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RESUMEN

La familia Comamonadaceae pertenece a la subdivision beta del filo Proteobacteria. Los miembros
de esta familia tienen una gran versatilidad para degradar compuestos organicos e inorganicos. Hay
muy escasos articulos sobre las funciones relacionadas con la evolucion molecular de este grupo.
En este trabajo se presenta el analisis del patron de uso de codones en los genomas completamente
secuenciados y borradores de las bacterias que pertenecen a esta familia. Describimos e
interpretamos en un marco filogenético el efecto de la seleccion natural en la traduccion actuando
en los niveles de velocidad y precision. Hemos encontrado que hay un cierto nivel de variacion en
la fuerza de la seleccion entre los microorganismos analizados, lo que probablemente se asocia con
la inercia filogenética. EI sesgo del uso de codones no se conserva a través de la evolucion en la
familia de genes altamente expresados, pero si a nivel de género, lo que sugiere un papel importante
de la seleccidn negativa en este nivel. Se identificaron codones dptimos. Se analizaron la estructura
secundaria de los ARNm de los genes de las proteinas ribosomales y del resto de los genes del
genoma. Se encontrd que los mensajeros codificantes de las proteinas ribosomales presentan un
valor de energia libre de plegamiento menor en comparacién con el resto de los genes. Este patron
se explica como una estrategia en la traduccion de los genes de alta expresion, favoreciendo la
traduccion rapida. Las regiones de las proteinas de membranas presentaron un enriquecimiento de
codones terminados en G. Este patron es conservado en forma general por todos los organismos en

estudio.



INTRODUCCION GENERAL

1.1 Estructura del genoma procariota

El genoma de los procariotas se caracteriza por poseer una composicién homogeénea (contenido en
GC) y gran densidad de genes, teniendo muy pocas secuencias intergénicas. La replicacion del
ADN no es un mecanismo simétrico, sino que cada hebra se replica en forma distinta exponiéndose
a diferentes condiciones que generan una tasa de mutacién diferencial entre ellas (Frederico et al.
1990). Esto causa un desbalance en las proporciones de las bases y de genes entre las hebras
(Francino y Ochman 2001; Frederico et al. 1990). La replicacién de la hebra rezagada se genera por
fragmentos de Okazaki quedando temporalmente como una hebra de ADN simple, que va a tender a
acumular una mayor cantidad de mutaciones respecto a la hebra lider (Frederico et al. 1990). La
replicacion de la hebra lider se genera de forma continua por lo que nunca estd como hebra simple,
sufriendo de esta manera una menor cantidad de mutaciones con respecto a la hebra rezagada
(Frederico et al. 1990). Sin embargo, se ha propuesto que gracias a la especificidad que posee la
ADN ligasa al unir los fragmentos de Okazaki, puede disminuir la probabilidad de acumular
mutaciones y conferir un grado de edicion de los errores (Housby y Southern 1998). De esta forma
se plantea que la hebra rezagada va a tender acumular menos cambios de bases con respecto a la
hebra lider. La hipdtesis mas aceptada para poder explicar la asimetria de bases entre las hebras es
debido al sesgo mutacional y en especial, a la mutacion de tipo desaminacion de citosina (Frank y
Lobry 1999). Generalmente la hebra lider tiene mas contenido de Guanina (G) y Timina (T)
respecto Adenina (A) y Citosina (C) y de genes con respecto a la hebra rezagada; a estos fenémenos
se los llama “GC-skew” (Lobry 1996) y “Gen-skew”, respectivamente. Estas caracteristicas en la
organizacion del genoma procariota son explicadas como una consecuencia en relacion a la
maquinaria de replicacion y transcripcion, siendo favorecida aquella configuracién en donde ambos
procesos son codireccionales. La diferencia en las bases se explicaria por una diferencia en la tasa
mutacional de ambas hebras. Dicho de otra forma, si la ARN polimerasa transcribe al mismo tiempo
un gen situado en la hebra rezagada va a presentar una mayor probabilidad de chocar con la ADN
polimerasa que replica el ADN en el sentido contrario generando transcriptos abortivos (Rocha
2004b). Si la ARN polimerasa transcribe en la misma direccién que la ADN polimerasa la
probabilidad de generar un transcripto abortivo disminuye y la replicacion es mas rapida (Rocha

2004b), siendo selectivamente favorecidos los genes situados en la cadena lider.



El aumento en la disponibilidad de genomas secuenciados ha permitido aproximarnos a comprender
las dindmicas de las fuerzas evolutivas que actlan en éstos. El incremento en el nimero de genes en
los genomas dependeria principalmente de la transferencia horizontal y no tanto de la duplicacion
génica (Treangen y Rocha 2011). Existe una relativa uniformidad en el cromosoma en términos de
densidad génica, composicion de secuencia, etc. Los genes son en muchos casos transcriptos en
conjunto (operones) y los procesos celulares estdn altamente asociados dada la inexistencia (en
general) de compartimentos subcelulares definidos. El tamafio del genoma se correlaciona con el
numero de genes (Mira et al. 2001), y a la frecuencia de transferencia horizontal de genes (Cordero
y Hogeweg 2009), con la aerobiosis y el contenido de GC gendmico (Naya et al. 2002). Sin
embargo, existe probablemente una correlacion negativa entre el tamafio del genoma y la estructura
y la conservacion de los operones (Nufiez et al. 2013). En conjunto, estas caracteristicas hacen que
los cromosomas de los procariotas tengan, al mismo tiempo, una organizacién compleja y
conservada y un repertorio génico altamente plastico (Rocha 2008). En definitiva, es altamente
aceptado que la organizacion de la informacion genética es un caracter bajo seleccién, en donde la
mayoria de los reordenamientos llevan a una disminucién en la adaptabilidad de los organismos que
lo poseen. La plasticidad y la organizacion del cromosoma son en Gltima instancia moldeados por la
seleccién, la deriva y la tasa mutacional, dependiendo de procesos celulares y ecolégicos. La
comprension de estas dinamicas es posible mediante estudios de genémica comparativa, siempre y
cuando estén disponibles un nimero significativo de organismos, idealmente siendo representativos

de cierta variabilidad ecoldgica, en un marco filogenético robusto (Koonin y Wolf 2008).

1.2 Uso de codones sinonimos

En el cddigo genético “universal”, todos los aminoacidos son codificados por méas de un codon a
excepcion de los aminoacidos Met y Trp que son codificados por un solo triplete. Los codones que
codifican a un mismo aminoacido son llamados codones sin6nimos. Este comportamiento del
cddigo genético en el que hay méas de un coddn para la codificacion de un aminoéacido se le conoce
como redundancia en el cdodigo. Este presenta una gran conservacion entre los organismos, sin
embargo se han reportados algunas excepciones (Santos et al. 2004). En un principio se pensaba
que los cambios sinénimos no tenian ningun efecto o eran neutrales en la sintesis proteica, porque
mantenian la codificacion del aminoacido, por lo que se tom6 como uno de los pilares de la
evolucion neutral (King y Jukes 1969). Sin embargo, no son utilizados en una misma frecuencia, ya

que en general se tiende a preferir al codon sindbnimo que se corresponda de mejor manera con el
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ARNt mas abundante (Gouy y Gautier 1982; lkemura 1985; Kanaya et al. 1999). Granthan y
colaboradores realizaron andlisis de correspondencia a las secuencias de ARNm de diferentes
organismos, y observaron agrupamientos por el tipo de genoma. De esta manera se postulo la
“hipdtesis gendmica”, en la que cada tipo de organismo posee un sesgo particular en el uso de
codones sindnimos (Grantham et al. 1980). Al ir aumentando la cantidad de secuencias disponibles,
se ha demostrado que no sélo existen sesgos en el uso de codones a nivel inter genémico sino que
también existen a nivel intra gendmico. Es decir, los codones sindnimos no se utilizan en una
misma frecuencia al compararseles entre organismos y entre genes de la misma especie (Gouy y
Gautier 1982; Ikemura 1985; Sharp et al. 2005). Se ha establecido que existe en ciertos genes un
sesgo hacia codones Ilamados 6ptimos, estando asociado este fendmeno al nivel de expresion (Gouy
y Gautier 1982). Por lo tanto, los genes méas expresados (los que codifican por ejemplo para
proteinas ribosomales, factores de elongacion) van a presentar una sesgo mayor en la preferencia de
determinados codones sindnimos, fenomeno generado y mantenido por la seleccion (Goetz y
Fuglsang 2005). Se ha demostrado que la eleccion de los codones preferidos por la seleccién son
particulares en cada organismo (Sharp et al. 2005; Sharp y Li 1986). Qué factores generan que
existan tales diferencias en la preferencia de ciertos codones sinbnimos en los organismos, es
todavia un tema sin resolver. Se ha encontrado una correlacion entre el contenido de GC en las
regiones intergénicas y los codones preferidos. En otras palabras, los organismos que presentan
regiones intergénicas ricas en GC, van a presentar codones preferidos ricos en GC, aunque este
patrén se debilita en los genomas pobres en GC (Hershberg y Petrov 2009). A nivel intra génico, se
ha demostrado que existe una preferencia para ciertos codones sindnimos sobre otros (Cortazzo et
al. 2002; Thanaraj y Argos 1996; Tuller et al. 2010), lo que podria afectar el plegamiento de las
proteinas produciendo cambios en su actividad biolégica y solubilidad (Cortazzo et al. 2002; Marin
2008). De esta manera el sesgo en el Uso de Codones Sindnimos (UCS) puede ser estudiado a nivel

inter e intra gendmico e intra génico.

1.2.1 Fuerzas que modelan el uso de codones sinénimos (UCS)

En términos generales, existen dos visiones que intentan explicar el origen y la dindmica en el

comportamiento del sesgo en el UCS: la seleccionista y la neutralista.

La visién seleccionista propone que el sesgo en el uso codones sindnimos contribuye a la eficacia y
fidelidad en la traduccion proteica, siendo éste el resultado de un balance entre el sesgo mutacional,
la deriva génica y la presion selectiva en una poblacion finita (Bulmer 1991). La teoria de

seleccion-mutacion-deriva, explica la permanencia de los codones sindbnimos no Optimos como
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resultado de un equilibrio dindmico entre la seleccion, la deriva génica y la mutacion. La seleccion
actua a favor de un coddn 6ptimo para cada aminoacido mientras que la mutacién y la deriva génica
permiten la persistencia de los codones no éptimos. Se ha demostrado que los genes que codifican
las proteinas ribosomales y otros genes de alto nivel de expresion prefieren un subgrupo de codones
sinénimos a los que se les considera como codones éptimos (Gouy y Gautier 1982). La preferencia
de los codones sin6bnimos Optimos generaria una tasa de elongacion mas rapida y con alta fidelidad
(Bulmer 1991; Hershberg y Petrov 2008). Habitualmente los genes méas expresados son los que
presentan un sesgo mas intenso en el UCS, siendo el mismo establecido y mantenido por la
seleccion. Es de destacar que estas ideas generales han sido reafirmadas en diferentes formas
(Akashi 1994; Musto et al. 2003). Por lo tanto, el uso de ciertos codones sinénimos pueden estar
implicado en la velocidad de traduccion (Tuller et al. 2010) y en la precision de la misma (Akashi
1994).

Por otra parte, el neutralismo explica el UCS como consecuencia del sesgo mutacional de cada
organismo Yy la mutabilidad de los codones, siendo la deriva la responsable en general de fijar las
variaciones (Kimura 1968). Las mutaciones silenciosas serian invisibles a la seleccién natural ya

que no modifican el aminoacido codificado.

El principal factor que determina el uso mayoritario de determinados codones sinénimos a nivel
global en el genoma es el sesgo mutacional (Chen et al. 2004; Knight et al. 2001), y este sesgo en el
UCS puede ser explicado en cada genoma a partir del contenido de GC en su secuencias
intergénicas (Chen et al. 2004). Los procariotas presentan un gran rango de GC en la secuencias del
genoma variando aproximadamente entre un 25% y 75%, principalmente afectando la tercera
posicién de los codones (Muto y Osawa 1987); por lo que, la variacion inter-génomica en el uso de
codones sindénimos, se puede explicar entonces facilmente por un proceso mutacional genémico
global mas que selectivo. Por otra lado, la vision seleccionista, propone que el porcentaje de GC de
un organismo va a estar influenciado por el sesgo mutacional pero también por la seleccion natural
(Musto et al. 2006; Naya et al. 2002). Se puede establecer, por lo tanto, un equilibrio dinamico entre
el sesgo mutacional y la seleccion natural, el cual determinaria el porcentaje de GC que posee un

genoma y por lo tanto, el sesgo en el UCS.

Por otro lado, existen algunas claras indicaciones de que la seleccion natural debe estar también
involucrada en el sesgo en el UCS a nivel intragénico. Por ejemplo, la presion mutacional no puede
explicar por qué en muchos casos los codones méas frecuentemente utilizados por los genes de alta

expresion, son aquellos que son reconocidos por el ARN de transferencia (ARNt) isoaceptor mas
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abundante (lkemura 1985; Kanaya et al. 2001; Kanaya et al. 1999). Los ARNt sufren
modificaciones postranscripcionales, afectando la eleccion de cierto coddn sin6nimo por otro
(Gustilo et al. 2008; Santos et al. 2004). Aquellas bacterias que poseen un tiempo generacional
corto tienen mas cantidad pero menos diversidad de genes de ARNt que las bacterias de generacion
mas largas (Rocha 2004a). Esto condiciona el UCS, optando por el codon que minimice el tiempo
requerido para que el ARNt isoaceptor llegue al sitio A del ribosoma. En general van a ser
favorecidas las interacciones del tipo Watson-Crick (WC) entre la tercera base del codén y la
primera base del anticodon (Ikemura 1981), lo que aumenta la especificidad de la interaccion de las
bases del codon con el ARNt. Varios modelos intentan explicar el uso diferencial de codones
sindnimos respecto al ARNt isoaceptor (Grosjean and Fiers 1982; Rocha 2004a). La interaccion del
ARNL isoaceptor con el coddn en el sitio A del ribosoma es mediante difusion. Se ha observado que
una estrategia para poder maximizar en tiempo y fidelidad es la reutilizacién del ARNt, ya que el
ARNIL luego de ser utilizado queda en la cercania del ribosoma, aumentando la probabilidad de ser,
una vez cargado, usado nuevamente (Cannarozzi et al. 2010). De acuerdo con esto, los genes que
utilizan los codones reconocidos por los ARNt isoaceptores méas abundantes, seran traducidos mas
eficientemente y con menos errores. Sin embargo, se ha demostrado que cambios en la
concentracion ya sea por mutaciones o pérdida de genes de ARNt no dieron lugar a cambios
significativos en la eficiencia de la elongacion (Pop et al. 2014). De esta manera no queda claro
cuales son los beneficios a nivel de la eficacia en la traduccion y elongacion, y la implicancia del

sesgo en uso de codones sin6nimos y la concentracion de los ARNL.

El ARNm no solo lleva consigo el codigo que codifica a los aminoacidos de una proteina, sino que
presenta varias particularidades que pueden afectar la sintesis de la proteina, por ejemplo, la
formacion de determinada estructuras secundarias a nivel del ARNm (“stems” o “loops™). Se ha
encontrado que en el extremo 5’ l0S mensajeros presentan una menor estructura secundaria, la que
esta vinculada con la tasa de iniciacion (Pop et al. 2014). La minima energia libre (MFE) de una
molécula de ARN es afectada por el nimero, composicién y arreglo de los nucleétidos en la
secuencia (Trotta 2014). Seffens y Digby (1999) demostraron que la MFE esta relacionada con la
longitud del ARN: cuanto mas larga sea la secuencia del ARN, méas negativa va a ser la MFE. Las
secuencias de ARNm nativos presentan un valor de MFE mas negativo en forma general con
respecto a las secuencias de ARNm hechas en forma aleatoria. Este patron podria estar reflejado en
el UCS, favoreciendo las estructuras que contribuyen con la estabilidad en el plegamiento del
ARNmM (Seffens y Digby 1999). Se ha demostrado que existe una conservacion en la estructura
secundaria de los ARNm, por lo que las mutaciones que alteren a la estabilidad del ARNm son

eliminadas por la seleccion (Chursov et al. 2013). Estructuras estrechamente plegadas en el ARNm
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llevan a una dificultad en la iniciacion de la traducciéon y por lo tanto se disminuye la sintesis
proteica (Kudla et al. 2009; Pop et al. 2014). Sin embargo se ha demostrado una correlacion
positiva entre el plegamiento del ARNm con las proteinas mas expresadas (Gorochowski et al.
2015; Park et al. 2013). Ademas, recientemente se ha encontrado una posible asociacién entre las
regiones del ARNm que contienen elementos de estructura secundaria estable con regiones de

proteinas que codifican dominios compactos y proteinas de gran tamafio (Faure et al. 2016).

Por lo tanto resulta razonable concluir que el ARNm no sélo contiene la informacion de los
aminoacidos a codificar sino que posee capas de informacion que pueden influir en la sintesis
proteica. Se ha observado que ciertos grupos de proteinas tienen un uso particular de codones
sindnimos o presentan un sesgo en ciertas regiones (Thanaraj y Argos 1996; Tuller et al. 2010). Las

proteinas de membrana serian un caso particular e interesante por sus funciones en la célula.

1.3 Proteinas de membrana

Las proteinas de membrana estan constituidas por regiones hidrofébicas (regiones transmembrana,
de aqui en adelante TM) y otras que las separan (no transmembrana, NOTM). Estas proteinas son
ricas en los aminoacidos hidrofébicos Leu, Met, Cys, Val, Phe, lle (Hessa et al. 2005), siendo
utilizados con mayor frecuencia en las regiones TM que en las regiones NOTM (Martinez-Gil et al.
2011). Estas se expresan en general en menor cantidad que las proteinas “citoplasmaticas”, y se
estima que las regiones que codifican proteinas de membrana estan entre el 20-30% de los marcos
de lectura abierta y muestran una relacién positiva con el aumento del tamafio del genoma (Boyd et
al. 1998). Los codones que codifican a los aminoacidos hidrofobicos (Hessa et al. 2005) tienen un
enriquecimiento en U que llega al 50% de sus bases (Prilusky y Bibi 2009). Se ha demostrado
ademas que las proteinas de membrana son ricas en los aminoacidos hidrofilicos Ser y Tyr (Prilusky
y Bibi 2009). La regién hidrofébica esta constituida por un conjunto de alfa hélices que atraviesan
la membrana y se unen entre si a través de puentes de hidrogeno con un motivo GXXXG (G es el
aminoacido Gly y X cualquier aminoacido hidrofébico) (Curran y Engelman 2003; Melnyk et al.
2004). Si bien aminoacidos polares como la Thr y Ser no son favorables energéticamente a la
interaccion entre la membrana plasmatica y la proteina de membrana, sirven para poder generar
puentes de hidrdgeno entre las alfa hélices estabilizando a las mismas en estas proteinas (Dawson et
al. 2002). Por otra parte, mutaciones de aminoacidos no polares a polares en las regiones TM
generan proteinas aberrantes (Curran y Engelman 2003; Gaucher et al. 2006). La sumatoria de

residuos no polares neutralizan los efectos desfavorables de los residuos polares (Hessa et al. 2005).
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Las regiones TM estan conectadas por giros que pueden ser grandes o pequefios. Las regiones
citoplasmaticas tienen un enriquecimiento de aminoacidos con carga negativa, mientras que las
regiones extracelulares muestran un enriquecimiento de aminoacidos con carga positiva (Wallin y
von Heijne 1998). Se ha encontrado que los aminoacidos mas conservados en la regiones TM son
Gly, Pro y Tyr (Liu et al. 2002), quizds por no ser hidrofobicos es que presentan tal

comportamiento.

Varios estudios indican que cambios sindnimos pueden afectar la estabilidad del ARNm, la
estructura de iniciacion del ARNm y el plegamiento de la proteina (Fredrick e Ibba 2010; Marin
2008). Por otra parte se ha sugerido que la sintesis proteica no se da a una velocidad constante
(\Varenne et al. 1984): recientemente, se ha demostrado con experimentos de perfiles de ribosomas,
que la velocidad de traduccién no es uniforme en el mismo ARNm o entre distintos ARNm (Ingolia
2016; Ingolia et al. 2009). Existe evidencia que sugiere fuertemente que las proteinas de membrana
son sensibles a la utilizacion de codones sindnimos, afectando la estabilidad del ARNm, viéndose
disminuida la expresion de la proteina (Duan et al. 2003; Makino et al. 1997). El plegamiento y la
estructura de las proteinas de membrana son también sensibles a la utilizacion de codones
sinénimos (Kimchi-Sarfaty et al. 2007); por ejemplo las alfa hélices son traducidas mas rapido con
respecto a las hoja beta o los loops (Thanaraj y Argos 1996). En general, se ha encontrado que los
primeros 30-50 codones son “raros” (no 6ptimos™) siendo traducidos por ARNt poco abundantes, de
esta manera la region 5' se traduce mas lenta que la region 3’, esto tiene como consecuencia que
disminuya la probabilidad de estancamiento de los ribosomas en el transcurso de la lectura del
ARNmM (Tuller et al. 2010). Asi, una lectura lenta en las region 5 genera una menor frecuencia de

ribosomas en las region 3’ y evita posibles colisiones que lleven a la pérdida del ARNm.

El estudio en el UCS se ha hecho extensivo a varios grupos de bacterias con genomas secuenciados.
En términos generales se acepta que la seleccidn es operativa en muchos organismos (Iriarte et al.
2013; Sharp et al. 2005), incluso en parasitos (Iriarte et al. 2011). Sin embargo hay familias enteras
de organismos que no han sido estudiadas en profundidad. Este es el caso de la familia
Comamonadaceae, lo que es doblemente extrafio dada la importancia o potencial biotecnolégico

que presentan los organismos de esta familia.



1.4 Caracteristicas y evolucion de la familia Comamonadaceae

Las bacterias de la familia Comamonadaceae son Gram-, son parte de las beta proteobacterias y
presentan un rango de GC de 52 a 70% (Willems 2014). Las especies pertenecientes a esta familia
pueden ser encontradas en diversos héabitats, que van desde el suelo, aguas subterraneas, lodo, agua
en procesos industriales (Albidiferax, Alicycliphilus, Caenimonas, Curvibacter, Comamonas,
Delftia, Diaphorobacter, Extensimonas, Giesbergeria, Simplicispira, Hydrogenophaga,
Hylemonella, Lampropedia, Limnohabitans, Macromonas, Malikia, Ottowia, Polaromonas,
Pseudacidovorax, Pseudorhodoferax, Rhodoferax, Variovorax, Xenophilus). Algunas son patdgenas
de plantas (Acidovorax, Xylophilus), mientras que otras se han encontrado en muestras clinicas
(Acidovorax, Comamonas, Delftia acidovorans). Se detectaron bacterias simbioticas del género
Verminephrobacter en los nefridios (Lund et al. 2010) y en habitats muy frios polares o de otro tipo
(Polaromonas, Rhodoferax antarcticus), incluyendo el Océano Antartico (Polaromonas vacuolata),
y en el suelo desierto (Ramlibacter). Son quimioorganotréficas o quimiolitotrofas facultativas con
oxidacion de H2 o CO. Poseen respiracion aerdbica, utilizando por lo tanto en forma general al
oxigeno como ultimo aceptor de electrones, con algunas excepciones, donde utilizan nitrato como
ualtimo aceptor. La temperatura 6ptima de crecimiento se encuentra en el rango de 36-46 grados
Celsius a excepcion de las Polaromonas, que presentan un rango de temperatura de 4 a 18 grados
Celsius (por una descripcién completa de la familia, ver Willems 2014). En el momento en que se
escribe este trabajo, los genomas completamente secuenciados pertenecientes a este grupo son
Comamona, Acidovorax, Alicycliphilus, Delftia, Polaromonas, Ramlibacter, Rhodoferax y

Variovorax.

Las bacterias del género Comamonas crecen bien con la mayoria de los &cidos organicos y
aminoacidos pero utilizan muy pocos azUlcares (De Vos et al. 1985). Son capases de degradar una
amplia variedad de compuestos complejos aromaticos, esteroides y muchas moléculas organicas
complejas hechas por el hombre (Willems 2014). Utilizan el oxigeno como aceptor final de
electrones. Ha sido descrito que cepas de C. testosteroni son capaces de degradar hidrocarburos
aromaticos policiclicos, tales como fenantreno, naftaleno y antraceno (Goyal y Zylstra 1996). La
cepa C. testosteroni es resistente al cadmio y se ha aislado de suelos contaminados con metales
pesados (Kanazawa y Mori 1996), y las cepas de Comamonas resistentes al niquel, se han aislado
de suelos contaminados con niquel-percolado (Stoppel y Schlegel 1995). Debido a su capacidad
para degradar una amplia variedad de compuestos organicos complejos, las cepas de Comamonas

son de interés potencial en la biorremediacion.



A partir de estudios con el rRNA 16S se identificaron a los miembros del género Comamonas, entre
otros integrantes de la familia Comamonadaceae (Amann et al. 1996). El género se validd en 1985,

cuando el nombre fue restablecido (De Vos et al. 1985).

El género Acidovorax presenta flagelos y un tipo de respiracion aerobia, y su contenido de GC varia
entre 62% y 70%. La bacterias de este género constituyen uno de los organismos dominantes del
suelo, compost viejo y fuentes de agua dulce. Son capaces de degradar a los compuestos poli-3-
hidroxibutirato (PHB) y poli-3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato (PHBV) in vitro (Mergaert y
Swings 1996). A. avenae subsp. avenae es capaz de despolimerizar los polimeros termoplasticos
sintéticos, tales como poli-butileno succinato-co-butileno adipato y poli-caprolactona y materiales
compuestos de poli-caprolactona-almiddn, y se ha aplicado con éxito en un sistema in vitro en un
ensayo de biodegradabilidad (SCANDOLA* et al. 1998). Tres especies de Acidovorax son los
agentes causales de enfermedades en varias plantas. A. avenae subsp. avenae causa sintomas de
tizon foliar en muchos miembros de la familia Poaceae, incluyendo el maiz (Zea mays), cafia de

azucar (Saccharum officinarum) (Claflin et al. 1989).

Se han comparado las especies del género Verminephrobacter que viven como endosimbiontes en
las lombrices de tierra, con las de dos cepas de vida libre estrechamente relacionados, Acidovorax
avenae subsp. citrulli AACO00-1 y Acidovorax sp. JS42. La comparacion reveld que el tamafio del
genoma no se redujo y no mostrd sesgo hacia A-T en los simbiontes (Kjeldsen et al. 2012).

El género Rhodoferax presenta varias formas de obtener la energia para su crecimiento, a partir de
la fotosintesis, respiracion aerdbica, o fermentacién. Se pueden aislar en agua dulce rica en materia
organica y presenta flagelos. Este fue incluido dentro de las betaproteobacterias, gracias a un
estudio filogenético basado en secuencias de ARN 16S (Hiraishi 1994).

El género Variovorax presenta flagelos, una respiracion aerobia estricta y puede ser aislado de suelo
contaminado. Se han reportado cepas de agua de rio que degradan compuestos alifaticos como
carbonato de policarbonatos de polihexametileno y carbonato de tetrametileno (Suyama et al. 1998).

El género Delftia se cre6 a partir de analisis filogenéticos y fenotipicos de la bacteria Comamonas
acidovorans, re-nombrandola Delftia acidovorans (Wen et al. 1999). Es un organismo aerobio
estricto (Willems 2014), con un contenido de GC que varia entre 67% Yy 69%. Se ha demostrado que
las cepas Delftia sp. JD2 y D. acidovorans SPH-1 pueden reducir el Cr (V1) a Cr (I11) (Garavaglia et
al. 2010; Morel et al. 2011), siendo este ultimo menos perjudicial para los organismos (Cheung y
Gu 2007). Este género posee una gran versatilidad a la hora de degradar compuestos organicos e

inorganicos (Juarez-Jimenez et al. 2010). Es capaz de fijar nitrégeno en vida libre, con una
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nitrogenasa que funciona con vanadio (Morel et al. 2011). La contaminacion por metales pesados de
los suelos a menudo se asocia con deficiencia de hierro en una gama de diferentes especies de
plantas (Mishra y Kar 1974). Se ha encontrado en Delftia sp. JD2, la produccion de sideréforos y la
fitohormona acido indol acético (Morel et al. 2011). Una vez unido el hierro con el sider6foro
bacteriano, este complejo puede ser tomado por las plantas y por lo tanto sirven como una fuente de
hierro para ellas (Bar-Ness et al. 1992). Las bacterias que promueven el crecimiento de las plantas
pueden influir positivamente en el crecimiento y su desarrollo (Castro-Sowinski et al. 2007), de esta
manera se podrian sustituir métodos quimicos por este tipo de metodologias biolodgicas, las que son
mas baratas y menos contaminantes.

Delftia sp JD2 y los organismos de la familia Comamonadaceae presentan caracteristicas
potenciales, como para la biorremediacion de metales pesados o como inoculantes para

leguminosas, haciéndolas atractivas para su estudio evolutivo.

A partir de estos antecedentes, nos propusimos secuenciar y profundizar en el estudio de la
estructura, composicién exhaustiva genémica y hacer una clasificacion filogenética de Delftia sp.
JD2. Se trabajo con las secuencias de esta bacteria y con los organismos secuenciados
completamente y los incompletos (“borradores”) pertenecientes de la familia Comamonadaceae. A
partir del andlisis de la secuenciacion se estudié cudl era la hebra lider, la rezagada, el orden de los
genes comparandolo con el resto de los organismos filogenéticamente cercanos, asocidndola con la
filogenia de la familia Comamonadaceae. Hasta el momento no se ha encontrados trabajos que
analicen el uso de codones sindnimos en estos organismos. Como se menciond anteriormente 1os
organismos de esta familia presentan particularidades interesantes en lo que respecta a la
biotecnologia o biorremediacion. A nivel génico analizamos la hipdtesis de posible seleccion a nivel
de traduccion en los organismos en estudio, identificando cuales son los codones 6ptimos, y por

altimo se cuantificé la tasa evolutiva de los genes ortélogos.
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OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

Secuenciar y analizar el genoma completo de Delftia sp JD2. Comparacion de los resultados

obtenidos con los ya publicados en otros organismos de la familia Comamonadaceae.

2.2 Objetivos especificos.

En este sentido se dara especial énfasis a:

. Ensamblar el genoma de la bacteria Delftia JD2, anotar los genes, identificar
los genes ortdlogos y realizar la reconstruccion filogenética utilizando las
proteinas ribosomales.

o Realizar la busqueda de seleccion en la traduccion en los organismos de la
familia Comamonadaceae.

o Determinar los codones traduccionalmente éptimos en el organismo y en la
familia, en un marco filogenético.

o Determinar si las proteinas de membrana presentan un uso particular de
codones sindnimos entre las regiones transmembrana con respecto a las no

transmembrana.

. Relacionar la energia minima libres de plegamiento del ARNm entre los genes

que codifican a las proteinas ribosomales con respecto el resto de los genes del

genoma.
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MATERIALES Y METODOS

3.1 Secuencias y Organismos

Los genomas completamente secuenciados fueron obtenidos via ftp de la base de datos del NCBI

(ftp://ftp.ncbi.nih.gov/genomes/Bacteria). Se utilizaron un total de 18 organismos perteneciente a la

familia Comamonadaceae completamente secuenciados, 13 “Draft” y la cepa Delftia sp JD2.

3.2 Secuenciado y Ensamblado

El ADN gendmico se secuencio en Macrogen, Inc., Corea del Sur, utilizando un sistema de lllumina
HiSeq 2000. A partir de los resultados de la secuenciacion se analizaron los "“reads", usando el
programa fastQC (http://www.bioinformatics.bbsrc.ac.uk/projects/fastqc/). Se eliminaron los

adaptadores illumina y los “reads” de baja calidad utilizando los programas scythe y sickle,
respectivamente; se analiz6 nuevamente a los "reads" restantes mediante la utilizacion del programa

fastQC  (http://www.bioinformatics.bbsrc.ac.uk/projects/fastqc/). El ensamblado se realizd

utilizando el programa Spade 3.0.0 (Bankevich et al. 2012) y luego se evalu6 el ensamblado
mediante el programa ABACAS (http://sourceforge.net/projects/abacas/files/). Por Gltimo se utiliz6
el genoma de Delftia acidovorans SPH-1 como referencia para verificar si el ensamblado es
correcto. Se identificaron a los marcos abiertos de lectura (ORF) mediante la utilizacion del

programa online RAST (http://rast.nmpdr.org/) (Aziz et al. 2008). Los posibles genes encontrados a

través del programa RAST, fueron validados a partir de un analisis en Blastp utilizando las
secuencias aminoacidicas de éstos (Pruitt et al. 2005). Nos quedamos con los Hit que mostraron un

e-value < 1x10-20.

3.3 Andlisis de Delftia sp. DJ2

Mediante un script realizado en el laboratorio se identificaron los genes ortélogos entre los genomas
de las bacterias Delftia sp. JD2, Delftia Cs 1-4, Delftia acidovoras SPH-1, siguiendo el criterio de

“Best Reciprocal Hit” entre las proteinas, utilizando la herramienta BLASTp (Altschul et al. 1990).
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Luego se identificaron a los genes que se encuentran Unicamente en Delftia sp. JD2, con respecto a
Delftia Cs 1-4 y Delftia acidovorans SPH-1, utilizando el programa BLASTp, mediante las
secuencias codificantes de Delftia sp. JD2. Para descartar posibles genes mal anotados, se utiliz6 la
herramienta tBLASTXx con los genomas de Delftia Cs 1-4 y Delftia acidovorans SPH-1.

De los genes Unicos que presenta Delftia sp. JD2 con respecto a las otras dos Delftia completamente
secuenciadas se eligié al gen dss.5102, que estd vinculado a la resistencia a metales pesados. A
partir de este gen se realiz6 a través de la utilizacion de la herramienta BLASTp una blsqueda en
todos los genomas de Genbank (Marzo 2016). Se realizo una filogenia con los genes que mejor
“pegaron” con un e-value -10 con respecto al gen dss.5102, mediante el método maxima
verosimilitud, utilizando el programa PHYML 3.0 (Guindon et al. 2010)

Se analiz6 la similaridad mediante el promedio de la identidad nucleotidica (ANI) entre Delftia Cs
1-4 y Delftia acidovorans SPH-1. Este indice se utiliza para poder delimitar especies a partir de
secuencias nucleotidicas (Goris et al. 2007). Genomas que presenten un valor superior del 95% de
AN, se las puede considerar de la misma especie.

Las predicciones de los operones se obtuvieron de la pégina the Prokaryotic Operon DataBase
(ProOpDB; http://operons.ibt.unam.mx/OperonPredictor/) (Taboada et al. 2012).

3.4 Reconstruccion filogenética

Mediante un script realizado en el laboratorio se identificaron los genes ortélogos entre los genomas
de las bacterias de la familia Comamonadaceae, siguiendo el criterio de “Best Reciprocal Hit” entre
las proteinas, utilizando la herramienta BLASTp (Altschul et al. 1990). Nos quedamos con los
genes que presentan un valor de probabilidad de e-10. De esta forma la basqueda de los genes
ortlogos entre las bacterias sera muy restrictiva disminuyendo la probabilidad de quedarnos con
genes paralogos, o genes que fueron incluidos en el genoma a través de transferencia horizontal.
Las proteinas ortologas fueron alineadas independientemente utilizando el programa ClustalW
(Thompson et al. 1994).

A partir de los genes ortélogos se identificaron a las proteinas ribosomales ortélogas tomando en
cuenta la notacion de cada genoma. Por otra parte, se realizd un blastp entre una base de proteinas
ribosomales y las proteinas ribosomales ortologas, de esta manera nos aseguramos de que estamos
trabajando efectivamente con este grupo de proteinas. Finalmente, obtuvimos un total de 50
proteinas ribosomales ortélogas. Para poder realizar la reconstruccién filogenética, se concatenaron
los alineamientos de estas proteinas. Se estimO el modelo de sustitucion de las secuencias
aminoacidicas utilizando el programa Modelgenerator (Keane et al. 2006). EI modelo de sustitucion

aminoacidica que mejor se ajusta a las secuencias de las proteinas ribosomales es el LG+G. Por
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ualtimo, la reconstruccion filogenética se realizd mediante el método de maxima verosimilitud,

utilizando el programa PHYML 3.0 (Guindon et al. 2010).

3.5 Uso de codones sinénimos, andlisis bdsicos del genoma y prediccion de ARNt

El uso de codones sindénimos (UCS) fue calculado utilizando el programa CodonW 1.4.2 escrito por

Peden y disponible en http://sourceforge.net/projects/codonw/. Los codones que codifican los

aminodcidos Met y Trp y los tres “stop” fueron excluidos. Con estos datos se realizo el analisis de
correspondencia dentro del grupos (WCA) (Charif et al. 2005; Suzuki et al. 2008), utilizando el
paquete ADE4 de R (Thioulouse et al. 1997). Ademas, para cada gen, se calcul6 el valor MELP
(Supek y Vlahovicek 2005) utilizando INCA2.1 (Supek y Vlahovi¢ek 2004). MELP es un predictor
del nivel de expresion, independientemente de la longitud y composicion de bases del gen. Este
indice mide la similitud de uso de codones entre los genes y un grupo de genes altamente
expresados seleccionados (GAE). En todos los casos, se establece la referencia para el calculo de
este indice solo a los genes que codifican a las proteinas ribosomales.

Se utilizo el estadistico y: de contingencia para determinar los codones mas utilizados (codones
Optimos).

El coeficiente de seleccion (S) en el uso de codones fue calculado de acuerdo a Sharp et al. (2005),
utilizando como referencia a los GAE de cada organismo. Para cada especie se calcularon 1.000
valores de S, a partir de genes elegidos en forma aleatoria del genoma. Se registré el rango de los
valores de S incluyendo el 95% de las muestras. El valor de 0,4 se establecié como umbral para
considerar significativa la seleccion sobre la traduccion. La inercia filogenética asociada con el
coeficiente de seleccion en Comamonadaceae se estimé siguiendo el método desarrollado por
Vieira-Silva y Rocha (2008). Para cada par de genomas, se estudio la asociacion entre la distancia
cofenética y el valor absoluto de la diferencia del coeficiente de seleccion. La distancia cofenética
fue estimada en base al largo de las ramas de arbol filogenético utilizando la funcién cophenetic en
el paquete APE en R (Paradis et al. 2004). Se realiz6 la reconstruccién ancestral del coeficiente de
seleccion utilizando al funcion fastAnc en el paquete phytools (Revell, 2012).

El estudio exhaustivo de la composicion de las secuencias codificantes se hizo utilizando el
programa CodonW 1.4.2. Con el mismo programa se estimo para cada gen las frecuencias de bases
en la primera, segunda y tercera posicion del codon y la frecuencia de guanina mas citosina (GC).
Para la estimacion de las bases GC en la tercera posicién del coddn se utilizaron a las secuencias de
los codones pertenecientes a los cuartetos naturales y a los cuartetos de los sextetos. Se predijo la
presencia de los genes codificantes para los ARNt y sus respectivos anticodones en cada genoma,
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utilizando el programa tRNAscan-SE-1.3.1, aplicando un modelo “mixed” general con parametros
establecidos por defecto (Lowe y Eddy 1997) (http://lowelab.URCSc.edu/tRNAscan-SE/).

3.6 Estimacion de la distancia molecular

Los secuencias ortdlogas entre los organismos de la familia Comamonadaceae, tomados de a pares,
fueron identificadas utilizando el criterio de “best reciprocal hit” como se describi6é previamente en
la seccion “Reconstruccion filogenética”. Las secuencias obtenidas fueron traducidas y alineadas
utilizando el programa ClustalW (Thompson et al. 1994); las secuencias de ADN se alinearon a
partir del alineamiento aminoacidico utilizando el programa Tranaling implementado en el paquete
EMBOSS (Rice et al. 2000). Las distancias moleculares sinénimas (dS) y no sinonimas (dN) fueron
estimadas en base a un modelo de méaxima verosimilitud, utilizando el programa codeml, que se
incluye en el paquete PAML4.0 (YYang 2007). S6lo se consideraron secuencias con una divergencia

sinébnima menor a 1,5 (dS < 1,5).

3.7 Sesgo en el uso de codones en las regiones conservadas en las proteinas

Las regiones conservadas (RC) y no conservadas (NRC) fueron identificadas y separadas utilizando
el programa Gblock con los siguientes pardmetros —b1=32, —-b2=32, —b3=1 and —b4=2 (Talavera y
Castresana 2007). Blogues con una longitud de al menos dos aminoacidos sin cambios en todas las
especies y con un maximo de una posicién contigua no conservada, fueron agrupados y utilizados
para este estudio. Lo robusto de este método para definir las RC fue testeado utilizando
estimaciones de p-distancias pareadas, utilizando el programa distmat implementado en el paquete
EMBOSS (Rice et al. 2000). El valor de p-distancia es proporcional a los sitios de aminoacidos en
la que las dos secuencias comparadas son diferentes. EI sesgo en el uso de codones en las RC fue
estimado como la diferencias entre el RSCU de cada coddn entre las RC respecto a las NRC. Se
utiliz6 el estadistico y* de contingencia para determinar que codén se utiliza en forma

significativamente mas frecuente en las RC.

3.8 Prediccidn de los genes de las proteinas de membrana

Mediante el programa TMHMM basado en un modelo de cadenas ocultas de Markov (disponible en

la pagina web http://www.cbs.dtu.dk/servicessTMHMMY/), se identificaron los genes que codifican

15



proteinas de membrana (Krogh et al. 2001; Sonnhammer et al. 1998). A partir del resultado del
programa TMHMM se identificaron las regiones TM y NOTM en dichas secuencias, las que fueron
obtenidas, concatenadas y clasificadas por un script realizado en el laboratorio. Se utilizd el
estadistico y* de contingencia para determinar los codones més utilizados por las regiones TM con

respecto a las regiones NOTM.

3.9 Estructura secundaria del ARN mensajero

Se calculd la energia minima libre (MEL) utilizando el programa RNAfold, incluido en el paquete
ViennaRNA version 2.1.5 (Lorenz et al. 2011; Zuker y Stiegler 1981). Los valores de MEL son
expresados como negativos y en unidades Kcal/mol. Para poder hacer comparables a los valores de
MEL de las distintas secuencias de ARNm, se normalizé por la longitud de las secuencias (MELN).
MELN se calcula dividiendo el valor de MEL por la longitud de la secuencia del ARNm y
multiplicando el resultado por 100 para relacionar el valor de MEL con un segmento de 100
nucleétidos: MELN=100*MEL/largo (Zhang et al. 2006).

Para poder tener variables estadisticamente independientes, o sea sin la influencia de la inercia
filogenética, se estimaron los valores para la variables de interés utilizando el método phylogenetic
independent contrast (PIC) (Felsenstein 1985) utilizando el paquete ape (Paradis et al. 2004) del
programa R (Development Core Team 2011), tomando en cuenta la filogenia inferida utilizando a

las proteinas ribosomales.
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RESULTADOS Y DISCUSION.

4.1 Ensamblado del genoma y anadlisis composicional de Delftia sp. JD2

La secuenciacion del genoma de Delftia sp JD2 presentd un total de 15:287.096 “paired-end reads”
(2 X 100 ciclos) con una cobertura de 36,8. Después de realizado el ensamblado de novo, se obtuvo
un total de 219 contigs con un longitud promedio de 30.894 pb (274.616 pb el mas largo y 77 pb el
mas corto). Este resultado sugiere que Delftia sp. JD2 presenta un cromosoma circular con un total
de 6:765.786 pb de largo, y su contenido en GC es de 67%. La anotacion del borrador del genoma
se realiz6 utilizando RAST mediante el subsistema de SEED. EI genoma predicho presenta 6.051
secuencias codificantes para proteinas y dos copias del ARNr16S. Entre los genes predichos que
codifican proteinas, 25,7% son consideradas como hipotéticas y 2.647 genes fueron clasificados en
500 subsistemas por RAST. Para entender los procesos que acttan en el genoma de Delftia sp. JD2
haciendo énfasis en aspecto evolutivos, se realizd una comparacion entre éste genoma y los de
Delftia acidovorans SPH-1 y Delftia Cs1-4.

Utilizando las secuencias de los genomas de Delftia Cs1-4 y D. acidovorans SPH-1 con respecto al
genoma de Delftia sp. JD2 se estimaron los valores de ANI, los que fueron de 98,65% 0 98,07%
entre Delftia sp. JD2 y D. acidovorans SPH-1 o D. Csl1-4, respectivamente. Por lo general, una
gama umbral de 95-96% se considera una medida robusta de similitud gendmica entre cepas (Kim
et al. 2014). Este resultado sugiere que estas cepas probablemente pertenezcan a la misma especie
que D. acidovorans SPH-1.

Mediante un script realizado en el laboratorio se identificaron los genes ort6logos entre las tres
Delftias, siguiendo el criterio de “Best Reciprocal Hit” entre las proteinas, utilizando la herramienta
BLASTp (Altschul et al. 1990). A partir de los genes ortélogos se analiz6 el pan-genoma entre las
bacterias Delftia sp. JD2, D. acidovorans. SPH-1 y Delftia Cs1-4 (Figura 1). El diagrama de Venn
de los tres organismos presenta un genoma ‘“core” compuesto por 4.799 genes ortélogos,
correspondiendo aproximadamente al 79% de todas las secuencias codificantes de proteinas del
genoma del Delftia sp. JD2 (Figura 1). El alto nimero de genes que comparten los tres genomas
refleja una alta conservacion a nivel de secuencia y funcién dentro del género. La cepa Delftia sp.
JD2 present6 un total de 750 genes que no pudieron cumplir con el criterio de “Best Reciprocal
Hit”, aproximadamente el 12,4% de las secuencias codificantes de proteinas. Estos genes

supuestamente solo estan presentes en ella, no presentando ortélogos en las otras dos cepas.
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Naturalmente, con la disponibilidad de nuevas secuencias de Delftia, estos valores podrian cambiar.

Delftia sp. JD2 E Delftia acidovorans SPH-1

908

Delftia Cs1-4

Figura 1. Diagrama de Venn de los genes ort6logos en las tres Delftia muestra el pan genoma de las cepas. Las regiones
solapadas representan a los genes ort6logos en comin entre los genomas.

4.2 Andlisis de posibles eventos de transferencia horizontal de genes en Delftia sp. JD2

Se identificaron 301 genes que se encuentran unicamente en Delftia sp. JD2 con respecto a las otras
dos cepas completamente secuenciadas. Los genes unicos presentaron una media de MELP de 0,84
+ 0,22, mientras que los genes que codifican a las proteinas ribosomales (consideradas de alta
expresion) presentan valores mas altos con una media de 1,7 £ 0,34 (Figura 2). Por otra parte, los
genes ortdlogos son el grupo que presentan en promedio el valor de MELP maés bajo: 0,72 + 0,18
(Figura 2). Los tres grupos de genes presentan diferencias significativa entre si (W, p<0,05). Los
genes Unicos presentan valores superiores con respecto a los valores que presentan los genes
ortologos, sin embargo no llegan a alcanzar los valores que presentan los genes que codifican a las
proteinas ribosomales. A partir de este resultado se puede inferir que los genes Gnicos no son genes
de alta expresion, sin embargo presentan un valor superior a la media del indice de expresion

(MELP) con respecto a los genes ortélogos (Figura 2).

Al comparar el contenido de GC entre los tres grupos de secuencias, se puede apreciar que los genes
que codifican a las proteinas ribosomales con respecto a los genes unicos no presentan diferencias
significativas (W, p> 0,05). Los genes ribosomales y los genes Unicos presentan un valor medio de
GC de 0,58 + 0,02 y 0,60 + 0,02 respectivamente (Figura 2). Por otra parte, los genes ortélogos

presentan un media en el contenido de GC de 0,67 + 0,03. De esta manera, los genes ortélogos
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presentan un enriquecimiento significativo (W, p < 0,05) en el contenido de GC, con respecto a los
genes Unicos y a los genes ribosomales. Los genes Unicos podrian ser consecuencias de
transferencia horizontal de genes (THG) ya que no solamente no estan presentes en cepas
estrechamente emparentadas, si no que a su vez presentan un patron diferente al de los genes

ortologos, con respeto al contenido de GC.
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Figura 2. Se muestra la distribucion de los valores de MELP y el contenido de GC de los genes ort6logos entre las tres
bacterias del género Delftia, de Delftia sp. JD2, los genes de las proteinas ribosomales y los genes que se encuentran
solamente en la bacterias Delftia sp. JD2 con respecto a las otras dos cepas. Se muestran a los ocho genes que serian
probablemente el resultados de posibles transferencia horizontal, y que presentan colinealidad entre Delftia sp. JD2 con
organismos filogenéticamente lejanos.

Se ha demostrado que Delftia sp. JD2 presenta caracteristicas bioldgicas importantes, por ejemplo
se la puede considerar como una bacteria promotora de crecimiento de plantas, presentando a su vez
genes de resistencia a metales pesados como por ejemplo al cromo (Morel et al. 2011). De alli
resulta plausible postular que la incorporacion de genes por transferencia horizontal puede, en estos
genomas, estar vinculada con la riqueza metabdlica que demuestran. Como se ha mencionado
anteriormente, uno de los factores que impulsan la expansion de los genes en los procariotas es la

transferencia horizontal (Treangen y Rocha 2011).

Entre los 301 genes Unicos que presentan Delftia sp. JD2 existen varios genes con funciones de
resistencia a metales pesados. Uno de ellos tiene codifica para la resistencia a cobalto, zinc y
cadmio (dss.5102, Cobalt-zinc-cadmium resistance protein CzcD). Se construyd una filogenia
tomando a ese gen y las secuencias méas similares, en una busqueda a través de un blastp tomando a
todos los genomas y plasmidos disponibles en el Genbank (Marzo 2016). A partir de la filogenia, se
puede apreciar que el gen dss.5102 se asocia con los organismos Pseudomonas aeruginosa
LESB58, Parvibaculum lavamentivorans DS-1 y Cupriavidus metallidurans CH34 con un gran
apoyo en el nodo (Figura 3). Las bacterias que se asocian con Delftia sp. JD2, provienen de grupos
lejanos filogenéticamente y todas estan incluidas en el phylum Proteobacterias. P. aeruginosa
LESB58 y P. lavamentivorans DS-1 estan clasificadas dentro de la clase Gammaproteobacteria y

Alphaproteobacteria, respectivamente. En cuanto a la bacteria C. metallidurans CH34 es la que se
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encuentran mas cercana con respecto a Delftia sp. JD2 ya que ambas pertenecen a la clase
Betaproteobacteria, aunque en diferentes familias.

Se encontr6 una colinealidad de ocho genes que incluyen a dss.5102 en Delftia sp. JD2, P.
aeruginosa LESB58, P. lavamentivorans DS-1 y C. metallidurans CH34 (Tabla 1). A pesar de ser
organismos filogenéticamente lejanos, esta region de ocho secuencias esta constituida por genes con
una funcion similar entre si, pudiendo estar involucrados en una misma ruta metabolica (Zaslaver et
al. 2006), lo que sugiere que se podria tratar de un operén (Wolf et al. 2001). Tomando en cuenta las
predicciones de los operones realizadas por Taboada et al. (2012), se pudo identificar que dos de
estos genesson parte de un operon mientras que los otros genes no estan organizados de esta forma
en los organismos P. lavamentivorans DS-1 y C. metallidurans CH3 (Tabla 1). En cambio P.
aeruginosa LESB58 presenta cuatro genes organizados en dos operones y las otras secuencias no
estdn incluidos en este tipo de organizacion. Cuando se analizd a bacterias cercanas
filogenéticamente como es Delftia Cs 1-4 no se encontré ninguno de estos genes. En cambio,
cuando se estudi6é a D. acidovorans SPH-1 se encontr6 que ésta presenta siete de los ocho que
presentaron colinealidad, con una funcién similar, aunque hay que destacar que en esta Ultima
especie los genes no estan ubicados en forma contigua en el genoma. Efectivamente, tres de estos
genes se situan en una misma region (y dos de ellos constituyen un operdn), hay otra secuencia
aislada mientras que los cuatro genes restantes se encuentran en otra region del genoma sin estar
organizados como un operon (Tabla 1). Dado que estos genes estan involucrados en la misma
funcién (resistencia a metales pesados), y asumiendo que es muy poco probable que el mismo
operon se genere mas de una vez en forma independiente (Lawrence 1999; Lawrence 1997), y mas
aun, es un evento improbable que ocho secuencias se organicen en forma colineal por azar en
organismos filogenéticamente lejanos, es que postulamos que estas secuencias aparecen en Delftia

sp. JD2 como resultado de un evento de transferencia horizontal.
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Tablal.Colinealidad entre los genes ortélogos de las bacterias Delftia sp JD2 en los organismos Delftia acidovorans SPH-1, Cupriavidus metallidurans CH34, Parvibaculum
lavamentivorans DS-1 y Pseudomonas aeruginosa LESB58. Se muestra la posicién de los genes en el genoma, la descripcion de la funcion de los genes y en la columnas de las
posicion de los genes en el operdn los que estan coloreados con gris pertenecen a un operén y por Gltimo se muestran en qué posicidn del operdn se encuentra.

Posicion de los genes en el genoma Funcion del gen Posicion de los genes en el genoma Funcion del gen Posicion del gen en el operén
Delftia sp. 1D2 Delftia acidovorans SPH-1
5099 Lipoprotein signal peptidase (EC 3.4.23.36) 479 lipoprotein signal peptidase 1
5100 Lead, cadmium, zinc and mercury transporting ATPase 478 heavy metal translocating P-type ATPase 2
5101 Transcriptional regulator, MerR family Cobalt-zinc-cadmium resistance 477 MerR family transcriptional regulator 1
5103 DNA topoisomerase 111 4134 DNA topoisomerase 111 1
5104 Single-stranded DNA-binding protein in PFGI-1-like cluster 4133 single-stranded DNA-binding protein 1
5105 Integrase regulator R 4132 putative integrase regulator R protein 1
5106 hypothetical protein 4131 hypothetical protein 1
Delftia sp. 1D2 Cupriavidus metallidurans CH34
5099 Lipoprotein signal peptidase (EC 3.4.23.36) 2365 prolipoprotein signal peptidase (signal peptidase 1) 2
5100 Lead, cadmium, zinc and mercury transporting ATPase 2364 lead/cadmium-transporting ATPase 1
5101 Transcriptional regulator, MerR family Cobalt-zinc-cadmium resistance 2363 MerR family transcriptional regulator 1
5102 Cobalt-zinc-cadmium resistance protein CzcD 2358 cation efflux system protein 1
5103 DNA topoisomerase 111 2357 DNA topoisomerase 111 1
5104 Single-stranded DNA-binding protein in PFGI-1-like cluster 2356 single-stranded DNA-binding protein 1
5105 Integrase regulator R 2355 Integrase regulator R 1
5106 hypothetical protein 2354 hypothetical protein 1
Delftia sp. JD2 Parvibaculum lavamentivorans DS-1
5099 Lipoprotein signal peptidase (EC 3.4.23.36) 3371 lipoprotein signal peptidase 2
5100 Lead, cadmium, zinc and mercury transporting ATPase 3370 lipoprotein signal peptidase 1
5101 Transcriptional regulator, MerR family Cobalt-zinc-cadmium resistance 3369 MerR family transcriptional regulator 1
5102 Cobalt-zinc-cadmium resistance protein CzcD 3367 cation efflux protein 1
5103 DNA topoisomerase II1 3366 DNA topoisomerase 111 1
5104 Single-stranded DNA-binding protein in PFGI-1-like cluster 3365 single-stranded DNA-binding protein 1
5105 Integrase regulator R 3364 hypothetical protein 1
5106 hypothetical protein 3363 hypothetical protein 1
Delftia sp. JD2 Pseudomonas aeruginosa LESB58
5099 Lipoprotein signal peptidase (EC 3.4.23.36) 2677 putative lipoprotein signal peptidase LspA 2
5100 Lead, cadmium, zinc and mercury transporting ATPase 2678 Heavy metal translocating P-type ATPase 1
5101 Transcriptional regulator, MerR family Cobalt-zinc-cadmium resistance 2679 transcriptional regulator, MerR family 1
5102 Cobalt-zinc-cadmium resistance protein CzcD 2680 Co/Zn/Cd efflux system protein 1
5103 DNA topoisomerase Il1 2681 DNA topoisomerase 111 1
5104 Single-stranded DNA-binding protein in PFGI-1-like cluster 2682 single-stranded DNA-binding protein 1
5105 Integrase regulator R 2683 Putative integrase regulator R protein 2
5106 hypothetical protein 2684 hypothetical protein 1
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Se analizé el contenido de GC de los ocho genes que habrian sido obtenidos por transferencia
horizontal. Estos mostraron una media de 64% (+ 2%), valor que es mas alto al contenido de GC de
los genes que codifican a las proteinas ribosomales y los genes que se encuentran Unicamente en
Delftia sp. JD2 (301 secuencias). Sin embargo, presentan un contenido inferior de GC con respecto
a los genes ortologos. El grupo de ocho genes presenta diferencias significativas en su contenido de
GC en todas las comparaciones (W, p<0,05) (Figura 2). A partir de este resultado se podria inferir
que estas secuencias que se presume que hayan sido obtenidos por transferencia horizontal de
genes, sean originarios de un organismo que presenta, en promedio, un contenido de GC inferior al
que presenta Delftia sp. JD2.

Por otra parte, los ocho genes tienen una media en el valor de MELP de 0,73 + 0,09, lo cual no
representa una diferencia significativa (W, p>0,05) con respecto a los genes ortdlogos y los genes
unicos. Pero si presenta una diferencia significativa (W, p<0,05) cuando se los tested contra la
distribucion de los valores de MELP de las proteinas ribosomales. Por lo tanto estos ocho genes se
puede considerar que no son genes de alta expresion.

Como indicdbamos mas arriba, proponemos que estos ocho genes que estan presenten en Delftia sp.
JD2 sean probablemente la consecuencia de un evento de transferencia horizontal. La idea mas
parsimoniosa para poder explicar esto, seria que el ancestro comin de Delftia sp. JD2 y D.
acidovorans SPH-1 los hayan adquirido y mientras que en D. acidovorans SPH-1, por la dindAmica
del genoma, se separaron en Delftia sp. JD2 se mantuvieron contiguos en una sola regién del
genoma. Un solo organismo de la familia Comamonadaceae que es Acidovorax ebreus TPSY se
asocia a la filogenia realizada por el gen dss.5102, ningin otro organismo de esta familia esta
presente en la filogenia (Figura 3). De este resultado se puede inferir que lo méas probable es que se
hayan ganado estos genes por los organismos que lo poseen A. ebreus TPSY, Delftia sp. JD2 y D.

acidovorans SPH-1, mientras que lo perdieron los otros organismos de la familia.
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Pseudomonas aeruginosa LESB58 GC 66%
96| Parvibaculum lavamentivorans DS-1 GC 62%
Cupriavidus metallidurans CH34 GC 64%
Delftia sp. JD2 GC 67%
75 Acidovorax ebreus TPSY GC 67%
99 66— Achromobacter xylosoxidans A8 plasmid pA81 GC 63%
—— Deinococcus geothermalis DSM11300 GC 66%
Pusillimonas sp. T7-7 GC 57%
—— Mesorhizobium sp. BNC1 GC 65%
75k Ochrabactrum anthropi ATCC 49188 plasmid pOANT03 GC 55%
76 Sphingopyxis alaskensis RB2256 GC 65%
96 _|:Erythrobacter litoralis HTCC2594 GC 63%
84 L Parvularcula bermudensis HTCC 2503 GC 60%

82 [ Sphingobium japonicum UT26S 65%
99 Bordetella petrii DSM 12804 GC 65%
| Dinoroseobacter shibae DFL 12 plasmid pDSHI01 GC 60%

100 100! Dinoroseobacter shibae DFL 12 plasmid pDSHI03 GC 61%
Brevundimonas subvibrioides ATCC 15264 GC 68%

82

i

0.2

Figura 3. Reconstruccion filogenética de los organismos que “pegaron” mejor mediante el blastp respecto al gen de
Delftia sp JD2 dss.5102, mediante el programa PHYML.

4.3 Andlisis filogenético y contenido de GC

La reconstruccion filogenética fue realizada a partir de las proteinas ribosomales. El arbol de la
filogenia concuerda con reconstrucciones previas para este grupo (Chen et al. 2012; Leadbetter y
Greenberg 2000; Wen et al. 1999) (Figura 4). Los organismos pertenecientes al género Acidovorax
aparecen en la filogenia como un grupo polifilético, ya que algunas cepas se agrupan con las
bacterias Verminephrobacter, Delftia, Comamonas y Alicyliphilus. Las bacterias que pertenecen al
género Acidovorax estan distribuidas en tres grupos en el arbol. Dos de los tres grupos son
Acidovorax viven en forma libre: A. radicis, Acidovorax CF316, Acidovorax NO-1, Acidovorax
KKS102 y A. delafieldii; el segundo grupo esta constituido por Acidovorax JS42 y A. ebreus YPSY,
mientras que el tercero estad constituido por las bacterias patdgenas de plantas A. avenae ATCC
19860 y A. citrulli AACO00-1. El grupo que esta constituido por las Acidovorax de vida libre tiene
como vecinos a las Comamonas, Delftia, Alicyliphilus y Verminephrobacter (Willems 2014).
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_|7 @ Rhodoferax ferrireducens T118 GC 60%
@ Comamonadaceae bacterium CR GC58%

Hylemonella gracilis ATCC 19624 GC 65%
Verminephrobacter At4 GC GC 66%
@ Verminephrobacter eiseniae EF0 1 2 GC 65%
@ Acidovorax radicis N35 GC 65%
Acidovorax CF316 GC 68%
Acidovorax NO1 GC 65%
Acidovorax KKS102 GC 65%
@ Acidovorax delafieldii2 GC 65%
100; @ Delftia sp. JD2 GC 67%
mo’ @ Delitia Cs1 4 GC 67%
0 @ Delftia acidovorans SPH1 GC 66%

100 53 @ Comamonas testosteroni S44 GC 62%
& 92| @ Comamonas testosteroni CNB2 GC 62%
1001l @ Comamonas testosteroni ATCC11996 GC 62%

= @ Comamonas testosteroni KF1 GC 62%
100; @ Alicycliphilus denitrificans K601 GC 68%
100 | s4] @ Alicycliphilus denitrificans BC GC 68%
— | _100[ @ Acidovorax JS42 GC 66%
@ Acidovorax ebreus TPSY GC 67%
100 Acidovorax citrulli AAC001 GC 68%
Acidovorax avenae ATCC 19860 GC 69%

2 1o @ Variovorax paradoxus $110 GC 68%
65 Variovorax paradoxus B4 GC 67%
100 Variovorax paradoxus EPS GC 67%

Variovorax CF313 GC 67%
@ Ramlibacter tataouinensis TTB310 GC 70%
@ Hydrogenophaga PBC GC 68%
@ Polaromonas naphthalenivorans CJ2 GC 62%
82 Polaromonas CF318 GC 65%
@ Polaromonas JS666 GC 62%

100

0.02
Figura 4. Reconstruccidn filogenética tomando a las proteinas ribosomales. Los organismos que tiene el redondel verde,
presentan diferencia significativa en el valor de S.

El rango en el contenido de GC gendmico de la familia Comamonadaceae va desde un 58% a un
70% en el organismos Comamonadaceae bacterium CR y Ramlibacter tataouinensis TTB310
respectivamente (media=65,4; SD=2,8%) (Tabla 2). Se ha estudiado la distribucion en el contenido
de GC para cada posicion del codén en los genomas completos y en los genes ortdlogos (Figura
Al). La distribucién del contenido de GC para cada posicion del codon es muy similar entre los
genomas analizados y entre los genes ortdlogos (Figura Al). Como regla general el contenido de
GC3 es més alto en comparacion con el contenido de GC, llegando a presentar una media cercana a
90%. Este comportamiento podria estar reflejando el sesgo mutacional de todos los organismos
analizados. Este sesgo es mas pronunciado en cepas de R. tataouinensis TTB310 y Alicycliphilus.
Sin embargo, organismos como C. bacterium CR o C. testosterone presentan un contenido de GC
mas bajo en esa posicion. En todos los organismos, la distribucion del contenido de GC para cada
posicién de los codones entre los genes ortdlogos y el genoma completo no presentan diferencias
significativas (W, p> 0,05), la diferencia de estos dos grupos de genes es despreciable (diferencias

de medias = 1%, SD=0.7%, Tabla Al). Como regla general, de este resultado podemos inferir que
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los genes ortologos pueden considerarse representativos de la tendencia composicional de bases del
genoma (Tabla Al).
Se pudo relacionar el contenido de GC de los organismos en estudio con la distancia filogenética

(Figura 5), observandose que los organismos mas cercanos entre si presentan un contenido de GC

mas similar.
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Figura 5. Se muestra la correlacion entre la distancia cofenética y la diferencia en el contenido de GC en valor absoluto
entre los organismos. Se puede observar que existe una tendencia a que los organismos cercanos filogenéticamente
presentan a su vez valores similares en el contenido de GC, mientras que en los organismos que se encuentran distantes
presentan el comportamiento opuesto.

4.4 Andlisis del sesgo en el uso de codones sinénimos.

4.4.1 Analisis multivariado

Con el fin de poder estudiar la variabilidad observada en el uso de los codones sinénimos en cada
especie, se realizé un analisis multivariado (ver Materiales y Métodos). La varianza explicada por el
primer eje es relativamente alta en todos los organismos variando entre un 21,6 hasta 32,3%,
mientras que el segundo eje presenta una variabilidad entre un 3,9 a 10,6% (Tabla 2).

En los organismos Comamonadaceae bacterium CR, Rhodoferax ferrireducens T118,
Verminephrobacter eiseniae EFO1 2, Hylemonella gracilis ATCC 19624, Verminephrobacter At4,
los genes de alta expresion (GAE) se agrupan hacia un extremo del primer eje (Tabla 2, Figura A2).
En el resto de los organismos los GAE se agrupan hacia un extremo del segundo eje (Tabla2, Figura
A2). En los organismos que se asocia el segundo eje del analisis WCA con el MELP, presentan una

baja variabilidad, esto sugiere que el sesgo en el uso de codones sinénimos varia poco a traves de
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estos genomas. Por otro lado, los Genes de Baja Expresion (GBE) y genes gque codifican a proteinas
hipotéticas estan distribuidos en forma aleatoria en todo el eje. Se ha encontrado una correlacion
significativa entre los dos primeros ejes del analisis WCA, con el valor del indice de expresion
(MELP) para cada gen y su posicion a lo largo del eje (Tabla 2). El valor de correlacién entre el
primer o segundo eje generado por el WCA con el indicie de expresion varia entre organismos (0,88
>r>0,37; p<0,05) (Tabla 2). Se ha encontrado que el porcentaje total de variabilidad explicado por
los ejes asociados a nivel de expresién muestra que es alto en algunas especies y en otras no, lo que
indica que existe variabilidad entre las especies (Tabla 2).

Este resultado sugiere que la expresion es uno de los principales factores que puede explicar la
variacion en el CU intra-genémica en todas las especies. Se puede sugerir que el sesgo en el uso de

codones sindnimos esta asociado con el nivel de expresion, variando en los organismos en estudio.

4.4.2 Analisis del coeficiente de seleccidon S (Sharp).

Se ha comparado el efecto de la seleccidn actuando al nivel de la velocidad de traduccién utilizando
la intensidad del sesgo en el uso de codones sindnimos (S) desarrollado por Sharp et al. (2005). Los
valores de S fueron estimados comparando a los GEA con respecto a los GBE, asumiendo que la
frecuencia del uso de los codones sindnimos en los GBE son generados como el resultado del sesgo
mutacional en ausencia de seleccidén (Chen et al. 2004). En cambio en los GAE se asume que la
seleccién presentan una mayor accion con respecto a los GBE (Goetz y Fuglsang 2005). Como
regla general, los organismos de vida libre con tiempo corto de duplicacion, como por ejemplo
Escherichia coli K12, Clostridium perfringens CT y Bacillus subtilis, se caracterizan por presentar
altos valores del coeficiente de seleccion, 1,49; 2,65 y 1,36, respetivamente (Sharp et al. 2005). Sin
embargo, organismos parasitos intracelulares o endosimbiontes como Rickettsia prowazekii,
Buchnera aphidicola, Wigglesworthia glossinidia, entre otros tienden a presentar valores bajos de S
(<0.2) (Sharp et al. 2005).

Los valores de S presentaron una amplia variacion entre las especies, desde -0,20 en las bacteria
Comamonadaceae bacterium CR a 1,18 en Comamonas testosteroni CNB 2 (Tabla 2). Para 17
especies, el valor de S es més alto al limite superior del 95% de los genes elegidos en forma
aleatoria y mayor a 0,4 (Tabla 2). A partir de este resultado se puede inferir que la seleccion podria
estar afectando al uso de codones en esos genomas. Por otro lado, seis especies presentan un valor
de S inferior al limite superior del 95% para los genes elegido en forma aleatoria y menores a 0,4.

Por ultimo, para nueve especies el valor de S no supera a 0,4 pero si presentan valores mas altos al
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limite superior del 95% de los genes elegidos en forma aleatoria (Tabla 2). De esta manera, no hay
evidencia clara de que la seleccion esté afectando al uso de codones a nivel de velocidad en estos
genomas. En el trabajo de Sharp et al. (2005), se analizaron tres genomas de Betaproteobacteria,
presentando valores bajos de S, aunque ninguno de estos tres pertenecen a la familia
Comamonadaceae. La comparacion del valor del coeficiente de seleccion entre diferentes familias
de otras clases, muestra que los valores de S de los organismos en estudio nos es alta como se
esperaria considerando la variabilidad eco fisiologica (Iriarte et al. 2013; Iriarte et al. 2014). Los
géneros Delftia y Comamonas muestran los valores mas altos de S, que van desde 0,60 hasta 1,18
(Tabla 2). Este resultado sugiere que existe una fuerte o0 moderada seleccion impulsando el sesgo en
el uso de codones en estos géneros. Por otra parte, organismos pertenecientes a los géneros
Polaromonas, Verminephrobacter y Variovorax presentan un bajo coeficiente de S, pero
significativo. El género Acidovorax aparece como un grupo polifilético, y el patron de los valores
de S no es conservado dentro del grupo. Las especies A. ebreus TPYS, Acidovorax JS42,
Acidovorax CF316 y A. radicis N35 presentan un valor de S de 0,15 a 0,39, estas no cumplen con
nuestras condiciones para ser consideradas que estén bajo seleccidn. Sin embargo A. delafieldii 2, A.
citrulli AACO00 1, A. avenae ATCC 19860, Acidovorax KKS102 y Acidovorax NO 1 tienen un S
relativamente alto y significativo con un rango de 0,40 a 0,51 (Tabla 2).

Por otro lado, las especies Comamonadaceae bacterium CR, Hydrogenophaga PBC, Rhodoferax
ferrireducens T118, Alicycliphilus denitrificans BC, A. denitrificans K601, presentan valores de S
de -0,20 a 0,14. Estos valores son bajos y no significativos, lo que sugiere que existe una seleccion

suave 0 no existe seleccion en cuanto al sesgo en el uso de codones sinGnimos en estos organismos.

Com am onadsc ese bactenum CR

Rhodoferax femreducens T118
Hytem onells gracilizs ATCC 19624
J 1 Ram fibacter fafanu‘rr-er.sr's TTE31O

= Varnovorax GF313
%‘_ ariovorax paradoxus EFS
Vanovorsx paradoxus B4
Va’rwamx parsdoxus 511
== Acidovorsx avenae ATCG13860
Acidovorax citruli AAC 001

Acidovorax ebreus TRSY
Acidovorax J542
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Figura 6. Reconstruccion ancestral del coeficiente de seleccién (S).
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La reconstruccién ancestral del coeficiente de seleccion demostré que la seleccion en el uso de
codones sindnimos es relativamente reciente, ya que presenta valores moderados (Figura 6). Es
importante destacar que valores de S altos o moderados son identificados en el grupo de los géneros
Delftia y Comamonas, asi como también en el organismo Ramlibacter tatouinensis TTB310. Al
comparar los codones optimos y el pool de ARNt entre los organismos de los géneros Delftia y
Comamonas con respecto a R. tatouinensis TTB310, encontramos que son, en general, diferentes.
De esta manera la seleccion entre estos organismos puede que sea un proceso paralelo. Este
comportamiento, puede ser explicado parcialmente por la hipotesis de “relajacion de la seleccion”
(Sharp et al. 2010). Esta hipotesis propone que la seleccién debe ser débil en un periodo prolongado
de tiempo. De esta forma al relajarse la seleccion a nivel de la traduccion, abre la posibilidad de
generar nuevos patrones en la eleccion de los codones y a su vez en el pool de ARNt. Luego cuando
la seleccion haya recuperado su fuerza, se generard un nuevo estado adaptativo entre los nuevos
grupos de codones preferidos y el pool de ARNL.

Asimismo, el sesgo en la seleccidn parece estar fuertemente influenciado por la inercia filogenética,
ya que los organismos que se encuentran cercanos en la filogenia presentan valores de S similares,
mientras que en los organismos distantes presentan valores de S diferentes (Figura 7). La seleccion
en el sesgo en el uso de codones es muy variada en esta familia, presentando valores significativos
pero moderados en la mayoria de los organismos. Sin embargo, las tendencias asociadas a la
expresion en el sesgo del uso de codones sinénimos identificado por el anélisis de WCA pueden ser
el resultado de una combinacién de mudltiples factores, incluyendo la seleccién y el sesgo
mutacional, siendo el ultimo mencionado como dominante en el caso de los organismos con bajos

valores de S.
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Figura 7. Se muestra la correlacion entre la distancia cofenética y la diferencia en valor absoluto entre los organismos
del indice de Sharp (S). Se puede observar que existe una tendencia a que los organismas cercanos filogenéticamente
presentan a su vez valores similares de S, mientras que en los organismos que se encuentran distantes presentan el
comportamiento opuesto.

4.4.3 Seleccion en la exactitud (“fidelidad”) de la traduccion

La incorporacion erronea de un aminoacido puede afectar la adaptabilidad (el “fitness”) y se ha
demostrado que cambios sindnimos pueden alterar la frecuencia de incorporaciones aminoacidicas
erréneas a la proteina (Precup y Parker 1987). También se ha establecido que los codones sindnimos
presentan diferentes tasas de error. Como resultado de lo anterior, se espera que la seleccion opere a
nivel de la fidelidad (sobre todo en regiones conservadas), determinando un uso particular de
codones sindnimos. Esto fue demostrado en primer lugar por Akashi (1994) y confirmado
posteriormente en varios trabajos (por ejemplo, Stoletzki y Eyre-Walker 2007).

A partir de los 601 genes ortdlogos el 40% de las secuencias codificantes se agruparon como RC.
La p-distancia fue estimada para cada gen tomando en cuenta a las secuencias conservadas y no
conservadas. En promedio las RNC fueron 14 veces mas distantes en comparacion con las regiones
conservadas, de esta manera se valida el criterio para poder elegir las regiones conservadas (Figura
A3). Las RC presentaron entre 15 a 20 codones utilizados significativamente con mas frecuencia en
los 17 organismos que presentan seleccion (S>0,4; significativos) y tienden a ser los mas utilizados
en los genes de alta expresion. Es de destacar que entre ellos la coincidencia varia de un 82% hasta

el 89% con el ARNt isoaceptor presente en el genoma (Figura 8).

Se identifico una correlacion positiva entre el sesgo en el uso de codones entre las RC y los GEA en
casi todos los organismos, con la excepcion de C. bacterium CR, y fueron significativas en 21
organismos (0.26 < r < 0.73, p < 0,05) (Tabla 2). Es importante destacar que los organismos que
presentan valores altos de S, como por ejemplo R. tataouinensis TTB310, Delftia, Comamonas y
Verminephrobacter, presentan también altos valores de correlaciones, sugiriendo que cuando la
seleccidn opera en el sesgo en el uso de codones en los genes de alta expresién, los mismos codones
tienden a ser los preferidos en las regiones conservadas.

Por lo tanto, se concluye que existe seleccion en el uso de codones en las RC en esta familia. La
selecciéon puede favorecer a los codones que se traducen con mayor precision. A pesar de ser

variables, esta tendencia observada puede ser considerada como un rasgo conservado en la familia.

4.4.4 Analisis e identificacion de los codones 6ptimos y rechazados por los genes que
codifican a las proteinas ribosomales, asociaciones con el ARNt.
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Los codones 6ptimos fueron identificados en los organismos que presentan seleccion o sea un valor
mayor a 0,4 y significativo de S (Tabla 2). Las bacterias que cumplen con los requisitos
mencionados anteriormente son 17. En estos organismos nueves codones: GACasp), GUUvay,
GCU(ala), UCCser), CAA@GI), CGUarg), GAA@GIy), CACis) and GGU(gly), aparecen como codones
Optimos altamente conservados (¥2, p<0,05, > 80% de los organismos) (Figura 8). Como es
esperable, los cuatros codones optimos universales, UUCene), UAC1yr), AUCie) and AACasn),
también aparecen como preferidos en forma significativa.

Por otra parte, se identificaron a 17 codones que son significativamente evitados por los genes de
alta expresion: UCAse, UAU(1yn, AAU(asn), CCGpro), CAGGIn, UUUphe), AGCser), AUA(Ie),
AGG(ys), CGAarg), CGGarg), GCGaiay, GAU(asp), GGA@ly), GGG aly), CAUHis) and GAGciuy (%2, P
< 0,05, > 80% en los organismos) (Figura 8). EI nimero de codones identificados como 6ptimos en
cada genoma varia entre 15 y 21, y entre ellos la coincidencia varia de un 65% hasta el 89% con el
ARNIL isoaceptor presente en el genoma (Figura 8). Los codones no optimos (rechazados) por los
genes que codifican a las proteinas ribosomales presentan una leve tendencia a terminar con la base
G.

No se identificaron ARNt isoaceptores que se aparean con enlaces del tipo Watson y Crick (WC)
para los codones GUU (Val) y GGU (Gly). Los codones 6ptimos que no presentan genes de ARNt
pueden ser reconocidos por tambaleo, por los anticodones GAC (codén GUC) y GCC (codon GGC)
(Figura 8).

Una posible explicacién por la eleccion de los codones GGU y GUU es para poder mantener el
nivel de energia intermedia entre el enlace del coddn con el anticodén (Grosjean y Fiers, 1982). Se
han propuesto algunas explicaciones para el hecho de que el coddn éptimo no es reconocido por el
ARNTt con mas copias (Kahali et al. 2008), por ejemplo diferentes niveles de expresion que llevan a
una concentracion similar de ARNt independientemente de nUmero de copias de genes,
modificaciones post-transcripcionales en la primer posicion del anticodén en algunos de los ARNt
iso-aceptores. Por ultimo, el que no haya ARNt isoaceptor mas abundante que se asocie con enlaces
del tipo WC con respeto al codén 6ptimo, puede ser el resultado de la reduccién en el efecto de la
seleccion natural.

Como ya se dijo, se ha demostrado que los codones mas frecuentemente utilizados por los genes de
alta expresion, son aquellos que son reconocidos por el ARNt isoaceptor mas abundante (Ikemura
1985; Kanaya et al. 2001; Kanaya et al. 1999). Sin embargo, se mostr6 que cambios en la
concentracion ya sea por mutaciones o pérdida en la cantidad de genes de ARNt no presentaron
cambios significativos en la eficiencia de la elongacién (Pop et al. 2014). De esta manera no queda
claro cuales son los beneficios a nivel de la eficacia en la traduccion y elongacion, la implicancia

del sesgo en uso de codones sindnimos y la concentracion de los ARNL.
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En resumen, este resultado sugiere que el efecto del sesgo mutacional en el patréon observado es
minimo, y por tanto, la seleccion para la traduccion podria estar operando, favoreciendo codones

especificos en genes de ata expresion y en las regiones conservadas.
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Tabla 2. Contenido de GC y GC3, coeficiente de Sharp y los coeficientes de correlacion de los ejes generados mediante el WCA y las propiedades analizadas (MELP y distancia

sindnima).

Micro-organism Media GC + SD? Media GC3s + SD" MELP® | Var® | R(RCvsRG)' ¢ Random"
Comamonas testosteroni CNB 2 0.62 +0.04 0.80 +0.01 -0.81 23.5 0.65 1.177 -0.274 | 0.177
Comamonas testosteroni ATCC 11996 0.62 £0.04 0.79+0.10 -0.8 8.0 0.63 1.091 -0.385 | 0.179
Comamonas testosteroni S44 0.62 +0.04 0.79+0.10 -0.78 1.7 0.66 1.063 -0.292 | 0.182
Comamonas testosteroni KF 1 0.62 +0.05 0.80+0.11 0.82 7.5 0.65 0.983 -0.369 | 0.196
Ramlibacter tataouinensis TTB310 0.70 +£0.04 0.94 +0.06 0.76 3.9 0.59 0.691 -0.832 | 0.465
Delftia acidovorans SPH 1 0.66 + 0.05 0.88 +0.10 -0.76 6.0 0.36 0.604 -0.427 | 0.257
Delftia Cs1 4 0.67 £0.05 0.89 £0.09 -0.82 31.7 0.38 0.598 -0.462 | 0.257
Delftia sp. JD2 0.67 £0.05 0.88 +0.11 -0.58 5.9 0.43 0.595 -0.57 0.275
Verminephrobacter At4 0.66 + 0.06 0.84 £0.13 -0.7 29.2 0.73 0.535 -0.469 0.29
Variovorax paradoxus B4 0.67 +£0.04 0.89 + 0.07 -0.84 4.8 0.33 0.534 -0.416 | 0.233
Acidovorax NO 1 0.65 + 0.05 0.83 +0.09 0.81 6.3 0.36 0.508 -0.306 | 0.192
Variovorax paradoxus S110 0.68 + 0.04 0.91 +0.07 0.85 5.1 0.31 0.508 | -0.342 | 0.227
Acidovorax KKS102 0.65+0.04 0.85+0.08 -0.88 7.6 0.31 0.465 -0.398 | 0.205
Acidovorax avenae ATCC 19860 0.69 £ 0.04 0.91 +£0.07 0.73 6.2 0.43 0.463 -0.772 | 0.346
Polaromonas CF318 0.65 + 0.04 0.89 +0.08 -0.79 6.0 0.31 0.462 -0.325 | 0.192
Acidovorax citrulli AAC00 1 0.68 + 0.04 0.90 + 0.09 -0.77 5.2 0.47 0.441 -0.595 | 0.358
Acidovorax delafieldii 2 0.65 +0.05 0.83+0.10 0.4 7.6 0.4 0.402 -0.369 | 0.214
Acidovorax radicis N35 0.65+0.04 0.85+0.08 -0.83 6.7 0.25 0.388 -0.392 | 0.219
Polaromonas JS666 0.62 +0.04 0.81+0.10 0.66 4.7 0.37 0.386 -0.293 | 0.155
Verminephrobacter eiseniae EF01 2 0.65 + 0.05 0.86 + 0.10 -0.4 24.9 0.64 0.366 | -0.362 | 0.271
Variovorax paradoxus EPS 0.67 £0.04 0.89 £0.07 -0.84 6.2 0.16 0.332 -0.461 | 0.271
Acidovorax CF316 0.68 £0.04 0.89 £0.08 0.37 7.4 0.26 0.31 -0.332 | 0.251
Variovorax CF313 0.67 £0.04 0.89 £0.07 -0.81 5.5 0.17 0.304 -0.401 | 0.262
Hylemonella gracilis ATCC 19624 0.65 +0.04 0.86 £ 0.08 -0.42 22.0 0.65 0.301 -0.368 | 0.226
Polaromonas naphthalenivorans CJ2 0.62 + 0.06 0.82+0.13 0.71 4.7 0.09 0.288 | -0.368 | 0.205
Acidovorax JS42 0.66 +0.04 0.87 £0.09 -0.77 5.3 0.34 0.269 -0.448 | 0.265
Acidovorax ebreus TPSY 0.67 £0.04 0.88 + 0.07 -0.83 6.3 0.22 0.147 -0.422 | 0.232
Alicycliphilus denitrificans K601 0.68 + 0.05 0.91 +0.08 -0.81 47 0.22 0.143 -0.482 | 0.344
Alicycliphilus denitrificans BC 0.68 + 0.05 0.91 +0.09 -0.77 4.7 0.18 0.13 -0.601 | 0.369
Rhodoferax ferrireducens T118 0.60 £0.04 0.77£0.10 -0.47 21.6 0.05 0.034 -0.204 | 0.144
Hydrogenophaga PBC 0.68 + 0.04 0.91 +0.07 0.72 55 0.21 -0.018 | -0.497 | 0.298
Comamonadaceae bacterium CR 0.58 + 0.06 0.71+£0.10 0.88 25.5 -0.48 -0.203 | -0.401 0.25

®El contenido de %G+C del genoma.
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PEl contenido de %G+C el genoma en la tercera posicién del codén.

‘Coeficiente de correlacion de Pearson’s (r) de las posiciones de los genes en el eje de expresion del WCA contra los valores de respectivo de MELP, en rojo y amarillo se
representan la correlacion con el seguno y el primer eje respectivamente.

¢ Se muestra la variabilidad explicada por el primer y el segundo eje genereado por el WCA..

' Correlacion entre la frecuencia en el uso de los codones sinénimos entre las regiones conservadas en genes ortélogos con respecto a las proteinas ribosomales.

9 La fuerza de seleccion del sesgo coddn de uso seleccionado (S) calculada de los genes de alta expresion.

" Se presenta el rango del 95% de los valores de S entre los 1000 genes elegidos al azar.
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las regiones conservas con respecto a los genes GBE y las regiones no conservas (p < 0.05). En rojo estan representados los codones preferidos por los GEA (p<0.05), mientras que en azul esta los codones evitados (p< 0.05). Se indica el nimero de copias de genes ARNt para

cada organismo.



4.5 Estimacion de la distancia molecular

Siguiendo al trabajo de Sharp y Li (1987), se investigd el efecto de la seleccion negativa
(purificadora) en los sitios sindbnimos estudiando la tasa de sustitucion sinénima (dS) en los genes
ortdlogos. Se ha demostrado que cuando existe seleccion a nivel de traduccion, la tasa de
sustitucion sinonima (dS) y el MELP (indice de expresion) presentan una correlacion negativa
(Sharp y Li, 1987). De esta forma los genes que son considerados de alta expresion van a presentar
una menor tasa de cambios sindnimos en comparacion con los genes de baja expresion, si la
seleccion favorece la misma eleccion del uso de codones sin6nimos en los genes de alta expresion,
desde el ultimo ancestro comdn.

A partir del resultado de la correlacion entre el MELP y el dS entre todos los organismos en estudio,
se puede inferir en forma general que los organismos que presentan un valor de S significativo y
mayor a 0,4 presentan una correlacion negativa y significativa (Figura A4).

Sin embargo es importante de destacar también que las bacterias C. testosteroni CNB y C.
testosteroni S44, se caracterizan por presentar valores altos de S, sin embargo presentan un valor de
correlacion bajo (Figura 9). Este patron puede ser facilmente explicado como consecuencia de la
distancia filogenética entre estas dos bacterias: debido al corto tiempo de divergencia, los genes
ortlogos no han podido acumular suficientes cambios sindnimos, para generar el patron esperado.
Por otro lado la bacteria Ramlibacter tataouinensis TTB310 presenta un valor alto de S (0,69), y
cuando se le compara el MELP con el dS contra los organismos del género Delftia y Comamonas
presentan una correlacion negativa pero baja. Este comportamiento se puede asociar con cambios en
la eleccion de los codones dptimos entre los organismos mencionados anteriormente. Estos cambios
podrian ser el resultado de la seleccidn divergente que actua en cada linaje especifico, dirigiendo la
acumulacion de mas cambios sindénimos en los genes de alta expresion (Figura 9). La posicion de R.
tataouinensis TTB310 en la filogenia y la identificacion de los codones dGptimos apoyan esta

explicacion.
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Figura 9. Se muestra la regresion de los valores de MELP contra los valores estimados de dS.

Para poder testear si existe seleccion a nivel de la fidelidad se correlacioné los valores de dS y dN

de cada bacteria. Se generaron tres grupos para realizar este andlisis. El primer grupo (Seleccién

fuerte) en el cual estan incluidos los organismos que presentan un valor de S mayor a 0,4 y

significativos. El segundo grupo (seleccion moderada) son los organismos que presentan valor de S

significativos pero sin superar el valor de 0,4 y por Ultimo el tercer grupos (seleccién débil) que

presentan valores de S no significativos y que no superan el valor 0,4. A partir de las correlaciones

se puede inferir que las bacterias que presenta seleccion fuerte o moderada presentan una alta

fidelidad o sea que los genes que presentan menos cambio no sinbnimos, también presentan a su

vez menos cambios sindnimos. Sin embargo los organismos del tercer grupo (débil) los valores de

las correlaciones son bajos (Figura 10, Figura A5). De esta manera la conservacion aminoacidica se

ve reflejada a nivel de las posiciones sindnimas en los codones.
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Figura 10. Boxplot de los valores de correlacion entre el dS y dN. Se muestran a las bacterias que presentan seleccion o
sea un valor S significativo y mayor a 0.4, las bacterias que presentan una seleccion moderada tiene un valor de S
significativo pero no supera el valor de 0.4. Por ultimos las bacterias que no presentan seleccion tienen un valor de S no
significativo e inferior a 0.4.

4.6 Andlisis de la energia minima libres de plegamiento del ARNm en relacidn con el sesgo en

el uso de codones.

Se compard la energia minima libre normalizada (MELN) entre los genes GAE (Proteinas
ribosomales) y GBE (resto de los genes), con el fin de buscar posibles asociaciones. Se ha sugerido
que las secuencias de ARNm presentan un mayor valor negativo de energia libre de plegamiento
que un conjunto de secuencias de ARNm aleatorios (Seffens y Digby 1999). Este comportamiento
puede reflejar una seleccidn a nivel del plegamiento del ARNm. Hay evidencias que muestran que
los codones Optimos se encuentran disminuidos en los sitios pareados en comparacion con respecto
a los sitios no pareados del ARNm (Stoletzki 2008). Alto valores de GC conducen generalmente a
estructuras mas estables del ARNm y este factor puede interferir con la iniciacion de la traduccién.
Estructuras menos estables a nivel 5' del ARNm se correlacionan con los niveles de expresién mas
altos (Kudla et al. 2009). A su vez el contenido de GC es una de las principales variables que
afectan al uso de codones sinonimos (Chen et al. 2004). Los genes de las proteinas ribosomales
presentan un menor contenido de GC y MELN con respecto al resto de los genes del genoma, y esta
diferencia es significativa (W, p<0,05) (Tabla 3). Como las especies en estudio estan relacionadas
por una historia en comin los datos de cada especie puede que no sean independientes
estadisticamente. Para poder corregir este efecto se analiz6 de nuevo utilizando el método de

contraste independiente filogenético (PIC) (Ver Materiales y Métodos) (Felsenstein 1985). Se van a
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mostrar y a discutir los resultados sin las correcciones de PIC, a excepcion de que los resultados
corregidos por PIC presentan un comportamiento distinto al de los resultados no corregidos.

Cuando se grafica la diferencia de GC entre los GAE y los GBE y se correlaciona con el GC
gendémico, se puede apreciar una correlacion de -0.41 (p=0.02) (Figura 11). De este analisis se
puede inferir que los organismos que presentan una mayor diferencia en el contenido de GC entre
los GAE con respeto a los GBE, se asocian débilmente con los genomas mas ricos en GC. En otras
palabras, la diferencias de GC entre los GAE y los GBE no presentan un gran influencia por el
contenido de GC gendmico. Sin embargo, cuando se realiza la correlacion entre las diferencias de
MELN entre los GAE y GBE con respeto al contenido de GC genomico, se puede ver una
correlacion fuerte con una valor de r de 0,74 (p=1x10e-6) (Figura 11). De esta manera se podria
afirmar que la diferencias de MELN entre los GAE y los GBE pueden estar influenciados por el
contenido de GC genoémico. Los organismos mas ricos en el contenido de GC presentan una mayor
diferencia entre la MELN de los GAE con respecto a los genes GBE. Este patron podria ser la

consecuencia de la seleccion natural operando a nivel de la estructura en los ARNm.
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Figurall. Se muestra la regresion entre los valores de GC gendmicos en la diferencias de Minima energia de
plegamiento normalizada y la diferencias de GC entre los genes de lata expresion con respecto a los genes de baja
expresion.

Con el fin de poder identificar cual es el grupo de secuencias (GAE o GBE) responsable del patron
mencionado anteriormente, se comparo6 el contenido de GC y la MELN de los GAE y GBE con
respecto al contenido de GC gendmico. Del resultado de la comparacién del GC de los GAE y GBE
con el GC genomico se puede apreciar que presentan un comportamiento similar con pendiente casi

idéntica con valores de 1,01 y 0,99 respectivamente, a pesar de que presentan valores promedios
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distintos de GC (Figura 12).

Por otra parte, cuando se analiza el comportamiento de los valores de la MELN con respecto el
contenido de GC de los genomas, se puede apreciar que tienden a presentar el mismo
comportamiento pero con diferentes pendientes. Los valores de las pendientes para los GAE y GBE
son -1,34 y -1,03, respectivamente (Figura 12). A partir de este resultado, se puede inferir que las
proteinas ribosomales presentan un valor de MELN diferente de lo esperado por el contenido de GC
en los organismos mas ricos en GC. Es sabido que la MELN es proporcional al contenido de GC,
por lo tanto se esperaria un comportamiento similar al presentando por el contenido de GC de los
GAE y GBE (Seffens y Digby 1999). Sin embargo se ha demostrado que los genes mas expresados
presentan una mayor estructura secundaria en comparacion con los menos expresados (Del Campo
et al. 2015; Gorochowski et al. 2015; Park et al. 2013). Asimismo, se ha demostrado que las
estructura secundaria de los ARNm de los genes “esenciales” tienden a ser mas conservadas en
comparacion con los genes “no esenciales” (Chursov et al. 2013). De esta manera, se puede pensar
que el ARNm no sélo lleva la informacion de los aminoécidos a codificar sino que el mismo podria
estar implicado en forma directa o indirecta con el correcto plegamiento de las proteinas a sintetizar
(Chursov et al. 2013; Faure et al. 2016). Sin embargo, es sorprendente que las proteinas ribosomales
de los genomas ricos en GC tiendan mantener un MELN menor de lo esperado por el contenido de
GC.

GC de los GAE y GBE

50 55 60 65 70 75

Energia minima libre normalizada

GC gendmico GC gendmico

Figura 12. Se muestra la regresion entre le contendeos de GC gendmico con respeto al contenido de GC y Energia
minima de libre normalizada de los genes de alta y baja expresion.

Por lo tanto, las proteinas ribosomales son menos estables con respecto a los GBE, de esta manera
se esperaria que presenten menos estructuras potenciales en comparacion con los GBE. A su vez,

estructuras estrechamente plegadas en el ARNm llevan a una dificultad en la iniciacion de la
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traduccion y por lo tanto se disminuye la sintesis de proteinas (Kudla et al. 2009; Pop et al. 2014).

Sin embargo, se ha demostrado que la gran mayoria de las estructuras en el ARNm parecen no

afectar el recorrido del ribosoma a través del ARNm (Del Campo et al. 2015). El sesgo en la

seleccidn de codones favorece una estructura del ARNm que contribuye a la estabilidad de plegado

(Seffens y Digby, 1999). Esto sugiere que la estructura del ARNm puede dar forma a los niveles de

expresion (Duan et al. 2003). Este patrdn parece ser mas pronunciado en los genomas ricos en GC.

Una posible estrategia de los ARNm de las proteinas ribosomales para poder ser traducidos en

forma mas rapida seria presentando una menor cantidad de GC y MELN con respecto al resto de los

genes, en estos organismos.

Tabla 3. Medias en el contenido de GC y energia minima libre normalizada.

Micro-organism Media GC*|[Media GC®| Media MFEN®| Media MFENP| Medias al azar MFEN®
Acidovorax avenae ATCC 19860 62.5 69.06 -41.3 -50.99 -54.018 -49.376
Acidovorax citrulli AAC00 1 62.63 68.63 -41.42 -50.49 -53.439 -48.828
Acidovorax ebreus TPSY 60.35 67.22 -40.81 -49.39 -52.071 -47.819
Acidovorax JS42 60.61 66.44 -40.95 -48.52 -51.393 -46.915
Acidovorax KKS102 58.88 65.35 -38.75 -47.25 -50.083 -45.803
Alicycliphilus denitrificans BC 62.45 68.26 -41.64 -50.39 -53.851 -48.672
Alicycliphilus denitrificans K601 62.67 68.25 -41.85 -50.36 -53.644 -48.684
Comamonadaceae bacterium CR 54.68 58.53 -36.8 -40.54 -43.64 -38.824
Comamonas testosteroni CNB 2 57.42 62.11 -37.49 -44.7 -47.265 -43.274
Delftia acidovorans SPH 1 59.94 66.68 -39.46 -48.83 -51.891 -47.137
Delftia Cs1 4 60 67.09 -39.44 -49.3 -52.431 -47.613
Polaromonas JS666 57.81 62.17 -38.66 -44.63 -47.275 -43.221
Polaromonas naphthalenivorans CJ2 56.14 62.12 -37.39 -44.7 -48.112 -42.987
Ramlibacter tataouinensis TTB310 65.47 70.21 -44.3 -52.81 -55.717 -51.223
Rhodoferax ferrireducens T118 54 59.91 -36.92 -42.87 -45.724 -41.537
Variovorax paradoxus B4 61.65 67.24 -41.03 -49.3 -51.895 -47.889
Variovorax paradoxus EPS 60.93 66.71 -40.33 -48.35 -50.924 -46.977
Variovorax paradoxus S110 61.65 67.71 -40.77 -49.85 -52.574 -48.367
Verminephrobacter eiseniae EF01 2 61.41 65.13 -40.9 -47.94 -51.006 -46.325
Acidovorax CF316 61.38 68.11 -41.1 -49.94 -52.759 -48.391
Acidovorax delafieldii 2AN 58.78 65.49 -38.95 -47 -49.872 -45.46
Acidovorax NO 1 58.91 64.64 -38.78 -46.54 -49.576 -44.974
Acidovorax radicis N35 58.3 65.29 -38.56 -47.21 -50.044 -45.714
Comamonas testosteroni ATCC 11996 57.43 61.97 -37.52 -44.45 -47.115 -42.974
Comamonas testosteroni KF 1 57.45 62.25 -37.37 -44.68 -47.582 -43.13
Comamonas testosteroni S44 57.34 61.92 -37.5 -44.37 -47.332 -42.904
Hydrogenophaga PBC 62.7 68.47 -42.04 -49.96 -52.466 -48.483
Hylemonella gracilis ATCC 19624 61.32 65.29 -41.17 -47.01 -49.706 -45.63
Polaromonas CF318 60.01 65.3 -39.47 -47.14 -50.075 -45.67
Variovorax CF313 62.36 67.02 -41.57 -48.78 -51.402 -47.365
Verminephrobacter At4 62.59 66.28 -42.23 -47.46 -50.914 -45.662
Delftia sp. JD2 60.13 66.7 -39.99 -48.77 -52.047 -46.944

®EL contenido de GC de los genes de las proteinas ribosomales.

PEL contenido de GC de todos los genes sin los genes de las proteinas ribosomales
¢ Minima energia libre normalizada de los genes de las proteinas ribosomales.
4 Minima energia libre normalizada de todos los genes sin los genes de las proteinas ribosomales .

El resultado obtenido podria estar asociado con la funcidn de estos genes que se consideran de alta

expresion. Se estima que aproximadamente el 60% de todas las actividades de transcripcion celular
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estan vinculadas a la sintesis de las proteinas ribosomales en una célula en crecimiento rapido
(Warner 1999) y 40% de la energia total de una célula de E. coli es dirigida hacia la sintesis de
proteinas ribosomales (Wilson i Nierhaus 2007). Se sabe que la eleccién de los codones preferidos
varia entre los organismos (Sharp y Li 1986). A partir de nuestros resultados se propone que una
estrategia para codificar de forma rapida y eficiente las proteinas ribosomales, es que tengan un bajo
valor de MELN en comparacion con los otros genes, de esta manera la maquinaria de traduccion
puede tener una mayor accesibilidad al ARNm. Por lo tanto un factor que podria estar determinando
la opcion de los codones optimos en los genes de alta expresion sea la estructura secundaria del
ARNmM.
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Cargados
Figura 13. Uso de aminoéacidos de las proteinas ribosomales (Negro) y las proteinas no ribosomales (Rojos).

Por otra parte, el uso de aminoéacidos en las proteinas ribosomales podria estar condicionando el uso
de codones sinbnimos Yy de esta forma la proporcidn de bases en el gen, y por ultimo condicionando
la MELN.

Las proteinas ribosomales presentan una mayor proporcion de aminoacidos con carga positiva (Lys
y Arg) en comparacion con el resto de las proteinas. Los aminoécidos cargados negativamente a pH
fisiologico (Asp y Glu) presentan comportamientos opuestos: mientras que Glu se encuentra en
mayor proporcion en las proteinas ribosomales, Asp es mas frecuente en las no ribosomales (Figura
13, Tabla A3).

Las sumas de las medias de los aminoacidos con carga positiva (Arg, Lys) en las proteinas
ribosomales se encuentran en mayor proporcion en comparacion con los aminoécidos con carga

negativa (Asp, Glu), este resultado concuerda en forma general con los resultados de otro autor
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(Lott et al. 2013). La mayor proporcion de aminoacidos con cargas positivas puede estar implicado
en la interacion entre las proteinas ribosomales con el ARNt, ya que la interaccion entre estas dos
moléculas presenta un importante componente electrostatico (Trylska et al. 2004). Por otro lado, la
suma de las medias de los aminoacidos positivos (Arg, Lys) presenta el mismo valor que la suma de
las medias de los aminoacidos negativos (Asp, Glu), en las proteinas no ribosomales. Para poder
ver la magnitud y direccion de las preferencias de los aminoacidos, se analizaron las diferencias
entre los dos grupos de secuencias. Encontramos que los aminoacidos que son utilizados en mayor
proporcién por las proteinas ribosomales son lle, Met, Val, Thr, Asn, Lys, Glu, Arg y Gly (Figura
14, Tabla A3).

De esta manera, es probable que el uso de aminoacidos de las proteinas ribosomales tiende a
disminuir el contenido de GC total y en todas las posisiciones de los codones (Figura 15). Cuando
se analizan por separados a las bases en las tercera posicion de los codones de los cuartetos
naturales y de los cuartetos de los sextetos las bases C3 y G3 presenta diferencias significativas; sin
embargo, G3 presenta una menor proporcion en las proteinas ribosomales en comparacion con C3
(Figura 16). De esta manera se podria inferir que a pesar de que el contenido de GC esta
condicionado por el sesgo en el uso de aminoacidos, éste tiende a diminuir mas el contenido de GC
evitando a los codones sindnimos terminados en G. Como se ha demostrado anteriormente, los
codones Optimos no presentan ningn codon terminado en G, mientras que los codones rechazados
por los genes de las proteinas ribosomales son en su mayoria terminados en G (Figura 8). Sin
embargo, se ha demostrado que el uso relativo celular de los aminoacidos esta asociado al contenido
de GC de los organismos (Moura et al. 2013). El contenido de GC “dirige” al uso de codones y éste
ultimo afecta, de manera indirecta, al uso de aminoacidos ya que hay cambios en la tercera posicion
de los codones (y algunos en la primera) que no son sinénimos, y todos los que ocurren en la
posicién dos son no sindnimos (Knight et al. 2001). Es de destacar que es dificil poder analizar en
forma separada las fuerzas evolutivas que estan determinando el sesgo en el uso de aminoacidos, la
energia minima de plegamiento, modulando y cuantificando su efecto en la eficacia de las tasa y la
eficacia de la traduccion (Shabalina et al. 2013). Recientemente se encontrd una posible asociacion
entre las regiones estables del ARNm con regiones de proteinas que codifican dominios compactos
y proteinas de gran tamafio. De esta manera las estructuras secuandarias del ARNm, podrian estar
implicadas como posibles indicadores co-traduccionales del plegamiento de las proteinas (Faure et
al. 2016).

De esta forma, se propone que el sesgo en el uso de aminoacidos, el sesgo en el uso de codones y la
energia minima de plegamiento deben de tener una participacion significativa en la estrategia para

optimizar la transcripcion y traduccion en los organismos en estudio.
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No se puede inferir que este comportamiento sea general en todos los procariotas, ya que se ha
demostrado que éstos organismos presentan diferentes intensidades de fuerzas selectivas (Ran et al.
2014). Se propone que el uso de codones sindbnimos puede estar reflejando una posible estrategia en
la que la MELN de los genes de las proteinas ribosomales, module la sintesis de estas proteinas

evitando potenciales estructuras secundarias.
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Figura 14. Diferencias entre en el uso de aminoacidos de las proteinas ribosomales con respecto al resto de los genes.
Todas las diferencias son estadisticamente significativas (W, p<0.05), a excepcion de Cys (Tabla A4).
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Figura 15. Diferencias en el contenido de GC total y en la primera, segunda y tercera posicién de los codones de los
genes de las proteinas ribosomales con respecto al resto de los genes de genoma en los 32 organismos en estudio. El
contenido de GC3 se calculdé a partir de las secuencias tomando solamente a los cuartetos naturales y a los

pertenecientes de los sextetos. Todas las diferencias son estadisticamente significativas. (W, p<0.05) (Tabla A3).
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Figura 16. Diferencias en el contenido de G y C en la primera, segunda y tercera posicion de los codones de los genes
de las proteinas ribosomales con respecto al resto de los genes de genoma en los 32 organismos. El contenido de C3 y
G3 se calcul6 a partir de las secuencias tomando solamente a los cuartetos naturales y a los pertenecientes de los
sextetos. Todas las diferencias son estadisticamente significativas (W, p<0.05), a excepcion de G1 (Tabla A3).
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4.8 Uso de aminodcidos entre las proteinas de membrana, proteinas citoplasmadticas y
entre las regiones TM y NTM

Las proteinas de membrana presentan en promedio un contenido mas elevado de los amino&cidos
lle, Val, Leu, Phe, Met, Gly, Ser y Trp en relacién a las proteinas citoplasmaticas (Figura 17),
mientras que sucede lo inverso con Cys, Tyr, Pro, His, Asp, GIn, Glu, Lys y Arg, el aminoacido Thr
no presenta diferencia significativa (Figura 17, Tabla A4). Cys, a pesar de ser hidrofébico, se
encuentra en mayor cantidad en las proteinas citoplasméticas, mientras que los aminoacidos
hidrofilicos Gly y Ser se encuentran en mayor cantidad en las proteinas de membrana que en las
proteinas citoplasmaticas.

La distribucion de aminoacidos entre las regiones TM vy las regiones NTM es, como se esperaba,
diferente: las regiones NTM presentan en promedio un enriquecimiento de los aminoacidos
hidrofilicos Thr, Ser, Pro, His, Asn, Asp, GIn, Glu, Lys, y Arg con respecto a las regiones TM,
mientras que las TM tienden a enriquecerse en los aminoacidos hidrofébicos lle, Val, Leu, Phe,
Met, Ala, Trp y con los aminoacidos hidrofilicos Gly y Tyr (Figura 17, Tabla A5). Las regiones TM
estan formadas por alfa hélices las que son estabilizadas mediante la intercalacion de aminoécidos
hidrofilicos e hidrofobicos (Khrustalev y Barkovsky 2012; Wolfenden et al. 1979). Como es de
esperar, los residuos hidrofobicos son utilizados en mayor medida en las regiones TM, mientras que
los hidrofilicos son utilizados mayormente en las regiones NTM (Figura 18, Tabla A5). El
aminodcido Cys no presenta diferencia significativa en su utilizacion entre las dos regiones.

Las regiones TM presentan una correlacion positiva y significativa entre el uso relativo de
aminoéacidos y los valores de hidrofobicidad de la escala Kyte-Doolittle (Figura 19). Por otra parte
las regiones NTM, las proteinas citoplasmaticas y las proteinas de membrana no presentaron una
correlacion con respecto a los valores de hidrofobicidad de la escala Kyte-Doolittle (Figura 19). De
esta manera se asegura de que las secuencias que clasificamos como TM, sean efectivamente tales.
Aminoéacidos quimicamente similares tienden a presentar la misma base en la segunda posicién del
coddn, hecho que podria reflejar, en cierta forma el origen del cddigo genético, ya que se ha
propuesto que este se ha organizado a partir de las estructuras secundarias de las proteinas
(Chiusano et al. 2000). Es de destacar que los aminoacidos que son preferidos por las regiones TM
son hidrofobicos y estos presentan codones que en su mayoria presentan en la segunda posicion la

base U, por lo que es de esperar que presenten una menor cantidad de GC en sus codones.
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Figura 17. Diferencia en el uso de aminoacidos de las proteinas de membrana respecto a las proteinas citoplasmaticas.
Los aminodcidos estan ordenados por la escala de hidrofobicidad Kyte-Doolittle. Todas las diferencias son
estadisticamente significativas (W, p<0.05), a excepcion de Thr (Tabla A5).
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Figura 18. Diferencia en el uso de aminoécidos de las regiones TM respecto a las NTM. Los aminoacidos estan
ordenados por la escala de hidrofobicidad Kyte-Doolittle. Todas las diferencias son estadisticamente significativas (W,
p<0.05), a excepcion de Cys (Tabla A5).
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Figura 19. Correlacion entre el uso de aminoacidos de las proteinas de membrana y proteinas no de membrana, regiones
transmembrana y no transmembrana.

4.8.1 Analisis de usos de codones sindnimos entre las regiones transmembranas y no
transmembranas de las proteinas de membrana.

Por definicién las proteinas de membrana contienen regiones hidrofébicas e hidrofilicas. Esto nos
da la oportunidad de estudiar el UCS entre estas regiones en un mismo ARNmM, ya que estas

regiones son traducidas por la misma maquinaria de traduccion, influenciadas por el mismo sesgo
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mutacional y coexisten en el mismo ambiente celular. Con el fin de identificar a los codones
preferidos por las regiones TM, se los compard con los codones de las regiones NTM. Se observd
una tendencia a que los codones CUG (Leu), UCG (Ser), GCG (Ala), GUG (Val), ACG (Thr), CCG
(Pro) y UAU (Tyr) son utilizados en una mayor frecuencias en las regiones TM con respecto a las
regiones NTM (Figura 23); y esta diferencia es estadisticamente significativa (y2, p < 0,05). Los
codones CUG, UCG, GCG, GUG, ACG, CCG y UAU presentan diferencias significativas (y2, p <
0,05) en 100%, 100%, 80%, 80%, 80%, 100% y 60% de los organismos respectivamente (Figura
23). De estos codones, dos pertenecen a los “cuartetos de los sextetos”, mientras que el resto
pertenece a cuartetos con la excepcion de UAU que pertenece a un dueto. Los codones preferidos
por las regiones TM son en su mayoria terminados en G. Los codones CUG y GUG presentan al
ARNIL iso-aceptor que se enlaza en forma WC, mientras que por otro lado los ARNt iso-aceptores
de los codones UCG, GCG, ACG, CCG y UAU estan en minoria o no se ha identificado a los genes
que codifican al ARNt que se enlace en forma de WC (Figura 23, Figura 8).

Los codones preferidos por las regiones TM con respecto a las regiones NTM, son en forma general
evitados por los genes que codifican a las proteinas ribosomales. Como ya se ha mencionado
anteriormente los codones preferidos por los genes que codifican a las proteinas ribosomales, son
considerados optimos, dandole fidelidad y velocidad a la traduccién (Akashi 1994; Tuller et al.
2010). Existen numerosos ejemplos en los cuales el plegamiento y el nivel de expresion de las
proteinas de membrana son afectadas por la utilizacion de codones sindbnimos (Cortazzo et al. 2002;
Makino et al. 1997). Segun varios autores los cambios en los codones sinGnimos generan un
aumento o disminucion en la velocidad de lectura del ARNm por el ribosoma, afectando la
velocidad de sintesis proteica, influyendo entonces en el plegamiento de las proteinas nacientes
(Cortazzo et al. 2002; Makino et al. 1997; Weygand-Durasevic e Ibba 2010). Esta es una de las
razones por la cual las proteinas de membrana al traducirse a una velocidad no adecuada, se pliegan
en forma incorrecta, exponiendo regiones hidrofébicas llevando a la formacién de agregados que
son toxicos (Cortazzo et al. 2002). Otro aspecto es el efecto del UCS sobre la estructura secundaria
del ARNm, alterando la unién del ribosoma con el mensajero. Por ejemplo, determinado
plegamiento podria dificultar el inicio de la traduccion, disminuyendo la cantidad de proteinas
sintetizadas (Kubo e Imanaka 1989; Makino et al. 1997). Por lo tanto el UCS esta involucrado en la
estructura y estabilidad del ARNm, y de la proteina a sintetizar (Cortazzo et al. 2002; Duan et al.
2003; Khrustalev y Barkovsky 2012; Weygand-Durasevic e Ibba 2010). De esta forma, si las
regiones TM “prefieren” a los codones que no poseen a los ARNt isoaceptores mas abundantes de
la célula, estos codones terminados en G pueden estar del alguna forma modulando la cinética de la
traduccion de esta region particular de las proteinas de membrana. Como se ha mencionado

anteriormente la opcion de codones que son reconocidos por ARNt poco abundantes genera una
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disminucion en la traduccion (Serensen et al. 1989). Sin embargo nuestro conocimiento sobre el

patron en el UCS en las proteinas de membrana es aiin escaso.

Las regiones TM presentan un mayor contenido de GC en la tercera posicion del coddn respecto a
las regiones NTM (Figura 21). La tercera base de los codones es la que posee mas libertad de
cambio. Este es un aspecto que podria ser importante ya que el aumento de GC en las regiones de
lectura abierta en el ARNm conlleva a la estabilizacion de estructuras secundarias, afectando la
eficacia de la traduccion (Kubo e Imanaka 1989), el nivel de expresion de un gen, la estabilidad del
ARNmM y en la estructura de iniciacion del ARNm como en el plegamiento de la proteina (Fredrick
e Ibba 2010; Marin 2008).

El enriquecimiento en U en los codones de los aminoacidos que componen las regiones TM, podria
estar vinculado no sélo con la hidrofobicidad de los aminoacidos sino también con la estructura
secundaria de la proteina que codifique (Chiusano et al. 2000). Esta idea ha sido llevada al extremo
por Prilusky y Bibi (2009) que han llegado a proponer que se puede predecir a las proteinas de
membrana en funcion del contenido de U en el ARNm. Por otra parte, se especula que los ARNm
de las proteinas de membrana en su origen fueron ricos en U, aumentando en el transcurso del
tiempo la frecuencia de G, lo que le aportaria una mayor estabilidad al ARNm (Prilusky y Bibi
2009). Dadas las limitaciones impuestas por el cddigo genético, el lugar donde los ARNm de las
proteinas de membrana pueden enriquecerse en G es en la tercera posicion.

El uso més frecuente de los codones terminados en G en los aminoacidos hidrofobicos y ciertos
aminoacidos hidrofilicos en las regiones TM, podria estar ademas asociado a la eficiencia de
traduccion y/o con algun tipo de reconocimiento estructural que lleve a su vez a una localizacion
especifica a nivel intracelular. Tampoco se puede descartar que la formacién de determinadas
estructuras secundarias a nivel del ARNm sea otro factor que regule la cantidad de proteina a ser
sintetizada por lo secuencia mensajera en particular (Shabalina et al. 2013).

Las regiones TM tienden a presentar un menor contenido de GC total con respecto a las regiones
NTM (Figura 20). Si bien las diferencias son significativas, son solamente de 2%. Esto es esperable
ya que las regiones TM poseen un enriquecimiento en aminoacidos hidrofobicos y estos poseen en
las segunda base U. Por otra parte, las regiones NTM tendrian un mayor contenido en GC en la
primera y segunda posicion de los codones con respecto a las mismas posiciones en las regiones
TM (Figura 21, Tabla A5). El contenido de GC3 es superior en las regiones TM con respecto a las
regiones NTM (W, p<0,05). Sin embargo cuando se realiza un andlisis mas detallado en la
composicién de bases de las dos regiones, se encuentra que C3 no presenta diferencias
significativas entre ambas, mientras que G3 esta presente en mayor cantidad en las regiones TM

(W, p<0,05) (Figura 22, Tabla A5).
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El aumento del contenido de G3 en las regiones TM podria estar implicado en una compensacion
entre las regiones TM con respeto a las regiones NTM en la cantidad de GC; ya que si se suman el
contenido de GC1 y GC2 las regiones NTM superan en un 10% aproximadamente, al contenido de
GC1 y GC2 en las regiones TM. Se propone que el aumento de GC en la tercera posicion en las
regiones TM pueda estar implicado, como se mencion0 anteriormente, en una forma de
“compensacion” a nivel de frecuencia de bases en estos genes.

A partir de los resultados obtenidos se puede decir que las regiones TM de las proteinas de
membrana presentan un sesgo particular de codones sindnimos siendo preferidos los terminados en
G. Ese patron es fuerte y se encuentra en forma general conservado en la Familia. No es claro qué
ventaja aporta dicha preferencia en el uso de codones sinénimos. Se ha asociado la fidelidad en la
traduccion de las proteinas de membrana y el correcto plegamiento de las regiones TM con regiones
del ARNm en el cual presentan secuencias similares a la secuencia Shine-Dalgarno (Fluman et al.
2014). De esta manera se enlentece la traduccion modelando la cinética del plegamiento de las
regiones TM. Queda mucho para hacer todavia para poder establecer las fuerzas que estan actuando

y su magnitud en la participacion del patrén observado.
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Figura 20. E1 AGC entre las regiones TM con respecto de las regiones NTM en los 32 organismos en estudio
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Figura 23. Codones preferidos y evitados por las regiones TM con respecto a las regiones NTM, en la familia
Comamonadaceae. Se utilizo el estadistico y2 de contingencia para poder determinar que codon es preferido o evitado
en forma significativa por las regiones (p < 0,05). En rojo y bordé estan representados los codones preferidos por las
regiones TM (p<0,01) y (p<0,05) respectivamente, mientras que en azul y violeta estan los codones evitados o
(Preferidos por las regiones NTM) (p<0,01 y p< 0,05) respectivamente.

CONCLUSION

Un sesgo selectivo a nivel de expresion en el uso de codones en un genoma se puede definir como
significativo si cumple con tres criterios: 1) la tendencia principal en la variacion en el uso de
codones debe ser explicado por la expresion, en este caso, esto se muestra mediante una correlacion
significativa entre el primer o el segundo eje generado por el analisis WCA 'y el MELP, usado este
ualtimo como predictor de nivel de expresion; 2) tiene un coeficiente significativo selectivo (S), y 3)
genes altamente expresados deben de caracterizarse por una tasa de sustitucion sinénima baja, esto
se muestra por una correlacion negativa significativa entre la estimacion del dS y el valor MELP.

17 organismos cumplieron con estas tres condiciones simultaneamente, las cuatro cepas de
Comamonas testosteroni, Ramlibacter tataouinensis TTB310, las tres cepas de Delftia, las dos
cepas de Variovorax paradoxus: B4 y S110, Verminephrobacter sp. At4, cinco cepas de de
Acidovorax: A. sp. NO 1, A. sp. KKS102, A. avenae ATCC 19860, A. citrulli AAC00 1, A.
delafieldii 2, Polaromonas CF318.

Entre estos organismos, las cepas pertenecientes a las C. testosteroni y las Delftia son las que
presentan la tendencia més clara y fuerte, y por esta razon se cree que estas bacterias presentan el
sesgo selectivo en el uso de codones méas fuerte. Dado que estas bacterias forman un grupo
monofilético, el incremento debe ser entendido como un cambio reciente en el linaje.

Otras bacterias que no cumplieron estrictamente con los tres criterios definidos previamente,
también presentan tendencias en el uso de codones que podrian ser facilmente explicadas en
términos de seleccion para traduccion, este es el caso de A. radicis N35, A. sp. CF316, P. sp. JS666,
V. eiseniae EF01 2, V. paradoxus EPS y H. gracilis ATCC 19624.

Ningun resultado apoy0 el uso selectivo en el sesgo de los codones para Rhodoferax ferrireducens
T118, Comamonadaceae bacterium CR, las dos cepas de Alicycliphilus e Hydrogenophaga sp.
PBC. En estos casos, la mutacion y la deriva genética probablemente hayan borrado el efecto de la

seleccion que actua sobre los genes altamente expresados.
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Nuestros resultados sugieren que la seleccion natural también es operativa en los niveles de
precision de la traduccion en muchos organismos. Investigamos el sesgo en el uso de codones
sindnimos en las regiones conservadas de las proteinas, que tiende a ser similar al sesgo observado
en los GAE para la mayoria de los codones. También mostramos que existe una correlacion
significativa entre la divergencia de los cambios sinénimos y no sindbnimos, apoyando la idea de que
la seleccidn en la precision de la traduccion es operativa. El sesgo selectivo es muy variable en la
Familia, y es observado claramente para muchos de los organismos de este grupo. Como regla
general, los organismos mas estrechamente relacionados tienden a mostrar sesgos mas similares.
Sin embargo, codones oOptimos similares pueden ser observados en organismos relativamente
distantes, esto apoya la idea de que ha habido un grupo estable de codones preferidos, a pesar de
que muchos linajes presentan un efecto relajado de la seleccion. La correlacion entre la divergencia
sinbnima con el nivel de expresion (MELP), observada cuando se comparan organismos
lejanamente relacionados, también apoya esta conclusion. Algunos casos interesantes, con sesgos
divergentes también pudieron ser identificados. La coincidencia observada entre los codones
optimos y el grupo de anticodones identificado en cada genoma también puede explicarse en
términos de seleccidn. La conservacion de los grupos de los anticodones también se observa en
diferentes linajes, lo que de alguna manera explica el mantenimiento de los codones éptimos
observados en diferentes linajes. Las diferencias observadas en el coeficiente de seleccion estimado
podria reflejar en parte la heterogeneidad en los estilos de vida, tamafios efectivos poblacionales,
tiempos de generacidn, nichos ecoldgicos, rutas metabolicas, etc., que caracterizan a los diferentes
microorganismos de esta familia.

Los genes de las proteinas ribosomales presentan un contenido de GC y de energia minima de
plegamiento normalizada inferior con respecto al resto de los genes en todos los organismos. Sin
embargo, esta energia minima se desvia de lo esperado con respecto al contenido de GC. A partir de
este resultado se puede inferir que el plegamiento en el ARNm de los genes de las proteinas
ribosomales presenta una menor probabilidad de generar potenciales estructuras secundarias en
comparacion con el resto de los genes del genoma, facilitando la rapida asociacion de la maquinaria
de traduccion.

Las regiones TM presentan un enriguecimiento en codones terminados en la base G. Estos codones
son los tripletes menos frecuentes en los genes de alta expresion. De esta manera el sesgo en el uso
de codones por las regiones TM podria estar implicado en el plegamiento del ARNm o algun tipo

estrategia en la sintesis de estas proteinas y en particular de estas importantes regiones.
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ANEXO: FIGURAS Y TABLAS

Tabla AL. Diferencia entre el contenido de GC total y en cada posicion del codén entre los

genes ort6logos y los todos los genes del genoma.

GC%| GC1% | GC2% | GC3% Organismos
15 2 4.1 -1.6 Acidovorax avenae ATCC 19860
0.9 15 4.1 -3.1 Acidovorax citrulli AAC00 1
1.6 1.6 3.2 -0.1 Acidovorax ebreus TPSY
0.8 1 3 -1.8 Acidovorax JS42
15 1.4 3.1 0.1 Acidovorax_KKS102_uid176500
0.3 0.9 2.9 -2.8 Alicycliphilus denitrificans BC
0.4 1 3 -2.8 Alicycliphilus denitrificans K601
-2.8 -3 -0.3 -5 Comamonadaceae bacterium CR
0.3 0.1 2.7 -2 Comamonas testosteroni CNB 2
1.2 14 3.6 -1.3 Delitia_acidovorans_SPH_1_uid58703
1.7 1.7 3.6 -0.4 Delitia Cs1 4
0.4 0.2 2.5 -14 Polaromonas JS666
0.6 0.3 25 -0.9 Polaromonas naphthalenivorans CJ2
1.1 1.8 34 -2 Ramlibacter tataouinensis TTB310
0.5 -0.1 1.8 -0.3 Rhodoferax ferrireducens T118
1.2 1.3 34 -1 Variovorax paradoxus B4
14 1 3.1 0 Variovorax paradoxus EPS
1.1 1.2 3.4 -1.2 Variovorax paradoxus S110
-0.7 -1 2.2 -3.3 Verminephrobacter eiseniae EF01 2
2 2.1 4,5 -0.7 Acidovorax CF316
1.3 1 4.7 -1.9 Acidovorax delafieldii 2AN
1 0.9 3 -0.9 Acidovorax NO 1
1.9 15 34 0.7 Acidovorax radicis N35
0.2 -0.1 2.8 -2.2 Comamonas testosteroni ATCC 11996
0.1 -0.1 2.8 -2.5 Comamonas testosteroni KF 1
0.1 0 2.8 -2.4 Comamonas testosteroni S44
1.1 1.2 3.2 -1.2 Hydrogenophaga PBC
0.6 0.6 2.4 -1.1 Hylemonella gracilis ATCC 19624
1.2 0.9 3.2 -0.6 Polaromonas CF318
1.2 0.9 3.3 -0.7 Variovorax CF313
-0.7 | -0.7 4.8 -6.1 Verminephrobacter At4
1.2 14 3.9 -1.5 Delftia sp. JD2
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Figura A2. Se muestra el porcentaje de genes de alta expresion proteinas ribosomales y factores de elongacién en los 32
organismos en los ejes del anélisis de WCA que se correlacionan con el indice de expresion MELP. El eje que se
correlacionan con el MELP se separ6 en 10 franjas.
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Figura A3. Se muestran las estimaciones de la p-distancia de las regiones conservadas y no conservadas. Histograma de
la frecuencia de conservada (A) y regiones no conservadas (B) en las 601 proteinas ortélogas distribuidos de acuerdo a
la p-distancia media. Las regiones conservadas se alinean en blogues con una longitud de al menos dos aminodcidos,
que estén sin cambios en los 32 organismos y con un maximo de una posicién contigua no conservada. El gréfico
muestra que las regiones de las proteinas seleccionadas como conservada mediante el software Gblock se caracterizan
por secuencias menos divergentes en comparacion con las secuencias de las regiones no conservadas.
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Figure A4. Codones preferidos y evitados utilizando a los genes ortlogos entre los GAEs en la familia Comamonadaceae. Se utilizé el estadistico ¥2 de contingencia para poder
determinar que codén es preferido o evitado en forma significativa por los genes GEA con respecto a los genes GBE (p < 0,05). En rojo y bordd estan representados los codones

preferidos por los GEA (p<0,01 y p<0,05)

respectivamente,

mientras que en azul y violeta esta los codones evitados (p<0,01 y p<0,05) respectivamente.
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Comamonadaceae bacterium CR
Hydrogenophaga PBC
Rhodoferal ferrireducens T118
Alicycliphilus denitrificans K601
Acidovoral ebreus TPSY
Alicycliphilus denitrificans BC
Acidovoral JS42
Polaromonas naphthalenivorans CJ2
Hylemonella gracilis ATCC 19624
Variovoral CF313
Acidovoral CF316
Variovoral paradolus EPS

Verminephrobacter eiseniae EF01 2

Comamonadaceae bacterium CR
Hydrogenophaga PBC
Acidovoral ebreus TPSY 0,35 0,31 0,34
Alicycliphilus denitrificans BC 0,32 0,34
Hylemonella gracilis ATCC 19624 0,44 0,44
Variovoral CF313 0,43 0,33 032 033 035 03
Verminephrobacter eiseniae EF01 2 0,35 0,36 0,39 049 041
Polaromonas JS666 04 0,33 0,32 0,33 0,46 047 05 043
0,44 [ 0,44 | 0,45 05 049
0,37 0,33
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0,46 0,44 0,49 0,44 0,48 0,49 0,46 0,39

Rhodoferal ferrireducens T118
Acidovoral JS42 0,31 0,35 0,35
03
0,36
Acidovoral CF316 036 0,35 031 037 031 037 0,44
Acidovora1 radicis N35 034 032 0,37 038 033 0,38 883 0,44 037
043 031 0,44 0,45 05 B8l 049 045
045 0,36 034 0,35 035 0,36 0,47 0,39
044 036 04 0,35 0,49 0,39 0,42
045 0,36 027 0,37 0,37 041 0,34
048 046 046 046 046 03 046 049 047 0,37
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Acidovoral radicis N35
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048 038 043 0,44
041 043 037 039 043
048 04 032 0,46 0,33
038 031 041 0,44 041 038
038 039 044 044 038 03 045 0,37
038 04 041 045 04 [JJ8BH 043 037 038
045 04 0,39 045 043 033 0,34 0,42

0,37

033 033 049 031 038 04 043 032 032 039
042 047 0,34 0,39 0,45 048 0,32 042 038
0,45 [J8BH 0,47 043 0,46 05 04
046 049 046 0,42 048 0,46 045 0,38 0,4

041 046 043 0,4 044 05 046 042

Alicycliphilus denitrificans K601 0,32
Polaromonas naphthalenivorans CJ2
Variovoral paradolus EPS 0,34 042 0,38 0,34 0,36 0,34 0,36 0,44
0,36 0,31 0,34 0,48 0,35 0,39 0,36 0,43 0,44
0,34 03 037 038 037 0,39 0,45 0,49 0,43 0,33
0,39 0,35 0,32 0,46 04 039 034 034 039 0,37
0,46 0,44 0,47 044 047 0,31 0,47 0,49 048 0,37
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Figure A5. Se muestra la correlacion entre las estimaciones de dS y dN utilizando a todos los organismos. Estan coloreados con rojo los 17 de los
cuales presentan valores de S mayores a 0.4 de S y mayores al 95% del limite de los valores de S tomando genes al azar.
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Tabla A2. Porcentaje de GC entre los genes de las proteinas ribosomales y no ribosomales.

Ribosomales | No Ribosomales Significancia Wilcox.test
GC 0,61 0,66 P<0,05
GC1 0,63 0,67 P<0,05
GC2 0,42 0,47 P<0,05
GC3 0,76 0,86 P<0,05
Gl 0,39 0,39 P>0,05
G2 0,18 0,20 P<0,05
G3 0,27 0,40 P<0,05
C1l 0,24 0,28 P<0,05
C2 0,23 0,27 P<0,05
C3 0,49 0,46 P<0,05

Tabla A3. Uso relativo de aminoéacidos de las proteinas ribosomales y de las proteinas no ribosomales.

Aminoacidos | Proteinas Ribosomales | Proteinas no Ribosomales | Significancia
lle 0.054 0.042 P<0.05
Val 0.089 0.075 P<0.05
Leu 0.074 0.107 P<0.05
Phe 0.029 0.033 P<0.05
Cys 0.0038 0.009 P>0.05
Met 0.026 0.024 P<0.05
Ala 0.11 0.13 P<0.05
Gly 0.086 0.083 P<0.05
Thr 0.053 0.051 P<0.05
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Ser 0.048 0.054 P<0.05
Trp 0.0046 0.015 P<0.05
Tyr 0.017 0.021 P<0.05
Pro 0.038 0.053 P<0.05
His 0.019 0.023 P<0.05
Asn 0.033 0.025 P<0.05
Asp 0.047 0.050 P<0.05
Gln 0.035 0.043 P<0.05
Glu 0.060 0.051 P<0.05
Lys 0.088 0.031 P<0.05
Arg 0.079 0.069 P<0.05
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Tabla A4. Uso relativo de aminoacidos entre las regiones de las proteinas de membranas y entre proteinas de membranas y proteinas.

Aminoécidos | Proteinas TM Proteinas no TM Significancia Regiones TM Regiones NOTM Significancia

lle 0,046 0,041 P<0.05 0,070 0,032 P<0.05
Val 0,084 0,075 P<0.05 0,122 0,062 P<0.05
Leu 0,127 0,101 P<0.05 0,198 0,088 P<0.05
Phe 0,04 0,032 P<0.05 0,066 0,027 P<0.05
Cys 0,007 0,011 P<0.05 0,011 0,014 P>0.05
Met 0,028 0,024 P<0.05 0,034 0,022 P<0.05
Ala 0,137 0,128 P<0.05 0,163 0,131 P<0.05
Gly 0,087 0,083 P<0.05 0,1 0,083 P<0.05
Thr 0,051 0,052 P>0.05 0,045 0,055 P<0.05
Ser 0,057 0,054 P<0.05 0,046 0,067 P<0.05
Trp 0,02 0,013 P<0.05 0,032 0,019 P<0.05
Tyr 0,021 0,022 P<0.05 0,025 0,017 P<0.05
Pro 0,051 0,054 P<0.05 0,031 0,069 P<0.05
His 0,018 0,025 P<0.05 0,008 0,024 P<0.05
Asn 0,024 0,026 P<0.05 0,011 0,025 P<0.05
Asp 0,038 0,055 P<0.05 0,004 0,045 P<0.05
Gln 0,039 0,044 P<0.05 0,012 0,047 P<0.05
Glu 0,038 0,056 P<0.05 0,006 0,044 P<0.05
Lys 0,025 0,032 P<0.05 0,003 0,031 P<0.05
Arg 0,061 0,072 P<0.05 0,013 0,097 P<0.05
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Tabla A5. Porcentaje de GC entre los genes de las regiones transmembranas y las regiones no no transmembranas.

™ No TM Significancia Wilcox.test
GC 0,65 0,67 P<0,05
GC1 0,64 0,67 P<0,05
GC2 0,44 0,54 P<0,05
GC3 0,88 0,79 P<0,05
Gl 0,4 0,37 P>0,05
G2 0,17 0,24 P<0,05
G3 0,45 0,38 P<0,05
C1 0,24 0,31 P<0,05
C2 0,27 0,3 P<0,05
C3 0,42 0,41 P<0,05
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