para un gen que usa sélo codones éptimos.

Para calcular el CAl de cada gen se necesita el uso de codones de genes los HEG, para Pelagibacteriaceae se

tomaron de bibliografia. Se encontraron 23 genes, identificados como genes de alta expresion en trabajos

previos realizados con la especie HTCC1062 (Ottesen et al., 2013). Este fue el grupo de genes usado como
referencia para la estimacion de CAl (Tabla 2.1).

Actualmente hay varios métodos (o medidas) para cuantifcar el uso de codones en genes y predicciones de
niveles de expresion (CAl). Estas medidas se ven generalmente influenciadas por propiedades de las
secuencias como su largo o composicién nucleotidica. Esto puede introducir fuertes sesgos metodoldgicos, por

lo tanto se utilizé6 ademas del CAl, un indice resistente a cambios en largo y composicién nucleotidica de los
genes, MELP (MILC-based Expression Level Predictor) (Supek and Vlahoviéek, 2005). MILC (Measure

Independent of Length and Composition), es la base de MELP y un métdo de estimacién de sesgo en el uso de

codones entre genes:
MELP=MILC genoma)/MILC )

Para cada taxa, los ejes del WCA reflejando la variacion en el UC, se correlacionaron con los indices
descriptivos de cada gen, G+C3, CAIl, MELP y dS, a través de las funciones cor vy rcorr de los paquetes stats y

Hmisc en R.

Tabla 2.1: Genes identificados como de alta expresiéon en HTCC1062

yhdwW Transportador ABC
SAR11_0359_Candidatu Porina

potD Spermidine/putrescine-binding protein
smoM Mannitol-binding protein

atpD F1-ATP synthase beta chain

SAR11_0769_Candidatu Probable ABC sugar transporter

tufB Translation elongation factor EF-Tu
tauA Taurine transport system

dctP TRAP dicarboxylate transporter
rpoA DNA-directed RNA polymerase
rpoB DNA-directed RNA polymerase
groEL 60-kDa chaperonin

hupA/hupB DNA-binding protein Hbsu

rpoC DNA-directed RNA polymerase
dnaK Chaperone protein

rpsD Ribosomal protein S4

atpA H+-transporting tw o-sector ATPase
nusA Transcription termination factor
hflK Probable integral membrane proteinase

pnp Polyribonucleotide nucleotidyltransferase

rplL Ribosomal protein L7/L12 (L8)



Analisis comparativo de la variabilidad en uso de codones

Para obtener una idea global de la similitud en la variacién de uso de codones entre los organismos se
realizaron estudios de correlacién entre las posiciones de los genes ortdlogos en los diferentes ejes generados
por WCA.

Para estudiar si la fuerza de asociacion variaba con la distancia filogenética se compararon ambas distancias,
definiendo la distancia en similaridad de uso de codones como 1-r, siendo r el coeficiente de correlacion entre
los ejes 1 del WCA ortdlogo de dos especies. Para esto se realizé un test de Mantel, disefiado para datos que
no son independientes entre si. Los arboles filogenéticos se utilizan de manera rutinaria para analizar las
familias de genes, asi como las relaciones entre especies. Una distancia patristica es la suma de las longitudes
de las ramas que unen dos nodos en un arbol, donde los nodos son tipicamente nodos terminales que
representan secuencias de genes existentes o especies. Una matriz de distancias patristicas calculada a partir
de un arbol para todos los pares de genes o especies resume el cambio genético, o el cambio filogenético,

representado en el arbol y en los datos. Las distancias pueden ser utilizados para analizar la velocidad de

cambio y pueden ser comparadas con otras medidas de diferencia genética (Fourment and Gibbs, 2006).

Codones Optimos

Para detectar codones 6ptimos se utilizd un método comparativo. Esta aproximaciéon nos permite identificar los
codones favorecidos comparando el uso de codones de alta expresién y el uso de codones en el resto del
genoma. Esta metodologia supone varias cosas, una de ellas, que los genes de alta expresion se encuentran
bajo mayor presion selectiva para el uso de codones 6ptimo. Otra asuncién del método es que las diferencias
en el uso de codones entre ambos sets de genes debidas a la seleccion sobre la eficiencia y/o precision de la
traduccién, son significativamente mayores a otras presiones selectivas que podrian actuar sobre los genes
HEG (Hershberg and Petrov, 2008).

Para identificar los codones 6ptimos de un genoma en particular, se calculé para cada codoén la frecuencia
dentro de su familia (grupo de codones sindnimos) para todos los genes y se compard con las frecuencias
estimadas para el set de genes de alta expresién. Un test de contingencia Chi cuadrado se utiliz6 para
encontrar diferencias significativas entre os tripletes preferidos por los genes de alta expresion y el resto de los

genes del genoma.



Resultados

El uso de codones se analizé en todas las regiones codificantes anotadas en los genomas, y en el set de 399

genes ortélogos cuyo proceso de obtencion se detalla en el capitulo .

Variacion Inter - Genémica

Se estimo la frecuencia relativa de uso de cada coddn, este valor indica la frecuencia de uso de un coddén con
respecto a sus sinénimos, 1 es la frecuencia del codén sinébnimo mas frecuentemente observado. EI UCS no
mostré una amplia variacion entre los taxas en estudio. Los codones que muestran mayores frecuencias
relativas son los mismos para todos los taxa, y son siempre codones ricos en A+T (U) (Tabla 2.2).

Los perfiles de contenido en G+C (Fig. 2.2) estimados muestran similar distribucion en todas las posiciones de
los codones. La tercera posicion presenta un contenido mas extremo como es usual en los genomas
procariotas, en general el contenido de los rangos de valores, GC1, GC2, GC3 obtenido, es el esperable para
un genoma rico en A+T (Muto and Osawa 1987; Lloyd and Sharp 1993).

A este nivel de estudio, las caracteristicas de clado son compartidas con Rickettsia, un género de
alfaproteobacterias cercanamente emparentadas con SAR11 (ver Introduccion). Rickettsia, con un genoma
igualmente rico en A+T y de pequefo tamafo, presenta un perfil de G+C para las 1°, 2° y 3° posicion de los
codones de 40.4, 31.2 y 18.6% respectivamente. Ademas, los estudios de uso de codones en Rickettsia indican
que no existe sesgo entre genes, incluso tomandose en cuenta genes de altos niveles de expresion, por lo
tanto no se ha evidenciado tampoco la existencia de seleccion para la traduccién (Andersson and Sharp, 1996;
Andersson et al., 1998).

Aunque, como se dijo anteriormente, el patréon general de UC en Pelagibacteriaceae no varia mucho y los
codones mas frecuentes son los terminados en A o U, la frecuencia de cada uno de ellos presenta leves
variaciones entre familias de aminoacidos, y entre genomas. También varia en ambos niveles, la frecuencia
relativa de uso de codones terminados en G y C. IMCC9063, es el taxa que muestra la mayor frecuencia de uso
de codones terminados en G y C respecto del resto del clado. Se calculé también el patrén de frecuencias
relativas de codones sinénimos obtenido a partir del set de genes ortdlogos, y se correlaciond con el calculado

para los genomas, se vio fuertemente correlacionado en todas las especies.

- Variacion Intra-genémica

Para estudiar la variabilidad de UCS entre los genes se realizé un WCA sobre el conteo de UC a nivel de
genomas (WCAQ) y a nivel del set de genes ortdlogos (WCAO0). La variacién explicada por los ejes generados
en cada andlisis es baja, esto es un indicio de que existe poca variacion en el UCS entre genes (Tabla 2.3). El
grafico de los ejes del WCA sefiala la relacion de dependencia entre los genes en cuanto al UCS, algunos de
estos biplots se muestran en la Figura 2.3. Se trata de los taxa HTCC1062 del subclado |, HTCC8051,
HTCC7211 y HTCC7214 del subclado Il y IMCC9063, la especie mas distante filogenéticamente al resto. Se



Tabla 2.2: Tabla de frecuencia relativa de uso de codones para cada genomas

AA Aa Ag Asn Glu lle Pro
codones GCU GCC GCA GCG CcGuU CGC CGA CGG AGA AGG AU AAC GAA GAG AU AJC AUA ccu ccc CCA CccG
HIMB058 1.000 0.167 0.950 0.151 0.062 0.012 0.062 0.012 1.000 0.123 1.000 0.272 1.000 0.298 1.000 0.190 0.611 0.868 0.111 1.000 0.132
HTCC9565 0.906 0.131 1.000 0.116 0.059 0.006 0.069 0.006 1.000 0.093 1.000 0.204 1.000 0.262 1.000 0.154  0.556 0.722 0.101 1.000 0.080
HTCC1040 0.950 0.135 1.000 0.108 0.057 0.006 0.066 0.007 1.000 0.089 1.000 0.221 1.000 0.261 1.000 0.155  0.529 0.744 0.108 1.000 0.077
HTCC1016 0.899 0.130 1.000 0.109 0.061 0.007 0.071 0.007 1.000 0.092 1.000 0.207 1.000 0.260 1.000 0.151  0.553 0.730 0.101 1.000 0.076
HTCC1002 0.934 0.164 1.000 0.112 0.077 0.006 0.065 0.008 1.000 0.095 1.000 0.252 1.000 0.252 1.000 0.165 0.534 0.774 0.143 1.000 0.075
HTCC1062 0.933 0.141 1.000 0.117 0.062 0.006 0.070 0.006 1.000 0.089 1.000 0.236 1.000 0.270 1.000 0.161  0.520 0.743 0.127 1.000 0.075
HTCC1013 0.928 0.157 1.000 0.115 0.074 0.005 0.064 0.007 1.000 0.092 1.000 0.253 1.000 0.254 1.000 0.162 0.528 0.770 0.145 1.000 0.069
HIMB083 0.909 0.128 1.000 0.115 0.055 0.006 0.066 0.007 1.000 0.093 1.000 0.236 1.000 0.278 1.000 0.161  0.558 0.742 0.094 1.000 0.078
HIMB140 0.931 0.163 1.000 0.112 0.075 0.006 0.065 0.007 1.000 0.095 1.000 0.253 1.000 0.258 1.000 0.163  0.531 0.773 0.145 1.000 0.069
HTCC7214 0.879 0.137 1.000 0.111 0.059 0.008 0.079 0.007 1.000 0.096 1.000 0.210 1.000 0.272 1.000 0.173  0.516 0.718 0.099 1.000 0.075
HTCC7217 0.890 0.114 1.000 0.111 0.049 0.004 0.062 0.004 1.000 0.085 1.000 0.251 1.000 0.276 1.000 0.171 0.543 0.734 0.088 1.000 0.072
HTCC7211 0.937 0.169 1.000 0.107 0.066 0.009 0.056 0.008 1.000 0.117 1.000 0.233 1.000 0.247 1.000 0.152  0.595 0.715 0.142 1.000 0.067
HTCC8051 0.940 0.164 1.000 0.112 0.076 0.007 0.061 0.007 1.000 0.094 1.000 0.254 1.000 0.258 1.000 0.163 0.535 0.765 0.146 1.000 0.075
HTCC9022 0.908 0.133 1.000 0.115 0.060 0.007 0.069 0.007 1.000 0.088 1.000 0.207 1.000 0.264 1.000 0.155 0.547 0.713 0.096 1.000 0.082
HIMB4 0.929 0.162 1.000 0.114 0.077 0.006 0.063 0.007 1.000 0.090 1.000 0.255 1.000 0.253 1.000 0.163  0.526 0.770 0.146 1.000 0.072
IMCC9063 0.982 0.310 1.000 0.182 0.114 0.032 0.136 0.020 1.000 0.170 1.000 0.299 1.000 0.318 1.000 0.189 0.442 1.000 0.300 1.000 0.159
AA Asp Cys GIn Gly Val Phe His Lys
codones GAU GAC uGu uUGC CAA CAG GGU GGC GGA GGG GUU GUC GUA GUG uuu uuc CAU CAC AAA AG
HIMB058 1.000 0.248 1.000 0.340 1.000 0.207 0.933 0.284 1.000 0.160 1.000 0.167 0.950 0.151 1.000 0.173  1.000 0.397 1.000 0.154
HTCC9565 1.000 0.192 1.000 0.234 1.000 0.168 1.000 0.211 0.992 0.139 0906 0.131 1.000 0.116 1.000 0.118  1.000 0.273 1.000 0.136
HTCC1040 1.000 0.194 1.000 0.237 1.000 0.176 1.000 0.191 0.946 0.146 0950 0.135 1.000 0.108 1.000 0.119  1.000 0.298 1.000 0.143
HTCC1016 1.000 0.187 1.000 0.228 1.000 0.167 1.000 0.206 0.980 0.130 0.899 0.130 1.000 0.109 1.000 0.119  1.000 0.277 1.000 0.137
HTCC1002 1.000 0.217 1.000 0.255 1.000 0.194 1.000 0.225 0.907 0.160 0.934 0.164 1.000 0.112 1.000 0.126  1.000 0.364 1.000 0.158
HTCC1062 1.000 0.190 1.000 0.256 1.000 0.175 1.000 0.202 0.975 0.168 0933 0.141 1.000 0.117 1.000 0.120  1.000 0.315 1.000 0.145
HTCC1013 1.000 0.212 1.000 0.264 1.000 0.180 1.000 0.224 0.900 0.163 0.928 0.157 1.000 0.115 1.000 0.125  1.000 0.356 1.000 0.158
HIMB083 1.000 0.201 1.000 0.250 1.000 0.180 0.978 0.185 1.000 0.139 0909 0.128 1.000 0.115 1.000 0.142  1.000 0.291 1.000 0.135
HIMB140 1.000 0.213 1.000 0.261 1.000 0.181 1.000 0.222 0.904 0.161 0931 0.163 1.000 0.112 1.000 0.127  1.000 0.357 1.000 0.162
HTCC7214 1.000 0.183 1.000 0.237 1.000 0.180 1.000 0.220 0.906 0.142 0.879 0.137 1.000 0.111 1.000 0.130  1.000 0.284 1.000 0.142
HTCC7217 1.000 0.198 1.000 0.255 1.000 0.187 0.986 0.174 1.000 0.129 0.890 0.114 1.000 0.111 1.000 0.149  1.000 0.330 1.000 0.140
HTCC7211 1.000 0.211 1.000 0.235 1.000 0.191 1.000 0.229 0.923 0.159 0.937 0.169 1.000 0.107 1.000 0.117 1.000 0.339 1.000 0.157
HTCC8051 1.000 0.215 1.000 0.265 1.000 0.184 1.000 0.234 0.910 0.163 0.940 0.164 1.000 0.112 1.000 0.125  1.000 0.361 1.000 0.158
HTCC9022 1.000 0.191 1.000 0.232 1.000 0.164 1.000 0.215 0.989 0.135 0.908 0.133 1.000 0.115 1.000 0.121 1.000 0.280 1.000 0.141
HIMB4 1.000 0.211 1.000 0.257 1.000 0.177 1.000 0.222 0.911 0.161 0.929 0.162 1.000 0.114 1.000 0.126 1.000 0.357 1.000 0.158
IMCC9063 1.000 0.305 1.000 0.556 1.000 0.310 0.720 0.263 1.000 0.185 0.982 0.310 1.000 0.182 1.000 0.134  1.000 0.459 1.000 0.212
AA Tre Tyr Leu Ser
codones ACU ACC ACA ACG UAU UAC UUA uuG cuu cuc CUA CuG Uucc UCA uce AGU AGC ucu
HIMB058 1.000 0.373 1.000 0.124 0.702 0.172 1.000 0.171 0.325 0.044 0.191 0.037 0.118 1.000 0.126 0.572  0.280 0.912
HTCC9565 1.000 0.236 1.000 0.105 0.648 0.140 1.000 0.182 0.315 0.030 0.179 0.033 0.090 1.000 0.091 0.586  0.179 0.816
HTCC1040 1.000 0.251 1.000 0.098 0.619 0.142 1.000 0.188 0.330 0.032 0.190 0.034 0.091 1.000 0.090 0.597 0.176 0.838
HTCC1016 1.000 0.245 1.000 0.108 0.640 0.137 1.000 0.183 0.327 0.031 0.182 0.032 0.086 1.000 0.091 0.582 0.179 0.798
HTCC1002 1.000 0.274 1.000 0.097 0.545 0.150 1.000 0.167 0.341 0.030 0.207 0.042 0.106 1.000 0.091 0.648  0.225 0.902
HTCC1062 1.000 0.261 1.000 0.105 0.583 0.152 1.000 0.194 0.328 0.031 0.196 0.036 0.096 1.000 0.091 0.600  0.190 0.825
HTCC1013 1.000 0.277 1.000 0.096 0.555 0.146 1.000 0.165 0.337 0.030 0.204 0.037 0.104 1.000 0.087 0.644  0.219 0.888
HIMB083 1.000 0.270 1.000 0.102 0.632 0.140 1.000 0.192 0.304 0.031 0.172 0.036 0.093 1.000 0.096 0.608 0.191 0.859
HIMB140 1.000 0.277 1.000 0.098 0.555 0.147 1.000 0.163 0.337 0.029 0.204 0.038 0.103 1.000 0.085 0.649  0.217 0.887
HTCC7214 1.000 0.238 1.000 0.111 0.578 0.159 1.000 0.196 0.319 0.033 0.182 0.037 0.101 1.000 0.087 0.613  0.180 0.844
HTCC7217 1.000 0.299 1.000 0.098 0.648 0.132 1.000 0.213 0.305 0.030 0.177 0.036 0.093 1.000 0.091 0.619 0.188 0.868
HTCC7211 1.000 0.256 1.000 0.111 0.587 0.145 1.000 0.189 0.325 0.035 0.203 0.039 0.110 1.000 0.090 0.641  0.193 0.895
HTCC8051 1.000 0.281 1.000 0.099 0.543 0.145 1.000 0.169 0.338 0.032 0.204 0.039 0.109 1.000 0.093 0.641 0.217 0.922
HTCC9022 1.000 0.245 1.000 0.105 0.631 0.135 1.000 0.181 0.320 0.029 0.180 0.032 0.084 1.000 0.090 0.585  0.182 0.824
HIMB4 1.000 0.282 1.000 0.097 0.548 0.145 1.000 0.168 0.337 0.031 0.205 0.038 0.111 1.000 0.090 0.650 0.216 0.900
IMCC9063 1.000 0.403 1.000 0.185 0.661 0.283 1.000 0.368 0.405 0.064 0.283 0.094 0.241 0.622 0.129 0.503 0.304 1.000

pueden ver distintas distribuciones, por ejemplo en los graficos de HTCC8051 y HTCC1062 se ve que ambos
ejes logran captar la variacion entre genes mientras que en los graficos de HTCC7211 y HTCC7214 esto no se
consigue y alguno de los ejes concentra los puntos cerca del 0, y el otro abarca toda la variacion. Este problema
se evidencia a su vez cuando se realiza un test de correlacion entre los ejes 1y 2 del WCAg, versus ejes 1y 2
de WCAo (Tabla 2.4).
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Figura 2.2: Graficos de densidad de la distribucion de G+C en las tres posiciones de los codones para todos los genomas
del clado

En la mayoria de los casos, las correlaciones son altas y significativas, esto es muy importante porque que
permite extrapolar analisis llevados a cabo con los genes ortélogos a todo el genoma, pero en otros casos,
como los nombrados anteriormente, HTCC7214 y HTCC7211, y en un taxa del subclado I, HTCC1002, los ejes
del WCAo y WCAg no se correlacionan. Lo contradictorio es, que cuando se compara la variacion entre
especies a nivel ortélogo, o sea se estudia la correlaciéon entre los ejes del WCAo (Fig 2.3), estos mismos taxas,
muestran alta correspondencia con sus especies hermanas. El problema esta entonces en el WCAg.

Varios motivos pueden estar generando las discordancia, puede deberse a un factor bioloégico afectando la
variabilidad entre genes en algunos genomas, por ejemplo genes obtenidos recientemente por HGT, cuyo
patrén de UC sea significativamente distinto al resto del genoma. Pero las diferencias entre WCAg y WCAo
también pueden deberse a artefactos generados por el anadlisis. Por lo tanto, si trabajamos a nivel de genes
ortdlogos nos enfocamos en la herencia vertical, reduciendo el efecto de la HGT y la recombinacién vy

comparando el sesgo en el UC entre genes similares de distintos genomas (Iriarte et al., 2013).
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Figura 2.3 : Biplots de genomas y de ortélogos que reflejan la variedad de resultados obtenidos

Tabla 2.3: Porcentaje de variabilidad explicada por ejes del WCA Tabla 2.4: Correlaciones entre ejes 1y 2 de WCA
Para genomas y ort6logos Para genomas y para ortélogos
_WCA genomas _WCA ort()logc_)s ejel eje2

Eje 1 Eje 2 Eje 1 Ejel2 HIMBO58 | -0.6355030654 0.4185730108
HIMB058 6.806172 5.609114 4,737984 4.066717 HTCC9565 | 0.7955383641 -0.6154709676

HTCC9565 5.114782 3.852696 4.540417 4.19232 HTCC1040 | -0.6847882323 0.15014356
HTCC1040 6.951696 5.448644 6.015952 4.088594 HTCC1016 -0.4856919576 0.0108257714
HTCC1016 9.344319 6.480152 6.112506 4.105715 HTCC1002 -0.968711205 -0.0501468648

HTCC1002 6.098672 4.629232 6.057947 4.230091
HTCC1062 6.183254 3.972905 6.229055 4.177582
HTCC1013 5.990329 3.898379 6.109183 3.969196
HIMB083 5.863633 3.54709 5.237197 4.064987
HIMB140 6.450416 3.590783 5.442815 4.211147
HTCC7214 7.346239 5.076495 5.072791 4.327924
HTCC7217 5.180535 4.791739 4.817044 4.189997

HTCC1062 | -0.9693331825 -0.5603258737
HTCC1013 | 0.9633334574  0.0584333229

HIMB083 = 0.9220301622 -0.8479592482

HIMB140 @ 0.9536845746 -0.7820844582
HTCC7214 | -0.5577358931 -0.0461780238
HTCC7217 | -0.6550735351 0.0865215315
HTCC7211 -0.7644264302 0.5919922365

HTCC7211 5.313885 4.167505 5.206886 4.43853
HTCC8051 5.624802 3.672399 5.155706 4.365966 HTCCB8051 0.9340489176  -0.8616067909
HTCC9022 5.685419 3.655532 5.524382 4.087863 HTCC9022 -0.9583507729 0.8564043534
HIMB4 8.79208 4.930483 4.867473 4.159364 HIMB4 | 0.1768383632 -0.1497057769
IMCC9063 4.623357 4352021 5.400946 4.573729 IMCC9063 | -0.9326874967 0.7620612676

- Contenido en G+C y sesgo en UC

Para el set de genes ortélogos se estudi6 la correlacion entre los ejes 1 y 2 del WCA de las distintas especies
(Fig 2.5). Lo que se constatd es que existe una correspondencia muy importante, entre los ejes tanto 1 como 2,
de las especies pertenecientes al subclado | (definido en la filogenia). Se estudio la relacion entre el contenido
en G+C de los genes, especificamente el contenido en G+C de la tercera posicion de los codones (GC3), y la
variacion en el uso de codones entre genes, representada por los ejes del WCA.

Se obtuvieron correlaciones importantes del eje 2 con GC3 en la mayoria de las especies, en algunos casos se
ve el eje 1 asociado al GC3 (Tabla 2.5 y Fig 2.6). Por ejemplo en la especie IMCC9063, GC3 se correlaciona
con el eje 1 y en HIMB083, con ambos ejes. Esto se debe a que no toda la variacion existente a nivel de la
composicién de bases en la tercera posicion se puede capturar a través de un solo eje del WCAo. De todas
formas la tendencia general entre las especies indica que la composiciéon de bases es uno de los factores

explicativos de la variabilidad en el UC.

-Seleccidn para la traduccion

Observar que existe un efecto de la seleccion operando a nivel de la velocidad de traduccion implica que el nivel
de expresién de un gen es un factor principal a la hora de explicar la variabilidad en el UCS, y que los genes de
alta expresiéon usados como referencia, presentan un sesgo mayor en el UCS. A su vez, los genes de alta
expresion presentan generalmente una divergencia sindénima menor (dS) y preferencia por los cuatro codones
universales (UUC, AUC, UAC y AAC) definidos por Sharp (Sharp et al., 2005).
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Figura 2.5: Correlacién de ejes 1y 2 del WCA de genes ortélogos entre especies.

Los sesgos en regiones conservadas, o las preferencias de codones 6ptimos en las regiones conservadas de
los genes con respecto a las no conservadas, son indicativos de seleccion operando a nivel de la traduccién
(Sharp et al., 2010).

Para encontrar evidencia de seleccion sobre la traduccioén, se estimaron los indices CAl y MELP para cada gen

en el conjunto de ortélogos usando un conjunto de genes de alta expresién obtenido de estudios de expresién

en el clado SAR11, mas especificamente, estudios realizados en el taxa HTCC1062 (Ottesen et al., 2013). Los
resultados de la estimacién de CAl mostraron que la mayoria de los genes tienen valores altos, este indice
abarca valores del 0 al 1, siendo 1 el valor otorgado a un gen que usa sélo codones 6ptimos. La media del CAl

estimado en los genomas de Pelagibacteriaceae es siempre mayor a 0.5, en todos los taxa, en la mayoria esta



Tabla 2.5: Correlaciones de los ejes 1y 2 del WCA en ortélogos vs GC3 , CAl, y MELP

Eje1-GC3 Eje2-GC3 Eje1-CAl Eje2-CAl MELP-Ejel MELP-Eje2

r [ Pual r P-val r | Pual r P-val r [ Pl r [ Pual
HIMBO058 0.15 0.00E+000 -0.62 4.36E-139 024 6.02E-202  0.59  0.00E+000 0.73 0.00E+000 0.05 2.77E-001
Hrccoses  -0.44  145E-002 -0.54 0.00E+000 0.71 0.00E+000 0.41  3.14E-299 0.66 0.00E+000 -0.40 4.98E-017
Hrccio4o -0.21 888E-016 0.06 155E-005 052 4.01E-037 -0.17 2.22E-016 0.88 0.00E+000 -0.21  1.96E-005
Hrccioi6 022 0.00E+000 0.30 3.94E-004 -0.51 1.55E-164 0.16  1.84E-013 0.87 0.00E+000 -0.20 3.99E-005
Hrccio02 025 6.04E-026 037 167E261 054 0.00E+000 -0.23 0.00E+000 -0.86 3.25E-118 0.26  2.17E-007
Hrccioe2  -0.22  852E-002 0.02 0.00E+000 053 1.26E-034 -0.10 2.08E-174 0.88 0.00E+000 0.23  2.50E-006
Hrcci013 020 3.68E-001 0.09 261E-111 053 0.00E+000 0.02 0.00E+000 0.87 0.00E+000 0.22  8.37E-006
HIMB083 0.52 0.00E+000 052 0.00E+000 -0.18 6.16E-002 -0.67 0.00E+000 0.69 0.00E+000 -0.28  8.40E-009
HIMB140 0.18  6.95E-012 -0.59 0.00E+000 0.29 0.00E+000 0.44  9.31E-202 0.85 0.00E+000 0.11  3.36E-002
HTCC7214 011 831E-013 077 106E-010 0.23 3.22E021 -0.75 6.66E-016 0.77 0.00E+000 -0.14 6.38E-003
Hrcc717 036 3.87E-006 051 849E-010 -0.57 0.00E+000 -0.29 2.77E-007 -0.66 1.58E-051 0.34  2.64E-012
Hrcc7211 048  3.30E-004 0.60 0.00E+000 -0.68 O0.00E+000 -0.30 2.52E-263 -0.54 3.23E-031 0.52 0.00E+000
Hrccsoss  -0.27  8.38E-019 -0.72 0.00E+000 -0.09 7.88E-007 0.75 170E-207 -0.80 127E-091 0.24  7.83E-007
HTCC9022 0.04 881E001 -047 7.28E096 -0.41 0.00E+000 040 0.00E+000 -0.83 6.14E-103 0.06 2.09E-001
HIMB4 0.14 0.00E+000 -0.61 0.00E+000 -0.26 2.50E-135 0.57 7.86E-001 -0.81 1.97E-095 0.03 5.63E-001
imccooes  -0.31  1.62E-001 -0.24 562E-119 057 500E021 024 000E+000 0.71 0.00E+000 0.07  1.65E-001

por encima de 0.6 y no presenta mucha variacion entre genes (sd=0.03-0.04). Los organismos con composicién
de bases extrema, como es el caso del clado Pelagibacteriaceae, no pueden presentar bajos valores de CAI
porque justamente su contenido en G+C define un repertorio limitado de codones que son compartido por los
HEG y el resto de los genes (Botzman and Margalit, 2011).

Para corregir este sesgo metodoldgico se estimé también MELP, este indice muestra en general una media de
0.8 con desvio de 0.09.

Para determinar si el nivel de expresién del gen esta influyendo en el UCS, se correlacionaron los ejes del
WCAOo0 con el CAl estimado (Tabla 2.5). En la mayoria de los taxa la correlacion significativa encontrada es con
el eje 1 del WCA, en algunos casos se ve correlacion con el eje 2 y al igual que con GC3 hay una especie,
HTCC9022, en la que CAl muestra correspondencia con ambos ejes.

Como se menciond en la introduccién, es de esperar que si el CAl es un factor influyente en el UCS de los
genomas, también lo sea la tasa de sustitucion sinénima (dS), dado que debe existir mayor presion selectiva
sobre los genes de alta expresion, resultando en una menor cantidad de variacién a este nivel.

Se pudo observar correlacion entre MELP y el eje 1 del WCA ortélogo, todas con altos niveles de significancia
(Tabla 2.5 y Figuras 2.7).
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Figura 2.6: Correlaciones entre ejes y CAl o GC3 para tres especies.

Cuando el nivel de expresion es bajo, no hay restricciones y la tasa de sustitucion sinénima puede variar
mucho. Es usual que se detecten fuertes correlacones entre dS y el nivel de expresién de los genes cuando se
estudia la seleccion para la traduccidn entre especies mas lejanamente emparentadas, por ejemplo Salmonella

typhimurium y Escherichia coli.



- Codones Optimos

La existencia de diferencias en la preferencia de UCS entre HEG y el resto del genoma se evalu6 a través de un
test de Chi cuadrado (Tabla 2.6). Dado que la identidad de los codones 6ptimos puede variar entre especies, es
importante enfocar la atencién a nivel de cuatro aminoacidos cuyo codones preferidos deben ser siempre los
mismos si esta actuando la seleccién en favor de la precision en la traduccion (Sharp et al., 2010). El unico
ARNt para Phe conocido en bacterias es el anticodén GAA, por lo tanto el codén UUC siempre es preferido
sobre su sinébnimo UUU. De similar manera, para Tyr, Asn e lle, G en la posicién critica del anticodén llevaria,
siempre que actue la seleccion, a preferir codones terminados en C, frente a codones terminados en U (Sharp
et al., 2005).

Se encontraron diferencias significativas en el uso de codones entre los HEG y el resto de los genes del
genoma, los HEG prefieren duetos terminados en G o C, mientras que usan preferentemente Ay U en las

terceras posiciones de los codones 6ptimos en cuartetos (Tabla 2.6).

HTCC1002 HTCC1062
-0.848746295145492 0.879640585814596

o o
- -
L L
= =
* I
-0.2 00 02 04
Eje 1 Eje 1
HTCC1013 HIMB083
0.869252489356593 0.646535157456664
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Figura 2.7: Correlaciones entre MELP y el eje 1 del WCAo para cuatro de las especies estudiadas

Se pudo constatar la preferencia de los HEG por los cuatro codones universales UUC (Phe), AUC (lle), UAC
(Tyr) y AAC (Asn), a los que se suman los codones GCU (Ala), GAC (Asp), GGU (Gly), CAC (His), AUU (lle),
CUU (Leu), CCU (Pro), AGA (Arg), UCA (Ser) y GUU (Val).
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Figura 2.8: Correlaciones entre dS y MELP y entre dS y CAl para la especie HTCC1062

Discusion

El uso de codones en cualquier genoma se espera refleje el balance entre las fuerzas de la seleccion, la deriva
y la mutacién, por lo tanto es concebible que diferencias selectivas en el patron de uso de codones entre genes

de diferentes niveles de expresion, sean oscurecidas por un sesgo mutacional extremo.



Tabla 2.6: resultados del test de contongencia Chi cuadrado. Los codones sombreados en gris son los preferidos por los genes de alta expresion

AA
codones
HIMB058

HTCC9565
HTCC1040
HTCC1016
HTCC1002
HTCC1062
HTCC1013
HIMB083
HIMB140
HTCC7214
HTCC7217
HTCC7211
HTCC8051
HTC9022
HIMB4
IMCC9063

AA
codones
HIMB058

HTCC9565
HTCC1040
HTCC1016
HTCC1002
HTCC1062
HTCC1013
HIMB083
HIMB140
HTCC7214
HTCC7217
HTCC7211
HTCC8051
HTC9022
HIMB4

IMCC9063

\ A | ¢ [ b | E [ F | G [ _H ] [ [ K ] L N ]
GCA GCC GCG GCU UGC UGU GAC GAU GAA GAG UUC UUU GGA GGC GGG GGU CAC CAU AUA AUC AUU AAA AAG CUA CUC CUG CUU UUA UUG AAC AAU
G 0.419 0.4408 0.254 0.746 0.199 0.801| 0.77 0.2297 0.1472 0.853/0.4207 0.1193 0.067| 0.867 0.133 0.108| 0.0207 0.1838 0.5658
HEG 0.463) 0.4698 0.18 0.82 0.209 0.791| 0.824 0.1759 0.1621 0.838/0.3683 0.0784 0.046 0.875 0.125 0.098, 0.0152 0.2185 0.5768

0.88 0.12 0.103 0.01719 0.0189 0.1814 0.575
0.875 0.125 0.098 0.00415 0.0152 0.2185 0.5768
0.875 0.125 0.107/0.01812 0.0194 0.1861 0.5635
0.875 0.125 0.098/0.00415 0.0152 0.2185 0.5768

0.88 0.12 0.104/0.01751 0.0185 0.1861 0.5695

G 0.464 0.061/ 0.054 0.4207 0.19 0.81/0.1607 0.839 0.792 0.2079 0.1055 0.895 0.4237 0.09 0.059)
HEG 0.463 0.0393/0.0281 0.4698 0.18 0.82| 0.209 0.791 0.824 0.1759/0.1621 0.838 0.3683 0.0784
G 0.456 0.0617 0.049 0.4333 0.191 0.809/0.1625 0.837 0.793 0.207/0.1063 0.894 0.4144 0.0836
HEG 0.463 0.0393 0.0281 0.4698 0.18 0.82| 0.209 0.791 0.824 0.1759/0.1621 0.838 0.3683 0.0784
G 0.468 0.0606/0.0512 0.4206 0.186 0.814/0.1572 0.843 0.793 0.20650.1063 0.894 0.4232 0.0889
HEG 0.463 0.0393/0.0281 0.4698 0.18 0.82| 0.209 0.791 0.824 0.1759/0.1621 0.838 0.3683 0.0784 0.875 0.125 0.098/0.00415 0.0152 0.2185 0.5768
G 0.452-0.0507 0.4224 0.203 0.797 0.178 0.822 0.798 0.2016/0.1118 0.888 0.3957 0.098 0.863 0.137 0.116 0.01701 0.0233 0.1908 0.5594
HEG 0.463 0.0281 0.4698 0.18 0.82 0.209 0.791 0.824 0.1759/0.1621 0.838 0.3683 0.0784 0.875 0.125 0.098 0.00415 0.0152 0.2185 0.5768
G 0.456/0.0645 0.0535 0.4257 0.204 0.796/ 0.16 0.84 0.787 0.2127/0.1069 0.893 0.4157 0.0863 0.071 ! 0.873 0.127 0.11 0.01729 0.0203 0.1836 0.5605
HEG 0.463/0.0393 0.0281 0.4698 0.18 0.82| 0.209 0.791 0.824 0.1759/0.1621 0.838 0.3683 0.0784 0.046 3 0.875 0.125 0.098 0.00415 0.0152 0.2185 0.5768
G 0.455/0.0716 0.0521 0.4218 0.209 0.791 0.1747 0.825 0.798 0.20230.1112 0.889 0.3935 0.098 0.071 0.864 0.136 0.1150.01677 0.0209 0.1901 0.564
HEG 0.463/0.0393 0.0281 0.4698 0.18 0.82 0.209 0.791 0.824 0.1759/0.1621 0.838 0.3683 0.0784 0.875 0.125 0.098 0.00415 0.0152 0.2185 0.5768
G 0.465 0.0596/0.0534 0.4223 0.2 0.8 0.1671 0.833 0.783 0.2173 0.1245 0.876- 0.881 0.119 0.099/0.01789 0.0205{0.1752 0.5764
0.463 0.0393/0.0281 0.4698 0.18 0.82 0.209 0.791 0.824 0.1759 0.1621 0.838 0.875 0.125 0.098/0.00415 0.0152{0.2185 0.5768

G  0.453] 0.0508 0.4221 0.207 0.793 0.1759 0.824 0.795 0.205/ 0.113 0.887 0.3953 0.0969 0.861 0.139 0.115 0.01648 0.0214 0.1901 0.5647
HEG 0.463 0.0281 0.4698 0.18 0.82 0.209 0.791 0.824 0.1759/0.1621 0.838 0.3683 0.0784 0.875 0.125 0.098 0.00415 0.0152 0.2185 0.5768
G 0.47/0.0645 0.0523 0.4132 0.192 0.808/0.1548 0.845 0.786 0.2138 0.1153 0.885 0.3993 0.097 0.063] 0.876 0.124 0.103/0.01888 0.0207/0.1804 0.5661
HEG 0.463/0.0393 0.0281 0.4698 0.18 0.82] 0.209 0.791 0.824 0.1759 0.1621 0.838 0.3683 0.0784 0.875 0.125 0.098/0.00415 0.0152/0.2185 0.5768
G 0.473 0.054/0.0526 0.4206 0.203 0.797 0.1652 0.835 0.784 0.2161 0.1297 0.87- 0.877 0.123 0.1 0.01708 0.0206/0.1733 0.5679

0.463 0.0393/0.0281 0.4698 0.18 0.82 0.209 0.791 0.824 0.1759 0.1621 0.838 0.875 0.125 0.098 0.00415 0.0152{0.2185 0.5768

G 0.452] 0.0482 0.4234 0.19 0.81 0.1739 0.826 0.802 0.1982/0.1048 0.895 0.3994 0.099 0.069| 0.864 0.136 0.113| 0.0196 0.0219 0.1816 0.5583
HEG 0.463 0.0281 0.4698 0.18 0.82 0.209 0.791 0.824 0.1759/0.1621 0.838 0.3683 0.0784 0.875 0.125 0.098/0.00415 0.0152 0.2185 0.5768
G 0451 0.0504 0.4241 0.209 0.791 0.1768 0.823 0.795 0.2053/0.1112 0.889 0.3946 0.1014 0.864 0.136 0.114/0.01792 0.0218 0.1899 0.5612

HEG 0.463) 0.0281 0.4698 0.18 0.82 0.209 0.791 0.824 0.1759 0.1621 0.838 0.3683 0.0784
G 0.464 0.0617/0.0533 0.4213 0.188 0.812/0.1603 0.84 0.791 0.2087 0.108 0.892 0.423 0.0919
0.463 0.0393/0.0281 0.4698 0.18 0.82] 0.209 0.791 0.824 0.1759/0.1621 0.838 0.3683 0.0784

0.875 0.125 0.0980.004150.0152 0.2185 0.5768
0.877 0.123 0.103 0.01665 0.0184 0.1837 0.574
0.875 0.125 0.098 0.00415 0.0152 0.2185 0.5768

G 0. 0.0516 0.4214 0.205 0.795 0.1742 0.826 0.798 0.2019| 0.112 0.888 0.3969 0.0969 0.864 0.136 0.115/ 0.0175 0.0215 0.1895 0.5621
HEG 0. 0.0281 0.4698 0.18 0.82 0.209 0.824 0.1759/0.1621 0.838 0.3683 0.0784 0. L 0.875 0.125 0.098 0.00415 0.0152 0.2185 0.5768
G 0.357 0.643 0.2336 0.23 0.77
HEG 0. 0.18 0.82 0.209 y 1 b 5 I I y 0.282 0.718
P Q
CCA CCC CCG CCU CAA CAG AGA CGA CGC CGG CGU AGC AGU UCA UCC UCG UCU ACA ACC ACG ACU GUA GUC GUG GUU UAC UAU
G 0.474 0.0525 0.0625 0.4112 0.828 0.172] 0.0094 0.0095 0.0490.0932 0.19-0.03931 0.04198 0.3032 0.4372 0.061 0.422 0.351/0.062 0.08628
HEG 0.489 0.0249 0.03870.4475 0.873 0.127 0 0 0.06 0.053 0.1949 0.409 0.01368 0.02735 0.3026 0.4335| 0.068 0.46 0.305 0.034 0.06009
G 0.5250.0533 0.0419 0.3795 0.856 0.144| 0.0052 0.0046 0.048 0.0649 0.2121 0.362 0.03243 0.03281 0.2955 0.4419 0.078 0.045 0.436 0.342 0.056 0.07406| 0.528|
HEG 0.489 0.0249 0.0387 0.4475 0.873 0.127 0 0 0.06 0.053 0.1949 0.409 0.01368 0.02735 0.3026 0.4335/0.038 0.068 0.46 0.305 0.034 0.06009 0.6009!

G 0519 0.0560.03980.3856 0.85
HEG 0.489 0.0249 0.0387 0.4475 0.873
G 0524 0.040.3827 0.857
HEG 0.489-0.0387 0.4475 0.873
G 0.502/0.0716 0.0376 0.3886 0.837
HEG 0.489/0.0249 0.0387 0.4475 0.873

G 0.514] 0.0386 0.3821 0.851
HEG 0.489

0 0 0.06 0.053 0.1949 0.409 0.01368 0.02735 0.3026 0.4335| 0.068 0.46 0.305 0.034 0.06009
0.0053 0.0058 0.05 0.0655 0.2127 0.0316 0.03333 0.2916 0.4433] 0.046 0.432 0.34 0.057 0.07275 0.5305
0 0 0.06 0.053 0.1949 0.01368 0.02735 0.3026 0.4335| 0.068 0.46 0.305 0.034 0.06009 0.6009
0.0051 0.006 0.062 0.0756 0.218 0.336/0.03574 0.0306 0.3036 0.4359) 0.057 0.42 0.304 0.054 0.083940.5578
0 0 0.06 0.053 0.1949 0.409/0.01368 0.02735 0.3026 0.4335| 0.068 0.46 0.305 0.034 0.060090.6009
0.0047 0.005 0.050.0679 0.2141.0.03411 0.03244 0.2946 0.4361 0.047 0.426 0.317 0.057 0.08248 0.5435

0.0053 0.0054 0.046 0.0631 0.2138 0.358 0.03244 0.03221 0.3002 0.4398. 0.043 0.441 0.333 0.053 0.07648

0 0 0.06 0.053 0.1949 0.01368 0.02735 0.3026 0.4335| 0.068 0.46 0.305 0.034 0.06009 0.6009
0.0044 0.0053 0.059 0.0744 0.2188| 0.34 0.03546 0.02956 0.3019 0.4371 0.055 0.419 0.309 0.053 0.08116

0 0 0.06 0.053 0.1949/0.409 0.01368 0.02735 0.3026 0.4335| 0.068 0.46 0.305 0.034 0.06009
0.0046 0.0054 0.045 0.0672 0.2137 0.03249 0.03374 0.3016 0.4482 0.045 0.427 0.338 0.054 0.07471 0.5336

0 0 0.06 0.053 0.1949 0.01368 0.02735 0.3026 0.4335| 0.068 0.46 0.305 0.034 0.06009 0.6009
0.0051 0.0057 0.06 0.0737 0.2206/ 0.34 0.03506 0.02883 0.3017 0.4337| 0.054 0.424 0.308/ 0.055 0.0819/0.5554

0 0 0.06 0.053 0.1949/0.409 0.01368 0.02735 0.3026 0.4335| 0.068 0.46 0.305] 0.034 0.06009 0.6009
0.0064 0.0059 0.047 0.0639 0.2170.354 0.03579 0.03062 0.2987 0.4394/0.086 0.045 0.43 0.313 0.06 0.08597

0 0 0.06 0.053 0.1949/0.409 0.01368 0.02735 0.3026 0.4335/0.038 0.068 0.46 0.305 0.034 0.06009
0.003 0.0034 0.04 0.0657 0.2165 0.03239 0.03173 0.3038 0.4447 0.041 0.44 0.345/ 0.052 0.07005/0.5325

0.0387 0.4475 0.873
G 0.504 0.0729 0.0348 0.3881 0.847
0.489 0.0249 0.0387 0.4475 0.873

G 0.523] 0.0406 0.3877 0.847
HEG 0.489 0.0387 0.4475 0.873

G 0.503 0.0728 0.0347 0.3892 0.847
HEG 0.489 0.0249 0.03870.4475 0.873

G 0.528 0.0525 0.0398 0.3794 0.847
0.489 0.0249 0.0387 0.4475 0.873
G 0.528] 0.038/0.3876 0.842

HEG 0.489 0.03870.4475 0.873 0 0 0.06 0.053 0.1949 0.01368 0.02735 0.3026 0.4335 0.068 0.46 0.305/ 0.034 0.06009/0.6009
G 0.52 0.0350.3716  0.84 0.0074 0.0063 0.053 0.066 0.2187 0.03761 0.03074 0.3055 0.4572 0.045 0.419 0.319 0.06 0.07858 0.5427|
HEG 0.489 0.0387 0.4475 0.873 0 0 0.06 0.053 0.1949 0.01368 0.02735 0.3026 0.4335 0.068 0.46 0.305 0.034 0.06009 0.6009)

0.0055 0.0058 0.061 0.0726 0.215 0.3350.03668 0.03132 0.309 0.4354/0.087 0.053 0.425 0.304 0.056 0.08133
0 0 0.06 0.053 0.1949 0.409 0.01368 0.02735 0.3026 0.4335/0.038 0.068 0.46 0.305 0.034 0.06009
0.0059 0.0057 0.049 0.0659 0.2115| 0.03038 0.03246 0.2981 0.4425 0.047 0.435 0.337 0.056 0.07225 0.5345

G 0.504 0.0737 0.0376 0.385 0.844
HEG 0.489 0.0249 0.0387/0.4475 0.873
G 0.529 0.0436 0.3769 0.859

HEG 0.489 0.0387 0.4475 0.873 0. 0 0 0.06 0.053 0.1949 0.01368 0.02735 0.3026 0.4335 0.068 0.46 0.305 0.034 0.06009 0.6009
G 0.503] 0.0363 0.3873 0.0052 0.0054 0.062 0.219 0.03021/0.3083| 0.054 0.421 0.306
HEG |0.489 0.0387 0.4475 0 0 0.06 1949 0.02735/0.3026) 0.068 0.46 0.305|
G |0.407] 0.0646 0.4067 0.022 0.0136 0.077| 0.046080.3574] 0.082 0.417 0.31

De hecho en especies con contenido en G+C extremo no se detectan diferencias de UC entre genes
(Micrococcus luteus, Streptomyces ~ 74%, M. Capricolum~25% , Ricketsiales ~30%) (Andersson and Sharp,
1996; Ohkubo et al., 1987), mientras que en el analisis de especies cuyo contenido en G+C se encuentra entre
50-65% (Mycobacterium tuberculosis, E.coli), hay claras diferencias en el UC entre genes de distintos niveles de
expresion (Akashi and Gojobori, 2002; Iriarte et al., 2013).

Los resultados de este estudio mostraron la existencia de sesgo en el UCS entre genes de Pelagibacteriaceae a
pesar del contenido G+C extremo de su genoma, esto es interesante porque no es usual que genomas con esta

caracteristica, muestren variacion intra-genémica en el UCS.

Por ejemplo en Rickettsia, clado de alfa-proteobacterias propuesto como grupo hermano de Pelagibacteriaceae
(ver Introduccién) con un genoma en extremo rico en A+T, no se han encontrado diferencias intra-genémicas en
el UCS (Andersson & ShSharp, 1996).

Los patrones de variacion en el UCS se vieron asociados tanto a la composicion de bases (GC3) como al nivel

<0.01

<0.05




de expresion génico, medido a través de CAl y MELP. Esto indica que ambos factores influyen en las
diferencias de UCS entre genes. Si la unica correlacion encontrada hubiera sido con GC3, entonces
deberiamos aceptar que, como en la mayoria de las especies de crecimiento lento, composicion de bases
extrema y genoma pequefio, el UCS no responde a otra cosa que al sesgo sustitucional que sufren estos
genomas. Pero las diferencias en el UCS se vieron también asociadas a las medidas del nivel de expresién de
los genes, que es indicativo de la presencia de presiones selectivas operando a nivel de la traduccion.

En especies como E. coli donde existe un tendencia dominante en el uso de codones asociada al nivel de
expresion de los genes, el eje 1 obtenido de andlisis de correspondencia revela esa tendencia, encontrandose
fuertemente correlacionado con el CAl y la distancia sinénima. En este estudio, no se encontrd correlacion entre
CAl y la distancia sinénima, tampoco entre los ejes del WCAo y la distancia sindnima. Cabe destacar que existe
amplia variacién entre genes en cuanto al dS (m=0.125,sd=0.3), mientras que la variabilidad en el uso de
codones, reflejada en el calculo del porcentaje de variacion explicado por los ejes del analisis multivariado es
baja. A su vez el CAl estimado para cada gen, mostré un rango acotado de valores (m=0.67,5d=0.04). Como se
menciono en la seccidn anterior, los organismos con composicién de bases extrema, no pueden presentar bajos
valores de CAIl porque justamente su contenido en G+C define un repertorio limitado de codones que son
compartidos por los HEG y el resto de los genes (Botzman & MaMargalit, 2011).

La estimacion de MELP permite justamente obtener una medida del nivel de expresion independiente de la
composicion de bases y el largo de los genes. Los valores de MELP obtenidos para cada especie muestran
mayor variacion que los valores de CAl y las correlaciones de MELP con el eje 1 del WCAo son mas fuertes que
las encontradas para CAl.

Al igual que lo observado para CAl, las correlaciones de MELP con dS son bajas (Fig. 2.8) pero puede

observarse que los genes con altos valores de MELP (alto nivel de expresion) tienen bajos valores de dS, en
cuanto a los genes de bajo nivel de expresion, el dS varia ampliamente.

Cuando se observan frecuencias de codones traduccionalmente 6ptimos mas altas en genes altamente

expresados que en el resto de los genes del genoma, es un indicio de que estos codones estan siendo

favorecidos por la seleccion (Sharp et al.,, 2010). Este estudio indica que los codones traduccionalmente
Optimos estan favorecidos en los HEG, sobre el resto del genoma, pero faltan evidencias para afirmar que estas
diferencias se deban a presiones selectivas.

Por un lado tenemos el antecedente de la falta de sesgo en el UCS en genomas de crecimiento lento, la
correlacién negativa entre la abundancia de ARNt (Pelagibacteriaceae presenta alrededor de 30 genes para
ARNTt) y el sesgo en el UCS con la tasa de crecimiento celular (Rocha, 2004) sugiriendo que no deberia existir
seleccion en la eficiencia de la traduccién. Por otro lado, vemos que el sesgo en Pelagibacteriaceae existe a
pesar del tamafio y composicion de su genoma, y que los HEG usan codones universalmente 6ptimos a pesar
de que estos son codones ricos en G+C en la tercera posicion. Podria plantearse entonces que existe seleccion
en favor de la precision a nivel de la traduccién, pero la evidencia presentada no es suficiente. La tasa de
sustitucion se torna un factor muy importante para contrastar la hipétesis de precision dado que si fuera cierta,
los genes HEG que mostraron preferencia por los codones éptimos deberian mostrar también una tasa de
sustitucion sinénima menor que refleje la fuerza de la seleccién purificadora sobre estos sitios. Sin embargo no

se encontré el dS correlacionado al nivel de expresion de los genes. Las estimaciones de dS pueden tornarse



complejas cuando la composicion de bases es extrema y los modelos tienen que estimar demasiados
parametros. La cantidad de cambio permitido en las secuencias de HEG con respecto a las demas podria
estimarse de otra forma, por ejemplo comparando el nimero de veces que un codon 6ptimo cambié en una
secuencia de alta expresion vs el nUmero de veces que sufrié una sustitucion en el resto del genoma. De esta
forma obtendriamos una medida de la diferencia de cambio sin6nimo entre genes que apoyara la hipotesis de
seleccién sobre la precisién en la traduccion.

Afortunadamente existen estudios sobre el sesgo en UCS en un amplio rango de organismos procariotas, que
abarca diferentes formas de vida y caracteristicas genémicas. Esto nos permite comparar nuestros resultados
con los obtenidos en casos de organismos que comparten caracteristicas con Pelagibacteriaceae. A raiz de
esto se puede concluir que hay dos caracteristicas de los organismos que influyen fuertemente sobre la

variacion en el UCS, estas son el tamafio poblacional efectivo y la forma de vida del organismo, que estan, en la
mayoria de las especies, fuertemente vinculadas (Foerstner et al., 2005; Rocha & Danchin, 2002).

A diferencia de la mayoria de los endosimbiontes, con los cuales comparte la composicién nucleotidica y el
pequefio tamano del genoma, Pelagibacteriaceae, mostré variacién intragendémica en el uso de codones,
asociada incluso al nivel de expresion de los genes. Esta diferencia puede tener su origen en presiones

selectivas sobre Pelagibacteriaceae que aunque débiles, se evidencian gracias a su gran tamafo poblacional
efectivo estimado (Charlesworth, 2009; Luo et al., 2014).

Ya se ha planteado que la forma de vida libre influye en la evolucion de los genomas en Pelagibacteriaceae, por
ejemplo la hipotesis de genome streamlining esta fuertemente supeditada a esto argumentando que la

reduccion gendmica no puede haber sucedido como en organismos parasitos, debido a presiones selectivas

relajadas (Giovannoni et al., 2005c).



Conclusiones generales

Pelagibacteriaceae es una familia peculiar debido a la coexistencia en sus especies de caracteristicas
usualmente no asociadas en otros clados. Los genomas de esta familia son en extremo pobres en G+C y de
pequefo tamafo, pero el clado presenta forma de vida libre y un tamafno poblacional efectivo grande. Ademas a
diferencia del enriquecimiento en A+T de endosimbiontes en el cual parece ser muy influyente la falta de
mecanismos de reparacion, en el clado en estudio estos mecanismos estan presentes.

La principal fuente de variacion y materia prima para la evolucion es la mutacion, esto es particularmente valido
para la composicién nucleotidica de los genomas. Durante mucho tiempo se pensé que la mutacién y la
seleccion negativa eran los principales responsables de la composicién gendmica de organismos procariotas,
pero cada vez se torna mas evidente que la variabilidad en la composicién nucleotidica entre estos organismos
no se debe a un sesgo diferencial en el proceso de mutacion y posterior seleccidn purificadora. Por el contrario,
se ha acumulado evidencia a favor de que procesos como la seleccion darwiniana o la recombinacién, tienen
consecuencias sobre el contenido en G+C de procariotas modificando la probabilidad de fijacién de las
mutaciones.

Cuando estudiamos el patrén de sustituciones en el clado se observa un fuerte desbalance hacia A+T que a
medida que pasa el tiempo se vuelve mas suave. Observamos también una alta correlacion de los patrones de
sustitucion entre los tipos de sitios (ya sea sindbnimos, no sinénimos, o 4fold) aunque con aspectos singulares de
cada uno.

Cuando nos acercamos al patron mutacional el sesgo es fuerte hacia A+T y en principio la mutacién y seleccion
negativa tendrian un rol preponderante, acaso suficiente, en determinar el contenido en G+C de estos
genomas. No obstante, existe espacio para que otros eventos selectivos puedan operar modulando suavemente
a esas fuerzas.

De acuerdo a estudios realizados en SAR11, este clado tiene adaptaciones importantes a la vida en el ambiente
oligotréfico del océano tipicamente deficiente en N y P. Esto involucra la eficiente minimizacién de N en
aminodcidos y proteinas, favoreciendo el uso de codones ricos en A+T (Grzymski & DuDussaq, 2012).

Este trabajo mostré6 que Pelagibacteriaceae usa mas frecuentemente codones ricos en A+T, y que en este
sentido se pueden encontrar diferencias entre genes. Pero para proponer que estas diferencias sean selectivas
faltan evidencias porque no se encontré la clasica relaciéon entre el CAl y la distancia sindnima de los genes. De
acuerdo a los resultados, la selecciéon (no se encontrd evidencia de recombinacién como proceso afectando el
contenido en G+C) actua removiendo las mutaciones ricas en A+T a nivel no sinénimo. Entonces si no existe
presion selectiva sobre las terceras posiciones como podriamos detectar una correlacion de dS con CAI?

Sin embargo, el clado mostré preferencia en genes de alta expresion por los codones UUC (Phe), AUC (lle),



UAC (Tyr) y AAC (Asn), a los que se suman los codones GCU (Ala), GAC (Asp), GGU (Gly), CAC (His), AUU
(lle), CUU (Leu), CCU (Pro), AGA (Arg), UCA (Ser) y GUU (Val), muchos de ellos ricos en G+C en la tercera
posicion, por lo tanto los sitios sinénimos no deberian ser tan permisivos, por lo menos no en genes HEG. La
cantidad de cambio permitido en las secuencias de HEG con respecto a las demas podria estimarse por
ejemplo comparando el numero de veces que un codén 6ptimo cambié en una secuencia de alta expresion
versus el numero de veces que sufrié una sustitucion en el resto del genoma. De esta forma obtendriamos una
medida de la diferencia de cambio sinénimo entre genes que apoyara la hipétesis de seleccion sobre la
precisién en la traduccion.

De acuerdo a los resultados obtenidos, el tamafio poblacional es una caracteristica clave en la evolucién de la
composicion de bases de una especie, y dado que los tamafios poblacionales varian con los estilos de vida de
los organismos, se puede decir que la forma de vida, parasita o libre, tiene influencia en este caracter.

A su vez, el hallazgo de indicios de seleccion operando a nivel de la traduccion en Pelagibacteriaceae, es
peculiar dada la composicion de bases, y es otro indicador de que el tamafio poblacional permite que opere la

seleccion manteniendo codones 6ptimos en genes de alta expresion.
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