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Resumen

Las arqueas oxidantes del amonio (AOA) son fundamentales en el desarrollo del ciclo
biogeoquimico del nitrégeno. Este proceso metabolico esta catalizado por la enzima Amo, la
cual esta formada por 3 subunidades: AmoA, AmoB y AmoC. El gen amoA es el segundo gen
méas empleado como marcador genético para estudios filogenéticos y como herramienta de
clasificacion taxonémica. El objetivo del trabajo es analizar la filogenia de distintas especies
de AOA del grupo Thaumarchaeota en relacion con estos tres genes, junto a dos genes
esenciales para el metabolismo, los que codifican para las enzimas Aconitasa y Acetil-CoA
sintetasa, y con el gen codificante para el RNA ribosomal 16S rRNA. Otro objetivo es
determinar la posicion filogenética de las especies estudiadas, con relacion a arqueas del
Grupo Asgard, como Prometheoarchaeum. Para este andlisis se establece un pipeline
mediante herramientas bioinformaticas que permita automatizar parte del proceso. Este junto
con otras herramientas bioinformaticas facilita la elaboracién de andlisis filogenéticos que
discuten la utilidad de amoA, muestran la naturaleza del gen amoB, y sugieren la importancia

de la transferencia genética horizontal en los procesos evolutivos.

Abstract

Ammonium oxidizing archaea (AOA) are essential in the development of the nitrogen
biogeochemical cycle. This metabolic process is catalyzed by the Amo enzyme, which is
made up of 3 subunits: AmoA, AmoB and AmoC. The amoA gene is the second most widely
used gene as a genetic marker for phylogenetic studies and as a taxonomic classification tool.
The main aim of the work is to analyze the phylogeny of different species of Thaumarchaeota
AOA respecting to these three genes, two genes essential for metabolism (those that encode
the enzymes Aconitasa and Acetyl-CoA synthetase) and to the 16S rRNA. Another objective
is to determine the phylogenetic position of the species that are studied, with special emphasis
on Prometheoarchaeum, an arch of the Asgard group. For all this, a pipeline is established
using bioinformatic tools that automate part of the process. This, along with other
bioinformatics tools, allows the development of phylogenetic analysis that corroborate the use
of amoA, shows the nature of the amoB gene, and reveals the importance of horizontal gene

transfer in evolutionary processes.

Keywords: AOA, Asgard, Ammonium, Amo, Phylogeny, Thaumarchaeota.



1. Introduccién

La nitrificacion se conoce como el proceso bioldgico de oxidacion del amonio, presente en el
medio por la descomposicion de materia organica, a nitrato. Dicha oxidacién ocurre en dos
pasos: el primer paso transforma los iones amonio presentes en el entorno a iones nitrito, y el
segundo paso transforma estos en iones nitrato, el cual es el principal aceptor de electrones en
procesos de desnitrificacion, asi como el principal componente a partir del cual obtener N2O
por vias biogénicas (Tolar et al., 2017), y un compuesto quimico de gran importancia en
suelos agricolas, pues el crecimiento de plantas depende de su disponibilidad. Ademas, este
proceso metabolico también suele ser aprovechado en plantas de tratamiento de aguas
residuales con el fin de eliminar de estas la urea y el amoniaco (Kaynak et al., 2008). Sin
embargo, también puede tener consecuencias negativas, como la contaminacion de aguas

subterréneas por lixiviacion. (Wrage et al., 2001)

Por tanto, la nitrificacion es una de las reacciones fundamentales dentro del ciclo
biogeoquimico del nitrégeno, de gran relevancia a nivel medioambiental y agroalimentario,
asi como una de las reacciones bioldgicas mas importantes en la obtencion de energia en
organismos quimiolitoautotrofos, los cuales se encuentran en dos de los tres dominios en los
que se organizan todos los seres vivos: el dominio mas conocido y el primero en el que se
suele pensar, el dominio Bacteria, y un segundo dominio, el dominio Archaea, propuesto por
Woese et al. en 1990 y demostrado por distintos estudios moleculares realizados
posteriormente (Spang et al., 2015), siendo el dltimo en incorporarse al Arbol Filogenético de
la vida (Tree of Life o ToF), y de gran interés debido a su capacidad de crecer en cualquier

ambiente, incluso en ambientes extremos (Schleper et al., 2005).

El primer paso de la nitrificacion, la oxidacion del amonio, conlleva la liberacion de protones
al medio extracelular y la aportacién de electrones a la cadena de transporte de electrones
realizada en la membrana plasmaética, lo cual contribuye a la obtencién de poder reductor
(NADH+) y, finalmente, de ATP (Wendeborn, 2020). Este proceso es realizado principalmente
por dos consorcios de microrganismos: Las bacterias amonio-oxidantes (AOB), y las arqueas
amonio-oxidantes (AOA) (Tolar et al., 2017). Mientras que las AOB fueron descritas en 1890
por Winogradsky en los trabajos donde se describieron por primera vez los procesos de

nitrificacion, no fue hasta hace algo méas de una década cuando se identificaron por primera



vez las AOA (Venter et al., 2004) y comenzaron sus estudios sobre su papel en la oxidacion

del amonio en distintos entornos.

La oxidacion del amonio es catalizada por la Amonio Monooxigenasa (AMO), una enzima
integrada en la membrana cuya actividad depende de la presencia de iones de cobre (Ensign et
al., 1993) y, quiza, de la presencia de iones hierro no hemo (Zahn et al., 1996) (Gilch et al.,
2010). La enzima AMO presenta una elevada semejanza estructural con la enzima Metano
Monooxigenasa (MMO), otra enzima ligada a membrana dependiente de iones cobre, lo que
parece indicar su homologia ancestral (Tolar et al., 2017). Estudios de cristalografia de rayos
X han permitido observar que la MMO (y también la AMO) es una enzima formada por tres
protomeros, cada protdbmero conformado por tres subunidades, A, B, y C (Chan and Yu,
2008). Asi pues, la enzima AMO estaria compuesta por tres protomeros, cada uno de los

cuales tendria tres subunidades: AmoA, AmoB y AmoC. (Sayavedra-Soto and Arp, 2014)

El primer gen detectado mediante anélisis metagendmicos perteneciente a las AOA fue el gen
que codificada para la AmoA (Venter et al., 2004), por lo que se establecié como marcador
molecular para clasificar a las distintas especies de AOA (Francis et al., 2005) debido a que es
un gen altamente conservado. La aparicion de variabilidad entre las secuencias de una
muestra significa que hay cierta diversidad de especies de AOA en la misma, ademas de que
la opinidn general es que esta es la subunidad catalitica (Hyman and Wood, 1985). Los genes
amoB y amoC, codificantes para las otras dos subunidades se han obtenido inicialmente
mediante el analisis de metagenomas y metatranscriptomas, pero no son usados en estudios de

ecologia microbiana como amoA (Tolar et al., 2017)

En diversas arqueas del filo Thaumarchaeota se encuentran diversas copias del gen amoC,
sobre todo en aquellas presentes en suelo, como es el caso de Nitrososphaera viennensis, la
cual ademas presenta dos copias de amoB en su genoma (Kerou et al., 2016). Estas multiples
copias del mismo gen dentro del genoma del propio miroorganismo surgen por duplicacion, y
son conocidos como genes paralogos. Es decir, cada copia del gen es una secuencia paraloga
con respecto al resto de copias. amoA y amoC son los genes que se utilizan como “targets”

para estudios de ecologia de AOA (Tolar et al., 2017).

Actualmente el gen amoA es el marcador genético mas secuenciado, después gen del

codificante para rRNA 16S, siendo el 56% de las secuencias de arqueas presentes en las bases

de datos propias de este grupo taxonomico. La secuencia ancestral de este gen, presente en el
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ancestro comun de las AOA, ha ido sufriendo eventos de especiacién en el tiempo, lo que ha
hecho que cada una de estas arqueas posean al menos una copia de este gen, siendo estos
genes ortélogos entre si, pues son genes homdlogos, de elevada similitud, presentes en
especies distintas. Los estudios realizados a partir de este gen muestran como la abundancia y
diversidad de AOA en la naturaleza dependen de muchos factores y varian seguin el
ecosistema estudiado.

2.  Objetivos

El objetivo principal de este trabajo es la realizacion de un andlisis filogenético del cluster de
genes codificantes para la Amonio Monooxigenasa en distintas especies de arqueas amonio-
oxidantes presentes en diversos ambientes, tratando de establecer posibles relaciones
filogenéticas entre ellos y verificar la idoneidad de su uso como marcadores para estudios

evolutivos.

Un objetivo secundario sera establecer un pipe line mediante codigo bash en el entorno de
Linux, que deberd incluir también scripts de Perl, de modo que permita automatizar la
busqueda de nuevos genes en distintas especies y permita establecer relaciones entre ellos de
paralogia y ortologia con aquellos descritos previamente.

Con el objetivo de identificar posibles casos de transferencia horizontal de los genes del
operobn amo entre grupos de arqueas u organismos procedentes de otros dominios, se
estudiaran otras secuencias que permitirdn conocer la posicion filogenética de las especies
estudiadas, prestando especial atencion a las arqueas del superfilo Asgard, poco conocido
hasta el momento y que ha despertado un gran interés ya que podria ser el ancestro de los

organismos del dominio Eukarya (Zaremba-Niedzwiedzka et al., 2017).

3.  Materiales y Métodos

3.1. Busqueda de secuencias en bases de datos.

Se buscaron las secuencias correspondientes a distintos genes para extraerlos y usarlos como
sondas, seleccionando como AOA de referencia a partir del cual realizar el estudio a
Nitrososphaera viennensis, puesto que es un arquea que cuenta con 6 genes paralogos del gen
amoC, el mayor numero de copias halladas hasta el momento en el genoma de una AOA
(Tabla 1). Por otra parte, se extrajeron los genomas de referencia de distintas AOA y de las
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arqueas de referencia, y con estos se cred una base de datos local sobre las que lanzar las
sondas mediante la realizacion de una busqueda BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
local utilizando el programa BLAST+ (Camacho et al., 2009), este método tiene la ventaja de
poder localizar distintos genes en un mismo genoma, evita la mezcla de secuencias de
individuos diferentes y permite conocer la posicion de las secuencias coincidentes en los
genomas. El proceso de elaboracion de la base de datos local vendra descrito en el apartado
3.3.

Las AOA cuyos genomas fueron empleados para la creacion de la base de datos presentan la
siguiente clasificaciéon taxondémica (basada en la base de datos de taxonomia del NCBI), la
cual fue utilizada como referencia a la hora de analizar los resultados:

Filo Thaumachaeota
Orden Cenarchaeales
Familia Cenarchaeaceae
Género Cenarchaeum
Orden Nitrosopumilales
Familia Nitrosopumilaceae
Género Nitrosopumilus
Género Nitrosarchaeum
Género Nitrosomarinus
Clase Nitrososphaeria
Orden Nitrosocaldales
Familia Nitrosocaldaceae
Género Nitrosocaldus
Orden Nitrososphaerales
Familia Nitrososphaeraceae
Género Nitrososphaera
Género Nitrosocosmicus
Incertae sedis
Género Nitrosopelagicus
Género Nitrosotalea
Género Nitrosotenius

Junto a los genomas de estas especies, se usaron para la creacion de la base de datos el
genoma de la arquea de referencia del grupo Asgard (Prometheoarchaeum syntrophicum) y el
genoma de una AOB (Nitrosomonas europaea), ademas del de un organismo eucariota
(Saccaromyces cerevisiae).

Las secuencias, tanto de las sondas como de los genomas completos, se buscaron en los
servidores del NCBI (National Center for Biotechnology Information), centrando la busqueda
en las opciones de Genes y Genomes, donde se almacenan y organizan los accesos a multiples
secuencias obtenidas en distintos trabajos de investigacion y compartidas en esta herramienta,
por lo que esta base de datos es actualizada de forma frecuente con gran multitud de
secuencias obtenidas dia a dia mediante técnicas de Next Generation Sequencing. Mientras
gue Genome contiene informacion relacionada con secuencias, mapas, Cromosomas,
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anotaciones y ensamblajes, Gene recoge informacion sobre secuencias de referencia (RefSeq,
conjunto de secuencias integras, no redundantes, bien anotadas y revisadas) de distintas
especies, nomenclatura, variantes, rutas metabdlicas en los que participan, y links a entradas
relacionadas con la funcion y posicion en el genoma de dichos genes.

Los genes usados como sondas (Tabla 1) fueron los que codificaban para las tres subunidades
de la amonio monooxigenasa, el rRNA 16S (usado sistémicamente para la clasificacion de
procariotas), la Acetil-CoA sintetasa y la aconitasa, estas ultimas enzimas esenciales en el
metabolismo energético de los procariotas, al participar en el ciclo de los &cidos
tricarboxilicos.

Tabla 1: Sondas utilizadas para el estudio. Genes y especie de procedencia.

e Genes codificantes para la amoA ¢ Nitrososphaera viennensis
Amonio Monooxigenasa amoB e Nitrososphaera viennensis
amoC ¢ Nitrososphaera viennensis

e Gen para rRNA 16S o Nitrososphaera viennensis.

e Nitrosomonas europaea.

e  Prometheoarchaeum syntrophicum

e Gen codificante para Acetil-CoA sintetasa ¢ Nitrososphaera viennensis

e Gen codificante para Aconitasa e Nitrososphaera viennensis

e  Prometheoarchauem syntrophicum.

3.2. Programacion.

Para la automatizacion de diferentes anélisis bioinformaticos se usaron dos lenguajes de
programacion distintos:

e Para la preparacion de la base de datos y la ejecucion del BLAST local, se uso el
lenguaje de programacién bash, que es el que se utiliza de forma general para ejecutar
ordenes o programas bajo linea de comandos desde el terminal del sistema operativo
Linux (Anexo 1).

e Para la adaptacion del output a los siguientes pasos y la extraccion de los fragmentos
coincidentes en los genomas obtenidos como resultado de BLAST, se escribieron scripts

en lenguaje de programacion Perl (Anexo I1).



3.3: Método MSA v modelo filogenético.

Las secuencias de cada uno de los genes analizados se ordenaron mediante la obtencion de
alineamientos multiples (MSAs) que fueron obtenidos mediante el alineamiento progresivo
que realiza el programa ClustalW (Thompson et al., 1994). EI funcionamiento basico de este
algoritmo se basa en la comparacion de todos los pares de secuencias para la realizacion de un
primer arbol guia. Tras esto, las secuencias se agrupan, de forma individual o en grupos de
pares, empezando por las mas parecidas, empleando el arbol guia como referencia. Tras esta
primera agrupacion, se busca, empleando el arbol guia, que secuencia o grupo de secuencias
tienen menor distancia con el primer grupo de partida, y se agrupan en un cluster. Esto se
hace de forma secuencial hasta que todas las secuencias estan alineadas y las distancias

genéticas entre ellas.

Tras alinear las secuencias y obtener las distancias entre ellas se procedio a realizar el arbol
filogenético basado en distancias (Neighbor-Joining) usando el modelo de substitucién
LogDet, ya que al tratarse de especies pertenecientes a taxones muy alejados la composicién
de nucle6tidos puede ser muy diferente, y en estos casos el modelo LogDet funciona mejor
que los modelos basados en la sustitucion de nucle6tidos. Mientras otros modelos evolutivos
suponen que todas las lineas evolutivas cambian bajo el mismo patron de sustitucion de
nucleotidos, el modelo LogDet no lo hace, por lo que es mejor para medir el cambio evolutivo
entre secuencias en las que los patrones de sustitucion son heterogéneos entre linajes (Tamura
and Kumar, 2002).

El output de este proceso es la obtencion de un arbol de tipo filograma. Para comprobar la
validez de la topologia de la filogenia obtenida, se realiz6 un bootstrapping o test bootstrap,
que consiste en un remuestreo aleatorio de los datos que permite generar numerosas réplicas
del conjunto de datos (MSAs, distancias, etc.) para la generacion de gran cantidad de réplicas
de arboles filogenéticos. Cada réplica se analiza mediante el modelo empleado para obtener
una topologia y al final se obtiene un “arbol consenso” en el cual se muestra la frecuencia con
la que aparece cada nodo en el conjunto de las réplicas, mostrando la fiabilidad de este. En
este caso el bootstrapping se hizo con 500 réplicas, y en los nodos de cada arbol filogenético

se muestra su frecuencia y, por tanto, su fiabilidad.



Tanto para la obtencion de los alineamientos como de las filogenias, asi como el tratamiento
de los arboles se usé el programa MEGAT en su version GUI (Gréfica) de Windows (Kumar
et al., 2016)

4. Resultados y Discusion

El pipeline elaborado, junto con los scripts desarrollados (Anexos I, 11 y IlI), permitieron la
identificacion y extraccion de los genes deseados de las distintas especies que fueron

estudiadas en este trabajo.

En la Tabla 2 se esquematizan los genomas utilizados para cada especie, los genes hallados y
el nimero de copias de cada gen.

Tabla 2: Namero de copias identificadas de cada gen en cada genoma de las especies estudiadas.

Especie Codigo RefSeq 16SRNA amoA  amoB  amoC  acoA aco
Promethgoarchaeum NZ_CP042905 3 0 0 0 2 1
syntrophicum

Saccharomyces NC_001144 2 X X X X X
cerevisiae

Nitrosocaldus

cavascurensis Nz_LT981265 3 . ' . ' '
Nitrosotalea NZ LN890280 3 1 1 1 1 2
devanaterra -

Nitrosopelagicus NZ_CP007026 3 1 1 1 1 2
brevis -

Nitrosomarinus NZ CP021324 3 1 1 1 1 2
catalina -

Nitrosotenius cloacae NZ_CP011097 3 1 1 1 1 2
Nitrosocosmicus CP012850 9 1 1 2 1 2
oleophilus

Nitrosocosmicus NZ_LR216287 6 1 1 2 1 2
franklandus

Nitrososphaera NZ_CP007536 3 1 1 6 1 2
viennensis

Nitrososphaera CP007174 3 1 1 5 1 2
evergladensis

N|trosos_phaera CP002408 3 1 1 2 1 2
gargensis

Nitrosopumilus CP010868 3 1 1 1 1 2
piranensis

Nitrosopumilus NZ CP011070 3 1 1 1 1 2
adriaticus -

Nitrosopumilus CP000866 3 1 1 1 1 2
maritimus

Nitrosopumilus CP003842 3 1 1 0 ! 2
koreensis

Cenarchaeum DP000238 3 1 1 2 0 2
symbiosium

Nitrosopumilus sp. NZ_CP035425 3 X X X X X



4.1 16S rRNA

Para la identificacion de los genes codificantes para el rRNA 16S en todas las especies se
emplearon como sondas los genes de la subunidad ribosomal pequefia de Nitrososphaera
viennensis, Nitrosomonas europaea y Prometheoarchaeum syntrophicum. Asi, se localizaron
las distintas copias presentes en los genomas de la base de datos. EI nimero de copias del gen
16S presentes en las especies van desde 2 en Saccharomyces cerevisiae hasta 9 en
Nitrosocosmicus oleophilus, encontrando en la mayoria de las especies 3 copias, casi siempre
situadas en tdndem (esta situacion puede determinarse por la posicién de cada secuencia en su
genoma, que queda recogida en la Figura 1). Las secuencias encontradas permitieron generar
un MSA de 1775 pb. A partir de este MSA se pudo realizar un arbol filogenético de tipo

Neighbour-Joining, que es el que se muestra en la Figura 1.

Las copias localizadas dentro del mismo genoma se parecen mas entre si, lo que muestra que
pueden haber surgido por fenédmenos de duplicacién recientes o por una homogeinizacion de
las secuencias dentro del genoma, aunque no estén todas situadas en tdndem, como ocurre en

Nitrosocosmicus oleophilus.

En el &rbol se puede ver la agrupacion de las especies en sus distintos géneros y la relacion
filogenética entre estos, siendo practicamente cada género un claro grupo monofilético. Hay
que destacar la presencia de la especie Nitrosomarinus catalina entre las arqueas del género
Nitrosopumilus, por lo que las especies de este género serian las Gnicas que, en su conjunto,
forman un grupo parafilético. EI género Nitrosomarinus est4 compuesto exclusivamente por la
especie N. catalina, y pertenece a la familia Nitrosopumilaceae. De hecho, en articulos
recientes algunos autores reclasifican esta especie dentro del género Nitrosopumilus
(Lopez-Pérez et al., 2019). Por tanto, la clasificacion taxondmica de esta especie todavia no es

clara.

Se pueden distinguir los tres dominios en los que se clasifican los seres vivos: Bacteria
(Nitrosomonas europaea), Archaea y Eukarya (Saccharomyces cerevisiae). Partiendo de
microorganismos del dominio Bacteria como ancestro, cuyo Unico miembro se ha usado como
outgroup para poder enraizar el arbol, los microorganismos de los dominios Eukarya y
Archaea formarian dos grupos hermanos. Sin embargo, el apoyo del nodo que simboliza el

ancestro comun de las arqueas por el Bootstrap es muy bajo (64), lo que podria indicar una
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incorrecta organizacion topologica de este dominio, pudiendo ser el ancestro de las arqueas
también ancestro de los eucariotas. Ademas, las especies del dominio Archaea empleadas
pertenecen Unicamente al grupo Thaumarchaeota, no teniendo representantes de otros grupos,
ademas de estar empleandose para el estudio el genoma de un Unico organismo eucariota, por
lo que se podria estar perdiendo informacion. Estudios recientes proponen la hipotesis de que
el Tree of Life de tres dominios independientes que se habia propuesto hasta ahora podria ser,
en realidad, un arbol en el las arqueas formarian un grupo parafilético y los eucariotas serian
un grupo hermano del grupo Asgard de las arqueas, por lo tanto, estarian proximos a
Prometheoarchaeum syntrophicum en el filograma de la Figura 1. Para algunos autores como
Williams et al. (2020) los eucariotas descienden de los microorganismos del grupo Asgard.
Para poder confirmar el papel de las arqueas del grupo Asgard dentro de la evolucion se
necesitaria contar con un mayor nimero de datos de alta calidad, con los cuales no contamos
hasta ahora debido a la complejidad en el estudio de estas arqueas, organismos hallados en
dorsales oceanicas, dificiles de cultivar y aislar.

Un nuevo fendmeno de especiacion dentro del dominio Archaea separ6 las arqueas del grupo
Asgard, y al antecesor del resto de arqueas que se analizan en este trabajo, perteneciendo ellas
a un mismo grupo monofilético fuertemente soportado por el Bootstrap (99), formando parte
del phylum Thaumarchaeota.

Este arbol permite saber cual es la posicion filogenética de las arqueas AOA para los que se
han analizado el resto de los genes, conociendo las especies mas alejadas es posible
determinar cual es, en cada caso, la mas adecuada para ser empleada como outgroup para

realizar el enraizamiento de los arboles obtenidos con otros genes.



954393952925 Nitrosopumilus
954171952926 Nitrosopumilus
953966952925 Nitrosopumilus
945953947421 Nitrosopumilus koreensis
946175947420 Nitrosopumilus koreensis
946380947421 Nitrosopumilus koreensis
507699508740 Nitrosomarinus catalina
a1 507272508740 Nitrosomarinus catalina
94|l 507494508739 Nitrosomarinus catalina
897282896241 Nitrosopumilus maritimus
871 897709896241 Nitrosopumilus maritimus
93 |[| 897487896242 Nitrosopumilus maritimus
950228951269 Nitrosopumilus piranensis
949801951269 Nitrosopumilus piranensis
950023951268 Nitrosopumilus piranensis
763372764413 Nitrosopurnilus adriaticus
762945764413 Nitrosopumilus adriaticus
ol 763167764412 Nitrosopumilus adriaticus
12019811200939 Cenarchaeum
12024081200939 Cenarchaeum
1001 12021861200940 Cenarchaeum
477915479160 Nitrosopelagicus brevis
477978479161 Nitrosopelagicus brevis
76l 477693479161 Nitrosopelagicus brevis
737239738482 Nitrosotenius cloacae
1001 737300738483 Nitrosotenius cloacae
86! 737015738483 Nitrosotenius cloacae
13488221347782 Nitrosotalea devanaterra
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Figura 1: Arbol Filogenético Neighbour-Joining construido a partir de las secuencias del gen 16S
rRNA de las especies estudiadas, enraizado usando como outgroup el gen 16S rRNA de Nitrosomonas
europaea. Las secuencias fueron identificadas realizando un BLAST que usa como sonda los genes
codificantes de Nitrososphaera viennensis, Lokiarchaeum sp. y Prometheoarchaeum. Los nodos
contienen puntuacién de bootstrap, aunque los valores inferiores al 75% han sido omitidos. El nodo
que separa los tres dominios no tiene suficiente apoyo de bootstrap, pero se muestra marcado con un
circulo. Los nimeros de las secuencias indican su poscién en el genoma.
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4.2 amoA, gen codificante para la subunidad A de la Amonio Monooxigenasa.

Se localizaron las secuencias codificantes para la subunidad A de la enzima Amonio
Monooxigenasa en las especies que se estan estudiando, empleando como sonda la secuencia
del gen de Nitrososphaera viennensis. En todos los casos, se localizd una unica copia en el

genoma de la especie.

Nitrosocaldus cavascurensis es el pariente mas alejado filogenéticamente, y pertenece a la
clase Nitrososphaeria, por lo que el grupo monofilético que conforma este phylum fue
empleado como outgroup para enraizar este arbol. A partir de la Unica copia de este gen en
cada especie se obtuvo un MSA de 666 pb, aunque al igual que en el resto de los genes
codificantes para proteinas se utilizd inicialmente la secuencia traducida para obtener el
alineamiento més fiable. Partiendo del MSA de nucledtidos se pudo obtener el arbol

Neighbour-Joining que se puede ver en la Figura 2.

De la secuencia ancestral de amoA surgen las secuencias del gen en las arqueas de la clase
Nitrososphaeria, y las secuencias ancestrales de este gen en el las arqueas del orden

Nitrosopumilales y otras arqueas, todas ellas clasificadas en incertae sedis.

Dentro de la clase Nitrosphaeria, los tres géneros se muestran como monofileticos, pero el
orden Nitrosphaerales en el que se clasifican Nitrosocosmicus y Nitrosphaera se muestra
como parafilético, ya que junto a este puede verse a la Unica especie del género Nitrosocaldus,
aungue el nodo que lo une a Nitrososphaera tiene una baja puntuacion de bootstrap (69),

poniendo en duda la topologia de esta regién del arbol filogenético.

De nuevo se observa que Nitrosomarinus catalina comparte el nodo que corresponde al
ancestro de todas las arqueas del género Nitrosopumilus, lo que siembra una duda sobre su
correcta clasificacion taxonémica en cuanto al género en el que esta clasificada. Pero en este
caso el nodo que agrupa las arqueas de estos dos géneros tiene una baja puntuacion de
bootstrap. Mencionar también la pertenencia al mismo grupo monofilético de las secuencias
codificantes para la AmoA de Nitrosopelagicus brevis y Nitrosotenius cloacae a pesar de que
dichas especies no se encuentran clasificadas en un mismo grupo taxondémico, lo que da
indicios de una posible transferencia horizontal. Sin embargo, el apoyo de este fendmeno por
el bootstrap es bajo (61). La posicion de Cenarchaeum symbiosium en el arbol no coincide

con la indicada por el gen del rRNA 16S (Figura 1).
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Figura 2: Arbol filogenético Neighbour-Joining construido a partir de las secuencias presentes en las
especies estudiadas codificantes para la subunidad A de la Amonio Monooxigenasa, identificadas
mediante un BLAST que usa el gen codificante de Nitrososphaera viennensis como sonda. Como
outgroup se usé el grupo monofilético de la clase Nitrososphaeria. En los nodos se observa la
puntuacién del bootstrap. Los nimeros junto a los nombres indican la posicidon de inicio de la
secuencia.

amoA es el segundo marcador molecular mas empleado en estudios filogenéticos debido a que
se suele utilizar para determinar relaciones evolutivas entre arqueas (Tolar et al., 2017), pues
permite distinguir en una muestra ambiental las procariotas arqueas y bacterianas, estudiando
solo las primeras. Esto se debe a que, a pesar de encontrar bacterias capaces de oxidar el
amonio con la proteina codificada por este gen, la gran mayoria de microorganismos
poseedores de amoA que se hayan en las muestras pertenecen al dominio Archaea (Xu et al.,
2012), por lo que al amplificarlo por PCR para la posterior secuenciacion, la cantidad de
copias de origen bacteriano pasa desapercibido. Ademas, los genes de amoA de bacterias y
arqueas poseen zonas conservadas distintas que permiten distinguirlos al emplear primers
especificos que hibriden con esas areas (Morimoto et al., 2011). Por tanto, a la hora de
12



realizar estudios filogenéticos en arqueas, amoA se convierte en una alternativa al gen del
rRNA 16S, aunque las posiciones de las especies en los arboles filogenéticos no siempre
coinciden y los valores de bootstrap de las secuencias amoA aportan una fiabilidad muy

inferior a la topologia final.

En los arboles obtenidos con el andlisis de los MSA del 16S y del amoA las arqueas de los
principales géneros estudiados, Nitrososphaera, Nitrosocosmicus y Nitrosopumilus, quedan
unidos en grupos monofiléticos (o parafiléticos en el caso de Nitrosopumilus), lo que apoya
tanto la clasificacion taxonomica en cuanto a genero de estas como la posible utilidad del gen
amoA como marcador molecular para estudios filogenéticos, si bien los resultados presentaran
diferencias con respecto al empleo del rRNA 16S cuando se considera la relacion entre los

distintos géneros.

4.3 amoB, gen codificante para la subunidad B de la Amonio Monooxigenasa.

Las secuencias codificantes para la subunidad B de la Amonio Monooxigenasa de las distintas
especies fueron identificadas empleando como sonda la secuencia codificante para esta
subunidad presente en el genoma de Nitrososphaera viennensis. A partir de estas secuencias
se realiz6 un MSA de 535 pb, el cual se utiliz6 para la obtencion del &rbol Neighbour-Joining
gue se encuentra en la Figura 3. Al igual que en amoA, solo aparece una Unica copia en los
genomas de cada especie. Las copias de amoB estan muy préximas a las de amoA como
revela su posicion en el genoma, que puede observarse en las Figuras 2 y 3. Los genes amo se
encuentran agrupados en operones en bacterias, y todo indica que también lo estan en arqueas.

De nuevo en este caso el outgroup que permite el enraizamiento del arbol es la clase
Nitrososphaeria. Comenzando el analisis desde esta raiz se puede ver como, a través de un
fendmeno de especiacion, se obtienen dos variantes de la secuencia codificante para AmoB, lo
que provoca que las secuencias de las especies que aparecen en el arbol se separen en dos
grupos monofiléticos. Una de las secuencias ancestrales dio lugar, de nuevo por especiacion, a
las variantes presentes en Nitrosocaldus cavascurensis y en los géneros Nitrosocosmicus y
Nitrososphaera, representando cada género un grupo monofilético independiente, ambos

géneros pertenecen al orden Nitrososphaerales de las arqueas.
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La otra secuencia ancestral pasé por varios fendmenos de especiacion, que dieron lugar a las
diferentes secuencias del gen amoB en Thaumarchaeotas de los restantes grupos. En este gen
las arqueas del género Nitrosopumilus forman un grupo monofilético bien soportado por el
bootstrap (90%) mientras que Nitrosomarinus seria un género hermano muy proximo. Esta
topologia se ajusta a la clasificacion de los géneros a diferencia de lo que ocurria con el rRNA
16S y amoA.

Nitrosopumilus piranensis 1692397

Nitrosopumilus martimus 1369410

Nitrosopumilus koreensis 1359708

100 Nitrosopumilus adriaticus 337885

54

Nitrosomarinus catalina 231816

Nitrosopelagicus brevis 257463

100 . .
Nitrosotenius cloacae 385370

— Cenarchaeum 340961

Nitrosotalea devanaterra 1527077

100 Nitrosocosmicus oleophilus 3011052

Nitrosocosmicus franklandus 617705

63

Nitrososphaera gargensis 1966280

99 Nitrososphaera viennensis 2381859

100

Nitrososphaera evergladensis 922992

Nitrosocaldus cavascurensis 437023

0.050

Figura 3: Arbol filogenético Neighbour-Joining construido a partir de las secuencias presentes en
las especies estudiadas codificantes para la subunidad B de la Amonio Monooxigenasa. Para el
enraizamiento se utilizaron las secuencias presentes en las arqueas de clase Nitrososphaeria. Las
secuencias fueron identificadas realizando un BLAST que usa como sonda el codificante de
Nitrososphaera viennensis. En los nodos se observa la puntuacion del bootstrap. Los ndmeros
junto a los nombres indican la posicidn de inicio de la secuencia.
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Las secuencias amoB muestran distancias menores entre si que las presentadas por amoA
(véase la diferencia en las escalas de los arboles de las Figuras 2 y 3), este dato junto a los
valores mas altos en el bootstrap del arbol de amoB indica una evolucion mas lenta en este
ultimo gen. Esto podria indicar que se trata de una secuencia mas conservada y, por tanto,
podria tratarse de un gen codificante de gran importancia en la realizacion del metabolismo
del nitrégeno. En AOB de los géneros Nitrosomonas y Nitrosospira se ha comprobado que el
gen amoB es el que mas se expresa del operon amo. Mientras que se sabe que la subunidad
AmOA contiene el centro catalitico de la enzima y AmoC tiene funcion estabilizadora, la
funcion de AmoB permanece completamente desconocida (Zorz et al., 2018), si bien la base
de datos Uniprot (The UniProt Consortium, 2016) revela que el papel de esta subunidad
podria relacionarse con la correcta compartimentalizacion de la enzima, pues este péptido
contiene un dominio transmembrana que, junto con la subunidad AmoC, permitiria a la
enzima situarse en la membrana plasmatica. Es por esto por lo que la subunidad debe estar
conservada, pues un cambio en la composicién de aminoéacidos podria afectar a su

localizacién en la célula.

Al ser una secuencia muy conservada y presente en copia Unica, este gen puede ser usado
como marcador filogenético, permitiendo obtener &rboles de calidad. En este caso se puede
observar como el arbol filogenético resultante presenta una elevada similitud con la
clasificacion taxondmica presente en el NCBI que puede observarse en el apartado 3.1. Asi, se
puede deducir que las especies incertae sedis pueden ser incluidas en ordenes propios, fuera

de los taxones principales de las Thaumarchaeota descritos.

4.4 amoC, gen codificante para la subunidad C de la Amonio Monooxigenasa.

Se alinearon las distintas secuencias halladas en los genomas de las especies con las que se
trabajé en un MSA. Dichas secuencias fueron identificadas empleando como sonda el gen
codificante para la subunidad C de la Amonio Monooxigenasa en Nitrososphaera viennensis.
El MSA tiene una longitud de 622 pb. A partir de ese MSA se pudo obtener el arbol

Neighbour-Joining que aparece en la Figura 4.

Mientras que algunas especies, como las pertenecientes al género Nitrosopumilus poseen una

unica copia de este gen, hay otras, como las pertenecientes al género Nitrososphaera, que
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poseen varias, siendo el maximo numero 6, presentes en Nitrososphaera viennensis. Sin

embargo, en Nitrosopumilus koreensis no se ha detectado ninguna copia.

De nuevo para enraizar el arbol se utilizé el grupo monofilético correspondiente a las arqueas

de la clase Nitrososphaeria.

En todas las especies analizadas, incluida Nitrosocaldus cavascurensis, la Unica copia
existente 0 una de las copias se mantiene en el genoma junto a los genes amoA y amoB,

mientras que el resto de las copias aparecen en otras posiciones alejadas del operon amo.

Considerando las secuencias situadas en el operdn los genes amoC muestran en el arbol una
topologia semejante a la de los genes amoB. Aunque nuevamente Nitrosotenius cloacae,
Nitrosotalea devanaterra, Nitrosopelagicus brevis y Cenarchaeum symbiosium han variado

sus posiciones, tal vez influenciados por la duplicacion sufrida por el gen en Cenarchaeum.

Las dos copias de cada una de las especies del género Nitrosocosmicus son mas parecidas
entre ellas que a la especie opuesta, lo que parece indicar que las duplicaciones que las han
originado en las dos especies son independientes, aunque cabe la posibilidad de que sea una
duplicacion antigua y que las copias de cada especie hayan sufrido algin proceso de
homogenizacién. Lo mismo podria decirse de las dos copias encontradas en Nitrososphaera
gargensis, se parecen mas entre si que a otras copias de las especies del mismo género, por lo
que o bien la duplicacion es reciente o se han homogenizado.

En Nitrososphaera viennensis y Nitrososphaera evergladensis las copias generadas por
duplicaciones permiten emparejar ambas especies, cada pareja estaria formada por genes
ortélogos y las distintas parejas forman grupos de genes paralogos que se habrian formado por
duplicacion antes de la divergencia de las dos especies. Algunas de las copias situadas fuera
de los operones muestran ramas largas en el arbol, incluso alterando su topologia.
Posiblemente estas copias externas al operén amo han cambiado su funcién y estan sometidas
a una menor presion de seleccion, lo que ha producido que cambien mas rapidamente que las

copias que en principio mantienen su funcion original como proteina.

El conjunto de arboles filogenéticos que analizan los eventos evolutivos de las secuencias
codificantes para las tres subunidades de la Amonio Monooxigenasa muestran la estrecha

relacién filogenética existente entre N. viennensis y N. evergladensis en lo referente al
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metabolismo del Nitrégeno y que los procesos de duplicacién génica que se han producido

antes de su especiacion.

97 Nitrosopumilus piranensis 1692056
77_|_£ Nitrosopumilus maritimus 1369070
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Figura 4: Arbol filogenético de tipo Neighbour-Joining construido a partir de las secuencias presentes en
las especies estudiadas codificantes para la subunidad C de la Amonio Monooxigenasa. Como outgroup
se utilizaron el conjunto de secuencias correspondiente al gen codificante de AmoC en arqueas de la clase
Nitrososphaeria Las secuencias fueron identificadas realizando un BLAST que usa como sonda el gen
codificante de Nitrososphaera viennensis. En los nodos se observa la puntuacion del bootstrap. Los
nameros junto a los nombres indican la posicion de inicio de la secuencia.
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4.5 acoA, gen codificante para la Acetil-CoA sintetasa.

Se utilizé la secuencia codificante para la Acetil-CoA sintetasa de Nitrososphaera viennensis
como sonda para identificar los genes presentes en las especies con las que se trabajé
mediante una bldsqueda BLAST. Tras identificar los genes codificantes de cada genoma, se
alinearon realizando un MSA de 2023 pb. Se encontrd una copia por especie, a excepcion de
Cenarchaeum que no posee ninguna y Prometheoarchaeum que contaba con dos copias en su
genoma. A partir de este MSA se realizo el arbol filogenético Neighbour-Joining que se
muestra en la Figura 5. Como outgroup se utilizd la secuencia ancestral de los genes

identificados en Prometheoarchaeum.

Las copias de acoA en Prometheoarchaeum proceden de una Unica secuencia ancestral, que
actlian de raiz en este arbol. Dicha secuencia ancestral sufre una duplicacién, dando lugar a

las dos copias de este gen.

Las arqueas del orden Nitrososphaerales no comparten un mismo nodo ancestral y forman un
grupo parafilético. Sin embargo, la puntuacién de bootstrap del nodo que une la secuencia
ancestral de los genes de Nitrosocosmicus spp. con el resto de los genes es baja (29), por lo
que la posicion topoldgica de las arqueas del género Nitrososphaera podria no ser correcta. La
separacién de las arqueas del orden Nitrososphaerales puede deberse a fendmenos de
transferencia horizontal entre la secuencia ancestral de Nitrososphaera spp y Nitrosocaldus
cavascurensis, si bien el nodo que relaciona las secuencias de estas especies tiene un soporte
de bootstrap muy bajo (38), por lo que esta hipdtesis es poco probable. Otra posibilidad es que
la agrupacién de N.cavascurensis y Nitrososphaera spp se deba a que ambas especies
pertenecen a la misma clase. Sin embargo, el analisis filogenético del gen 16S rRNA indicaba

una gran distancia evolutiva entre estas especies.

A pesar de tratarse de no pertenecer a un mismo phylum conocido, Nitrosotalea devanaterra y
Nitrosotenius cloacae aparecen en el mismo grupo monofilético del arbol, lo que hace
sospechar de un fendmeno de transferencia horizontal del gen acoA entre estas especies. Sin
embargo, en lo analisis filogenéticos anteriores se ve como estas especies van cambiando de
posicion en las distintas topologias y dichas posiciones no tiene un soporte de bootstrap alto

(60), por lo que el apoyo de esta hipotesis en este trabajo es bajo.

18



Los genes codificantes de las arqueas del género Nitrosopumilus provienen de un mismo
ancestro que sufre eventos de especiacion, dando las distintas secuencias ancestrales a partir
de las que ha evolucionado este gen en cada especie. Hay que destacar que, en este caso, las
arqueas del género Nitrosopumilus si forman un grupo monofilético, siendo Nitrosomarinus

catalina una especie hermana.
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77
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Figura 5: Arbol filogenético de tipo Neighbour-Joining construido a partir de las secuencias presentes
en las especies estudiadas codificantes para la Acetil-CoA sintetasa identificadas mediante BLAST,
usando como sonda el gen codificante para dicha enzima de Nitrososphaera viennensis. Para el
enraizamiento se usé como outgroup la secuencia identificada en el genoma de Prometheoarchaeum.
En los nodos se observa la puntuacion del bootstrap. Los nimeros junto a los nombres indican la
posicion de inicio de la secuencia.

4.6 aco, gen codificante para la enzima Aconitasa.

En este caso, para la identificacion de los genes codificantes para la aconitasa en los distintos
genomas se emplearon dos secuencias, la secuencia codificante de Nitrososphaera viennensis
y la de Prometheoarchaeum. Estas permitieron identificar un total de 31 secuencias,
detectdndose, en la mayoria de los casos, dos copias en cada especie (a excepcion de
Nitrosocaldus cavascurensis y Prometheoarchaeum, con una sola copia). Sin embargo, al
intentar alinear todas las copias el MSA no fue posible. Esto se debe a que las sondas

empleadas no son homdlogas entre si, por tanto, tampoco las secuencias resultantes. Fue por
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esto por lo que las secuencias fueron alineadas en dos MSA distintos segun su homologia con

una u otra sonda.

El primer MSA se hizo con las secuencias homologas al gen de Prometheoarchaeum. Este
MSA contaba con 15 secuencias, una copia por especie, y tenia una longitud de 1946 pb. El
segundo MSA se obtuvo al alinear las secuencias homologas al gen de N.viennensis, contiene
un total de 15 secuencias y tiene una longitud de 1279 pb. Las especies que poseian dos
copias para el gen de la Aconitasa, realmente poseian una secuencia homdloga al gen

codificante de Prometheoarchaeum y otra homologa al gen de N.viennensis.

A partir de estos MSAs se realizaron los arboles filogenéticos Neighbour-Joining que se
exponen en la Figura 6. En la parte alta de la figura se observa el arbol obtenido a partir del
primer MSA descrito, mientras que el arbol obtenido a partir del segundo MSA se muestra en

la parte de abajo.

Empezando por el arbol de arriba, se usé como outgroup las secuencias codificantes de
Prometheoarchaeum y Nitrososphaera gargensis, al ser las secuencias mas alejadas
filogenéticamente. Aunque N. gargensis es filogenéticamente mas proxima al resto de
arqueas, su secuencia codificante diverge mucho de estas, 1o que se puede comprobar con la
longitud de la rama (indica la distancia evolutiva), que muestra que la secuencia ha sufrido
diversos cambios, algunos de ellos recientes. Dicha secuencia parece estar mas emparentada
filogenéticamente con la de Prometheoarchaeum, lo que podria estar indicando un posible
fendmeno de transferencia horizontal de las secuencias y una posterior acumulacién de
mutaciones. La raiz la compone, por tanto, la secuencia ancestral de los genes codificantes de

estas dos especies.
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Figura 6: Arboles filogenéticos de tipo Neighbour-Joining construidos a partir de las
secuencias codificantes para la Aconitasa presentes en las especies estudiadas. Arriba:
Secuendias homdlogas a la codificante para la enzima Aconitasa en Prometheoarchaeum,
usando la secuencia codificante de esta especie como outgroup. Abajo: Secuencias
homélogas a la codificante para la Aconitasa en Nitrososphaera viennensis, usando como
outgroup la clase Nitrososphaeria. Secuencias identificadas mediante la realizacion de un
BLAST. En los nodos se observa la puntuacién de bootstrap. Los nimeros junto a los
nombres indican la posicion de inicio de la secuencia.

Esta secuencia ancestral sufre un fenémeno de especiacion que da lugar, por un lado, a la
secuencia codificante de Nitrososphaera gargensis, y por el otro, a la secuencia ancestral del
resto de arqueas, la cual sufre un nuevo fendmeno de especiacion, apareciendo la secuencia
ancestral del resto de arqueas del género Nitrososphaera y de Cenarchaeum symbiosium. Esta
especie forma un grupo monofilético con algunas especies del género Nitrososphaera, que a
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su vez forman un grupo polifilético con las arqueas del género Nitrosocosmicus, a pesar de
pertenecer al mismo orden. Esto podria indicar una posible transferencia horizontal del gen

aco de C. symbiosium al ancestro de N. viennensis y N. evergladensis.

El ultimo fendbmeno de especiacion mencionado provoca da lugar también a una secuencia
ancestral que, por otro fenémeno de especiacion, da por una parte la secuencia ancestro de las
secuencias codificantes de las arqueas del geénero Nitrosocosmicus. Sin embargo, la
puntuacion de bootstrap del nodo que da lugar a su secuencia ancestral es bastante baja (25),
por lo que la relacion filogenética de estas secuencias con respecto al resto no es clara.
Tampoco estd soportada por el bootstrap la posicidn topoldgica de Nitrosotalea devanaterra
(39).

La otra secuencia producto de la especiacion da a la secuencia ancestral de los genes de
Nitrosopelagicus brevis, Nitrosomarinus catalina y el género Nitrosopumilus. Sin embargo,

esta divergencia esta poco apoyada por el bootstrap (48).

En esta ocasion, de nuevo el género Nitrosopumilus forma un grupo parafilético, con
Nitrosomarinus catalina compartiendo ancestro ya no solo lejano con todas las arqueas
Nitrosopumilus, sino una ultima secuencia ancestral con Nitrosopumilus adriaticus, formando
estas dos un grupo monofilético. En este caso, la estrecha relacién entre N.catalina y
N.adriaticus podria deberse a un fendbmeno de transferencia horizontal, probablemente de

N.adriaticus a N.catalina, lo que podria justificar su posicién en el arbol.

Con relacion al arbol filogenético de abajo, como outgroup se volvié a emplear las secuencias

de las arqueas de clase Nitrososphaeria.

En este arbol se puede ver como Cenarchaeum symbiosium aparece emparejada junto a
Nitrosocaldus cavascurensis y dentro del grupo de las arqueas de clase Nitrososphaeria, a
pesar de no pertenecer a un mismo grupo taxonomico. Esto indica una transferencia

horizontal del gen aco entre estas especies.

Las arqueas del orden Nitrososphaerales no estan posicionadas formando un grupo
monofilético. De nuevo se puede ver como el nodo del cual emerge la rama correspondiente a
la secuencia ancestral de las arqueas del género Nitrososphaera tiene una baja puntuacion de

bootstrap (59), por lo que se puede deducir que su posicion topoldgica en este arbol no es
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adecuada. Sin embargo, a nivel género, todas las arqueas estan posicionadas en el arbol de
forma adecuada, con un buen respaldo del bootstrap.

Comentar también de nuevo la posicion de Nitrosomarinus catalina, de nuevo dentro del
grupo parafilético de las arqueas Nitrosopumilus spp., aungque con un apoyo del bootstrap
ligeramente bajo (78), lo que nos podria hacer dudar sobre una posible transferencia

horizontal.

Las secuencias de las arqueas del género Nitrosopumilus forman un grupo parafilético entre
si, puesto que las secuencias de Nitrosopumilus adriaticus y Nitrosomarinus catalina estan
emparejadas. Esto, de nuevo, podria deberse a un fendmeno de transferencia horizontal entre

especies.

La topologia de este arbol parece ser similar a la del arbol de amoA, aunque en este caso las
puntuaciones de bootstrap respaldan mas la topologia. Este hecho, junto con los demas
hallazgos en otros arboles filogenéticos, indica que la clasificacion taxondmica de

Nitrosomarinus catalina fuera del género Nitrosopumilus es incorrecta.

Se analizé la identidad de las dos secuencias homoélogas empleadas como sondas mediante la
realizacion de una busqueda BLAST, y se comprobd que ambas sondas tenian dos origenes
distintos. Asi, el gen de Prometheoarchaeum presenta homologia con secuencias del género
Clostridium e Hydrogenobaculum, lo que muestra un origen bacteriano muy antiguo
transmitido horizontalmente. Sin embargo, el gen presente en el genoma de Nitrososphaera
viennensis tiene como origen una secuencia ancestral de una Thaumarchaeota. Esto plantea la
posibilidad de que, mientras que el gen de N. viennensis procede de evolucion y transferencia
vertical, Prometheoarchaeum adquirié la copia empleada como sonda, y aparentemente la

Unica presente en el genoma, mediante transferencia horizontal desde el dominio Bacteria.
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5. Conclusiones

El pipeline y los scripts desarrollados funcionaron adecuadamente y permitieron la
automatizacion de parte del proceso de busqueda de los genes de interés, facilitando el estudio

realizado en este trabajo.

La hipdtesis de que las arqueas del grupo Asgard, representado por Prometheoarchaeum,
fuesen el ancestro de los organismos eucariotas y el nexo entre el dominio Archaea y Eukarya,
y que por tanto las arqueas constituyen un grupo parafilético junto a las eucariotas, no puede

confirmarse ni rechazarse por los analisis realizados en este trabajo.

amoA podria ser una alternativa eficiente a la hora de realizar un estudio filogenético que
permitiera analizar la diversidad de arqueas dentro de una muestra ambiental, asi como
realizar las clasificaciones taxonomicas. Sin embargo, los resultados filogenéticos obtenidos

no son idénticos a los obtenidos a partir de las secuencias de rRNA 16S.

amoB es el unico gen del operén que no se usa para clasificacion taxondmica, aunque se le
puede considerar un gen idéneo para la clasificacion de las AOA, siendo posible determinar la
posicion filogenética de los géneros incerta sedis segun el NCBI, viendo como estos pueden

ser clasificados en grupos diferentes a los existentes.

El gen amoC es el gen que mas fendmenos de duplicacion y especiacion sufre a lo largo de la
evolucion. En especies en las que se han producido las duplicaciones se generan nuevas
copias, que ocupan posiciones en el genoma alejados del operdn. Estas copias alejadas han
sufrido mayor nimero de modificaciones en el tiempo, lo que convierte este gen en un
marcador filogenético inadecuado. El caso mas evidente es el de las multiples copias de

Nitrososphaera viennensis y N. evergladensis.

La transferencia horizontal tiene un importante papel en la evolucion de las arqueas, que
sufren este fendmeno con mucha frecuencia. Asi, la transferencia horizontal puede relacionar
filogenéticamente especies que taxondémicamente no estan clasificadas en un mismo taxon,
permitiendo asi explicar las diferencias entre la clasificacion taxondémica y la filogenia

asociada a estos genes.
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Anexos

Anexo |: Pipeline de bash

PipeLine empleado para el estudio evolutivo de familias génicas empleando cddigo

BASH.

1° paso: Elaboracion de base de datos BLAST
local a partir de los genomas obtenidos:

2° paso: Concatenacion de sondas a utlizar en

un documento unico:

3° paso: Realizacion de BLASTN local

y concatenacion de resultados

4° Separacion segun sonda, eliminacion del
gseqid:

Anexo |l: Script perl separacién

#!/usr/bin/perl

makeblastdb -in
genomas/ .fasta -dbtype
nucl -out

blast databases/ db

cat sondas/*.fasta
>mis_ sondas.fasta

blastn -db
blast databases/ db -query
sondas/mis 16S.fasta -out
blast results/blast db.txt -

outfmt "6 gseqgid sseqgid sstart
send sseq"
tblastx -db
blast databases/ db -query
sondas/mis_sondas.fasta -out
blast results/  .txt -outfmt
"6 gseqgid gstart gend length
sseqgid sstart send"
Cat blast results/*.txt >
blast results/resultados.fasta

perl perl/separacion.pl

"blast_results/resultados.fasta");
"msas/generall6S.fasta");

4

4

open (RESULTADOS, "<",

open (GENERALl6S, ">",

open (ACoA, ">", "msas/AcoA.fasta");
open (Acon, ">", "msas/Acon.fasta"
open (AmoA, ">", "msas/AmoA.fasta"
open (AmoB, ">", "msas/AmoB.fasta"
open (AmoC, ">", "msas/AmoC.fasta"

)
) i
)
) i
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while

if (SRESULTADOS =~

&eliminacion;
if (SRESULTADOS =~
&eliminacion;
if (SRESULTADOS =~
&eliminacion;
if (SRESULTADOS =~
&eliminacion;
if (SRESULTADOS =~
&eliminacion;
if (SRESULTADOS =~
&eliminacion;
if (SRESULTADOS =~
&eliminacion;

(SRESULTADOS= <RESULTADOS>) {

/ 16S/) {

print GENERAL16S "SRESULTADOS"}
/ 18S/) {

print GENERAL16S "SRESULTADOS"}
/Nvi amoC/) {

print AmoC "SRESULTADOS"};

/Nvi amoA/) {

print AmoA "SRESULTADOS"};

/Nvi amoB/) {

print AmoB "SRESULTADOS"};
/aconase/) {

print Acon "SRESULTADOS"};
/ACoA/) {

print ACoA "SRESULTADOS"};

}i
close (RESULTADOS) ;
close (GENERAL1G6S) ;
close (Acon) ;
close (ACOA);
close (AmoA) ;
close (AmoB) ;
close (AmoC) ;
sub eliminacion {

SRESULTADOS =~
SRESULTADOS =~
SRESULTADOS
SRESULTADOS
SRESULTADOS
SRESULTADOS
SRESULTADOS
SRESULTADOS
SRESULTADOS
SRESULTADOS
SRESULTADOS
SRESULTADOS
SRESULTADOS =~
SRESULTADOS =~
SRESULTADOS =~
SRESULTADOS =~
return SRESULTADOS;

}

Il
4

Il
14

Il
4

Il
4

Il
14

Il
4

Il
14

Il
14

Il
4

Il
14

s/Nvienn 16S//;
s/loki 16S//;
s/Promarch 16S//;
s/Nmonas_16S//;
s/Scer 18S//;
s/Nvi aconase//;
s/Parch _aconase//;
s/Nvi ACoA s//;
s/Nvi amoA//;
s/Nvi amoB//;
s/Nvi amoCl//;
s/Nvi amoC2//;
s/Nvi amoC3//;
s/Nvi amoC4//;
s/Nvi amoC5//;
s/Nvi amoC6//;
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Anexo I11: Script perl extraccion

#!/usr/bin/perl
Sespecie=;

Svia='C:\Users\Sarit\Genomas\.fasta';
open (INFILE, '<', $via) or die;

Ssec="";
while (Sa = <INFILE>) {chomp(Sa); S$sec .= Sa;}
$ini=; $fin=; $len=$fin-$ini+l; S$cadena= "";
Sgen=substr ($sec, $ini, $len);
if ($cadena eg "menos") {

Sgen= reverse ($gen) ;

Sgen =~ tr/ATGCNatgcn/TACGNtacgn/;

print ">S$Sespecie $fin\n$gen\n\n";}
else {print ">S$Sespecie $ini\nSgen\n\n"}

close (INFILE) ;
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