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RESUMEN

La fotosintesis es el proceso fundamental en el cual, se toma energia luminica para la
sintesis de componentes organicos. Aunque se han realizado variados y numerosos analisis
de este proceso y los organismos que lo realizan, aun hay grandes vacios sobre el origen de
este mecanismo debido a la falta de secuencias de genes especificos a este sistema que sean
representativos del dominio de organismos fotosintéticos.

Para probar el esquema filogenético del aparato fotosintético, se extrajeron las secuencias
de genes y anotaciones implicados en los fotosistemas I y II y ATP sintetasa de
cianobacterias, bacterias purpuras, bacterias verdes, heliobacterias y Eucariotes
representativos de taxones fotosintéticos (Ilustracion 1). El andlisis se llevo a cabo en dos
fases: 1- la comparacion de genes ortdlogos de genomas completos, para obtener el nimero
minimo de genes comunes implicados en la fase luminica de la fotosintesis mediante la
aplicacion A3SComp (Ceter y Caicedo, 2008) y 2- el analisis filogenético, que se efectuo
mediante métodos de distancia, maxima verosimilitud, maxima parsimonia y cercania de
vecinos. El analisis combinado reveld que los Prochlorales son el grupo ancestral entre las
cianobacterias (junto con el organismo gloeobacteral: Gloeobacter violaceus PCC7421, y
los synechococcus: Cyanobacterium Yellowstone A-Prime y Cyanobacterium Yellowstone
B-Prime), como el grupo del cual divergen las otras cianobacterias lo cual concuerda con
los analisis hechos por Honda et al., 1999, mediante analisis del gen ARNr 16S. Las
bacterias verdes sulfurosas se ubicaron como el linaje fotosintético mas temprano en gran
parte de los esquemas filogenéticos, mientras que las heliobacterias como el ancestro de los
organismos con fotosintesis oxigénica coincidiendo con lo hallado por Xiong et al., 1998.
El consenso de todo el analisis filogenético y la revision bibliografica hecha indican que la
fotosintesis sobre la Tierra es el resultado de eventos alternos que no siguen una linea
directa de eficiencia y adaptacion, de la reaccidon en fase luminica en diferentes ambientes,
sino que esta alternancia pudo haber sido fuertemente afectada por factores ambientales
tales como, disposicion de nitrogenos y hierro y sus efectos, sobre la disponibilidad de
oxigeno hace 2.7 — 2.5 billones de afios (Brocks et al., 2003).

Palabras claves: Bioinformatica comparativa, fotosistema, cianobacterias, analisis
filogenético.



INTRODUCCION

El reciente desarrollo de nuevas herramientas matematicas y computacionales, enfocadas al
estudio de datos biologicos y la gran cantidad de genomas secuenciados o en proceso,
impulsa el anélisis informatico, exploracién y comprension de éstos.

Actualmente se dispone de nuevas técnicas para examinar diversidad inter e intra especies
mediante el analisis de moléculas biologicas fundamentales. Existen métodos basados en
electroforesis de proteinas, hibridacion de ADN-ADN (4cido desoxirribonucleico), RFLP’s
(restriction fragment length polymorphism), y el secuenciamiento directo de ADN vy
proteinas, que permite comparar especies relacionadas distantes. La rapida obtencion de
informacion genoémica y su disponibilidad estimula la gendmica comparativa, basada en
paralelos, perspectivas del estructuramiento, funcion molecular e informacion adicional:
pertenencia a familias conocidas, perfil filogenético (presencia en otros organismos),
agrupamiento de genes (con implicaciones funcionales y diferentes escenarios hipotéticos
relacionados con estas implicaciones).

“Aunque la historia de la atmoésfera terrestre es esencialmente la del oxigeno
atmosférico...”, Catling & Mark (2005), hipotéticamente se plantean dos escenarios para
los “primeros” organismos fotosintéticos: ambiente altamente reductor con alta
disponibilidad de donadores de electrones, escenario volcanico con gases de mondxido de
carbono (CO), hidrégeno (H;), nitrogeno (N,) o amonio (NHj3), sin oxigeno libre (O,) y alta
radiacion ultravioleta (UV), planteado por Urey y compaiiia en los cincuentas. El otro
escenario es una atmosfera minimamente reductora con minima concentracion de
donadores de electrones y alta luz UV.

Las cianobacterias, uno de los grupos de organismos mas antiguos sobre la Tierra,
realizaron fotosintesis en presencia de oxigeno disminuyendo la concentracion de CO; hace
2.7 — 2.5 billones de anos, Brocks et al., (2003). En referencia a un escenario minimamente
reductor, evidencias y datos geoldgicos recientes sugieren que el origen u origenes de la
fotosintesis cianobacterial sucedieron bajo presion selectiva de luz (UV) y baja
concentracion de donadores de electrones, con una fotosintesis anoxigénica mediada por el
uso del centro de reaccion similar al fotosistema I. De esta manera, los primeros fototrofos
pudieron ser ancestros anaerdbicos de las cianobacterias, llamados “procianobacterias”;
aunque también, Xiong et al., (2000), plantea a “las bacterias pdrpura como linaje
fotosintético emergente mas temprano” en uno de los escenarios alternos.

El presente trabajo se realizd en el Laboratorio de Bioinformatica del Grupo de Biologia
Molecular, Ambiental y Cancer (BIMAC), Nodo Cauca del Centro de Excelencia en
Gendmica y Bioinformatica de la Universidad del Cauca. Para lograr los objetivos
propuestos en este Trabajo de Grado, se utiliz6 la Bioinformatica Comparativa de las
secuencias con anotacion disponible, para trazar un perfil filogenético basado en el
conjunto de genes del sistema que soportan el metabolismo energético de la fotosintesis, a
fin de estudiar los origenes de las principales rutas que caracterizan dicho proceso.



1. FORMULACION DEL PROBLEMA

La filogenia de las cianobacterias en la actualidad es causa de discusiones debido a que los
caracteres morfoldgicos, utilizados para agrupar estos organismos no son concluyentes. “En
general estudios filogenéticos moleculares han sustentado filogenias tradicionales
construidas sobre la base de caracteres no moleculares proveyendo soluciones para
debate” (Filipski & Kumar, 2001).

Recientemente se examino el minimo numero de genes compartidos por las cianobacterias
Martin et al., (2003). Los autores revelan que no toda la fotosintesis puede explicarse
mediante este conjunto de genes y que posiblemente desconocemos mucho acerca de esta a
pesar de ser uno de los procesos mas estudiados a la fecha. Es posible producir hipdtesis
filogenéticas del origen de la fotosintesis basada en una serie de genes mas directamente
relacionados al metabolismo energético.

Por otra parte, evidencia reciente Mulkidjanian et al., (2006), reveld (por COG: Cluster
Orthologous Group) el core (nucleo), gendmico de las cianobacterias y el origen de la
fotosintesis. Los autores encontraron familias de proteinas presentes en un grupo de 15
cianobacterias. La mayoria del core estd implicado con las funciones centrales de la célula
y es compartido por otras bacterias. Se encontré ademas que 50 familias de proteinas son
especificas de las cianobacterias y 84 son compartidas con plantas. Estas evidencias
acopladas con datos geologicos recientes indican que la fotosintesis se origind en el taxon
cianobacterial bajo presion selectiva de luz UV y concentracion baja de donadores de
electrones, es decir, bajo una fotosintesis anoxigénica mediada por el uso del centro de
reaccion similar al fotosistema I. De esta manera, los primeros fototrofos pudieron ser
ancestros anaerobicos de las cianobacterias, llamados “procianobacterias”.

Mulkidjanian et al., (2006) propone que el origen de la fotosintesis proviene de
"procianobacterias’™ o “pro — protocianobacteria” que dieron origen al Centro de Reaccion
Fotosintético 1 (CR1) y Centro de Reaccién Fotosintético 2 (CR2) los cuales fueron
transferidos posteriormente a Heliobacillus, Chloroflexi, Chlorobi, bacterias ptrpuras y las
cianobacterias (Ilustracion 1). A fin de demostrar si tal hipdtesis es cierta, se realizd un
analisis del conjunto de genes del fotosistema I, II, y ATP sintetasa de las cianobacterias.



Iustracion 1. Distribucion del contenido de genes fotosintéticos en diferentes linajes de
fototrofos y direccion propuesta de transferencia lateral de genes.

H Ficobilisomas,
| clorofila,

| fotosintesis

| oxigenica

RBehl (10)
RCL(2)

Adaptado de: Mulkidjanian. et al., (2006).



2. OBJETIVO GENERAL

Construir el perfil filogenético de un conjunto de cianobacterias y bacterias fotosintéticas
asociadas, basado en los genes ortdlogos anotados que conforman el fotosistema I, Il y ATP
sintetasa mediante Bioinformatica Comparada y que aporte al esclarecimiento del origen de
la fotosintesis.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Validar (o refutar) el esquema filogenético del conjunto de cianobacterias y
bacterias fotosintéticas representativas, obtenido mediante cada uno de los genes
con funcion comun anotada del fotosistema I, Il y ATP asa, versus el esquema
filogenético realizado mediante el gen ARNr 16S.

e Realizar un paralelo de los resultados obtenidos con respecto a algunas hipotesis
filogenéticas propuestas relacionadas con el aparato fotosintético de estas
cianobacterias.

e Aportar al estudio y andlisis en la biologia de procesos naturales como la
fotosintesis mediante las herramientas bioinformaticas.



3. HIPOTESIS

Como se menciond en la introduccion, segin (Mulkidjanian. et al., 2006) “50 familias de
proteinas son especificas de las cianobacterias y 84 son compartidas con plantas”. Estas
evidencias acopladas con datos geologicos recientes sugieren que la fotosintesis se origind
en el linaje cianobacterial bajo presion selectiva de luz UV y concentracion baja de
donadores de electrones, es decir, bajo una fotosintesis anoxigénica mediada por el uso del
centro de reaccion similar al fotosistema I.

Si tal escenario de aparicion es cierto, los arboles filogenéticos de los diferentes
subsistemas bioquimicos y/o genéticos que conforman los fotosistemas I, II y ATPasa
deberian sefialar al fotosistema I como el sistema ancestral de la fotosintesis.

Si por el contrario, todos los arboles filogenéticos de cada subsistema cuentan la misma
historia que cuenta el arbol filogenético elaborado con el ARN 16S, entonces refutaran la
aparicion del fotosistema I, como el subsistema ancestral sobre el cual se acopld la
fotosintesis.



4. MARCO TEORICO

4.1 LA FOTOSINTESIS

La fuente primaria de energia para los seres vivos es la luz solar, esta energia es introducida
a la biosfera mediante la fotosintesis realizada por algunos tipos de bacterias, plantas, algas,
y es la fuente de energia y de carbono reducido de casi todo ser vivo en el planeta; cada ano
mas del 10% del didéxido de carbono atmosférico total es reducido a carbohidratos por
organismos fotdtrofos (Whitmarsh y Govindjee 1995).

El proceso fotosintético depende de un conjunto de moléculas proteicas que se encuentran
localizadas dentro y alrededor de una membrana altamente organizada. A través de una
serie de reacciones de transduccion de energia, la maquinaria fotosintética transforma la
energia luminica en una forma estable. El resultado de la fotosintesis oxigénica es la
liberacion de oxigeno molecular y la remocion de didxido de carbono de la atmosfera que
es usado para la sintesis de carbohidratos. Otro tipo de bacterias realizan fotosintesis
anoxigénica la cual usa energia luminica para crear componentes organicos pero no
producen oxigeno.

4.1.2 transformacion de energia en el aparato fotosintético

La reaccion fotosintética se fracciona en “fase luminica”, compuesta de reacciones de
transferencia de electrones y protones y la “fase oscura”, la cual consiste de biosintesis de
carbohidratos a partir de CO..

El proceso fotosintético en las plantas y algas ocurre en los cloroplastos que se encuentran
localizados dentro de la células, y en los organismos fotosintéticos oxigénicos primitivos
como las cianobacterias y bacterias anoxigénicas, las reacciones de fase luminica ocurren
en el sistema de membranas fotosintéticas. Este sistema de membranas estd compuesto por
complejos de proteinas, transportadores de electrones y moléculas lipidicas, con una fase
acuosa interna y externa, con una Unica orientacion con respecto a la fase interna y externa.

El arreglo asimétrico de los complejos de proteina permite el paso de energia liberada
durante el transporte de electrones, para crear un gradiente electroquimico de protones a
través de la membrana, este proceso de transporte de electrones se compone de pasos
individuales de transferencia de electrones a través de complejos de iones metalicos y
aromaticos integrados en la proteina. La asociacion de proteinas es controlada por la
estructura, y por sus propiedades electro — quimicas y a su vez esta define la transferencia
de electrones.



Entre los transportadores se encuentran las formas reducidas de plastoquinona o ubiquinona
y Nicotinamida Adenina Di Nucleotido Fosfato (NADPH o NADH), que son
transportadores moviles entre complejos de proteinas, que se unen especificamente y
controlan la tasa de transferencia de electrones.

Las reacciones luminicas convierten la energia; primero por conversion de un fotéon a un
estado excitado de una molécula de pigmento antena localizada en el sistema antena,
compuesto principalmente por clorofila o bacterioclorofila y carotenoides que se anclan a
proteinas en el sistema de membranas fotosintéticas y sirven al complejo de centro de
reaccion.

El estado electronico excitado es transferido sobre las moléculas antena como un exiton
algunos de estos son reconvertidos en fotones y emitidos como fluorescencia, en energia
calorica, y otros atrapados por las proteinas del centro de reaccion, (Govindjee et al., 1986;
Krause and Weis, 1991). Los excitones atrapados por un centro de reaccion proveen la
energia para la reaccion fotoquimica primaria de la fotosintesis, en la cual se transfiere un
electron de una molécula donadora a un aceptora, que se encuentra unida al complejo de
proteinas del centro de reaccion. Una vez la primera carga de separacion ocurre, las
subsecuentes reacciones de transferencia son energéticamente en declive.

En organismos fotosintéticos oxigénicos el fotosistema II y I trabajan concurrentemente
pero en serie. En presencia de luz el fotosistema II alimenta electrones al fotosistema I
(FSI), estos son transferidos del fotosistema II al I por transportadores intermedios; La
reaccion es de transferencia de electrones de una molécula de agua a NADP+, produciendo
la forma reducida, NADPH. En el proceso fotosintético, gran parte de la energia luminica
es almacenada como energia quimica “redox” libre NADPH, para ser usada posteriormente
en la reduccion de carbono. La energia electroquimica almacenada en el proton es usada
por un complejo de proteina adherido a la membrana la (ATP-Sintetasa) para que
covalentemente sea unido un grupo Fosfato Adenosin Di Fosfato (ADP), formando
Adenosin Trifosfato (ATP), la energia contenida en esta molécula puede ser transferida a
otra por transferencia del grupo fosfato.

El efecto de estas reacciones luminicas es convertir energia radiante a energia redox libre
en forma de NADPH y la transferencia de energia grupos fosfatos en forma de ATP. En la
fase luminica de la reaccidn, la transferencia de un simple electron de H,O a NADP+
implica 30 iones metalicos y 7 grupos aromaticos. El NADPH y ATP producidos en fase
luminica dan la energia para las reacciones de fase oscura de la fotosintesis “ciclo de
Calvin”.

4.1.3 Organismos fotosintéticos

Toda la vida puede ser dividida en tres dominios Arquea, Bacteria y Eucariote, los cuales se
originaron de un ancestro comtin (Woese et al., 1990). El termino fotosintesis ha sido
aplicado a organismos que dependen de la clorofila o bacterioclorofila para la conversion



de energia luminica en energia quimica libre (Gest, 1993). Esto incluye organismos en los
dominios Bacteria (Bacterias fotosintéticas) y Eucariotes (algas y plantas superiores). El
dominio mas primitivo, Arqueas, incluye las halobacterias. El mecanismo por el cual las
halobacterias las cuales no realizan reacciéon de oxidacion - reduccién y no usa CO* como
recurso de carbono.

Las investigaciones demuestran que la estructura y funcion del FSII es similar en plantas,
algas y ciertas bacterias, asi que el conocimiento puede extrapolarse entre especies.

Algunos organismos pueden utilizar energia luminica para extraer electrones de moléculas
diferentes al agua. Estos organismo primigenios realizan fotosintesis anoxigénica y se
presume evolucionaron antes que la fotosintesis oxigénica apareciera. Los organismo
primigenios pertenecen al dominio de las bacterias y estan representados en tres taxones:
Bacterias Verdes, Purpura y Halobacterias.

4.2 FOTOSINTESIS OXIGENICA

4.2.2 Plantas

En plantas el proceso fotosintético ocurre en los cloroplastos en la membrana tilacoidal que
provee la energia y carbon reducido necesarios para el crecimiento y desarrollo de la planta
y esta provee al cloroplasto de CO,, agua, nitrogeno, moléculas organicas y minerales para
su biogénesis. S¢ plantea la hipdtesis de que los cloroplastos fueron una vez bacterias libres
que invadieron una célula huésped no- fotosintética millones de afios atras. Estos retuvieron
el ADN necesario para su ensamblaje pero gran parte del material esta en el ntcleo celular.

4.2.4 Sistema fotoquimico primario del centro de reaccion del FSII y FSI.

El fotosistema II usa energia luminica para dirigir dos reacciones — la oxidacion de agua y
la reduccion de plastoquinona.

El complejo del FSII estd compuesto de mas de 50 polipéptidos y al menos nueve
componentes redox diferentes (clorofila, feofitina, plastoquinona, tirosina, Mn, Fe,
citocromo bssg, carotenoides y histidina) cuya transferencia de electrones es inducida por
luz (Debus, 1992).

Solo cinco de estos componentes redox son relacionados en la transferencia de electrones
de H>O a la plastoquinona — el agua oxidando el cluster manganeso (Mn)4, el aminoacido
tirosina, el centro de reaccion clorofila (P680), feofitina, y las moléculas de plastoquinona,
Qay Qg. De estos componentes redox esenciales: tirosina, P680, feofitina, Qa y Qg se unen
a dos polipéptidos que forman los heterodimero de reaccion nucleo del fotosistema II (D1 y
D2). Recientes trabajos indican que los polipéptidos D1 y D2 también proveen ligandos
para el grupo (Mn)4 (Whitmarsh y Govindjee 1995).



La fotoquimica en el fotosistema II es iniciada por separacion de cargas entre P680 y
feofitina (P680+/Pheo-). Los pasos subsecuentes de la transferencia de cargas han sido
disefiados a través de la evolucion para prevenir la recombinacion de la separacion primaria
de cargas (Whitmarsh y Govindjee 1995); esto es realizado por la transferencia de
electrones de una molécula de feofitina a plastoquinona (Qa) que esta unida al fotosistema.
La reduccion total de plastoquinona requiere de la adicién de dos electrones y dos protones,
es el caso de la adicion de dos atomos de hidrogeno que posteriormente se separan del
Centro de reaccion (CR) y se difuminan en el nucleo hidrofébico de la membrana.

El fotosistema II es el nico complejo de proteinas que puede oxidar agua, resultando en la
liberacion de O, a la atmosfera. Energéticamente, el agua es un donador pobre de electrones
y en el fotosistema II esta reaccion es dirigida por la oxidacion del centro de reaccion P680;
como los electrones son transferidos del agua al P680+ es un misterio (Govindjee and
Coleman, 1990). Es sabido que el P680+ oxida una tirosina sobre la proteina D1 y que los
cuatro iones Mn son claves en la oxidacion del agua.

Cada reaccion fotoquimica crea un oxidante que remueve un electron. La red de reaccion
resulta en la liberacion de una molécula de O,, deposicion de cuatro protones en la fase
acuosa interna, y transferencia de cuatro electrones al lado Qg (produciendo dos moléculas
reducidas de plastoquinona) (Renger, 1993; Klein et al., 1993).

El centro de reaccion del fotosistema II contiene un niimero de componentes redox, un
ejemplo es el citocromo b559 cuya funcion es donar electrones a la plastocianina (Bricker
et al 1996), y es una hemo proteina esencial del centro reaccion del fotosistema II
(Whitmarsh and Pakrasi, 1996). Si el citocromo no estd presente en la membrana, no se
puede formar un FSII estable. Es sabido que el citocromo no estd relacionado en la
actividad enzimatica primaria del FS II, la cual es transferir electrones del agua a
plastoquinona. Porque el CR del FSII contiene componentes redox que no se relacionan en
reacciones enzimadticas primarias; segin Govindjee la respuesta puede ser hallada en la
forma inusual de reaccion quimica que ocurre en el FS II y el hecho que el centro de
reaccion opera en un nivel bastante alto de energia.

El fotosistema II es un transformador de energia que debe cambiar entre varios estados
altos de energia y que envuelve la creacién de poderosos oxidantes requeridos para remover
electrones del agua y el complejo quimico de reducciéon de plastoquinona, el cual es
fuertemente influenciado por protones. En saturacion de luz un solo centro de reaccion
puede tener un rendimiento de 600 eV/s (equivalente a 60,000 kW por mol de PS II); este
nivel tan alto de energia resulta dafiino al centro de reaccion. Segin Whitmarsh y
Govindjee (1995), esto podria justificar la presencia “extra” de componentes redox en el
FSII que pueden servir como proteccion.

El complejo del fotosistema I cataliza la oxidacion de plastocianina, un complejo cobre
proteina soluble, y la reduccion de ferredoxina complejo FeS proteina. El fotosistema I esta



compuesto de un heterodimero de proteinas que actia como ligando para la mayoria de
transportadores de electrones (Krauss et al., 1993). El centro de reaccion es alimentado por
el sistema antena, conformado por 200 moléculas de clorofila principalmente tipo a y la
fotoquimica primaria es iniciada por un dimero de clorofila P700. En contraste al
fotosistema II, la mayor parte de las moléculas de clorofila en el fotosistema I estan unidas
a proteinas del centro de reaccion. También, los centros FeS sirven como transportadores
de electrones en el FSI y se sabe que la transferencia de electrones del FSI no es
acompafiada por translocacion de protones. La separacion primaria de cargas ocurre entre el
donador primario P700 un dimero de clorofila y un mondmero de clorofila (A,) (Golbeck,
1994).

4.2.5 Transporte de Electrones

El transporte de electrones del agua a NADP+ requiere tres complejos proteicos unidos en
serie - FSII, el complejo Citocromo bf (Cit bf) y el FSI. Los electrones son transferidos
entre estos complejos por: plastoquinona y plastocianina en plantas como lo muestran los
esquemas de (Whitmarsh y Govindjee 1995).

H,0 — FS II — plastoquinona — bef — citocromo c; — FS I — ferrodoxina — NADPH

T 1

bef  « plastoquinona

La transferencia de electrones del Cit bf al FSI es mediado por el complejo proteina Cobre
(Cu) - plastocianina (PC). La el esquema transferencia de electrones del FSI al NADP+
requiere ferredoxina, oxidoreductasa ferredoxina-NADP.

NADH deshidrogenasa — plastoquinona — bef — citocromo cg — citocromo aa; — O,

La via de los electrones es determinada en gran parte por la energética de la reaccion y la
distancia entre transportadores, las reacciones durante el proceso fotosintético no estan en
equilibrio. Posterior a la separacion primaria de cargas, el transporte de electrones es de un
estado mas electronegativo a uno superior mas electropositivo, es este flujo el que provee
energia libre para la creacion de un gradiente quimico de proton.

4.2.5.1 Creacion de potencial electroquimico de protones

El transporte de electrones crea el potencial electroquimico de la membrana por dos tipos
de reaccion.

(1) La liberacion de protones durante la oxidacion de agua por el FSII y la translocacion de
protones de la fase acuosa externa a la interna del fotosistema Il y el citocromo bf.



(2) La separacion primaria de cargas en el centro de reaccion guia un electron a través de la
membrana fotosintética, lo cual crea un potencial a través de la membrana.

4.2.6 Sintesis de ATP

El proceso de conversion de energia electroquimica en quimica libre, es acompanado por el
complejo de proteina “ATP sintetasa. Esta enzima cataliza la fosforilacion, la cual es la
formacion de ATP por adicion de fosfato inorganico (Pi) a ADP

ADP-3 + Pi-2 + H+ --—---- > ATP-4 + H,0

Esta reaccion es de menor a mayor nivel energético y es conducido por transferencia de
protones a través de la proteina ATP sintetasa.

La ATP sintetasa se compone de las subunidades CFO que se extienden en la membrana
fotosintética y forman un canal de protones a través de la membrana y la subunidad CF1
unida a la parte superior de CFO sobre el lado exterior de la membrana y se encuentra
localizada en la fase acuosa. CF1 estd compuesta de las subunidades alpha, beta, gamma,
delta, épsilon y la porcion superior compuesta por tres dimeros ab que contiene sitios
cataliticos para la sintesis de ATP el proceso molecular implica la transferencia de protones
a través de la proteina y la adicion quimica de fosfato a ADP (Whitmarsh y Govindjee
1995).

4.2.7 Eficiencia de la conversion de energética en el aparato fotosintético

El requerimiento minimo de quantum tedrico para la fotosintesis es 8 cuantos por cada
molécula de oxigeno transformado repartidos al FSII y FSI por partes iguales (Emerson,
1958). Bajo condiciones optimas, las plantas pueden realizar el proceso de conversion con
un 90% de eficiencia teorica. Bajo condiciones normales de crecimiento la eficiencia se
disminuye por los factores limitantes bioquimicos y ambientales (Whitmarsh y Govindjee
1995).

4.2.8 Fotosintesis oxigénica en algas

Las Algas son Eucariotes fotosintéticos que poseen mecanismos de transformacion de O, y
reduccion de CO,. Estan representadas por un grupo diverso que incluye dinoflagelados,
euglenoides, algas verde amarillas, algas doradas cafés, diatomeas, algas rojas, algas cafés
y verdes. El aparato y el mecanismo fotosintético son similares al de las plantas: poseen
cloroplastos e inmersos el FSII y FSI, Cit bf, las enzimas del ciclo de Calvin y complejos
proteina pigmento que contienen clorofila @, y otros pigmentos antena como clorofila b en
las algas verdes, clorofila ¢ y fucoxantol en algas cafés y diatomeas, y ficobilinas en algas
rojas. Las algas verdes se cree fueron el grupo ancestral del cuales las plantas
evolucionaron (Douglas, 1994).
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4.2.9 La fotosintesis oxigénica bacterial

Las cianobacterias son procariotas fotosintéticos que generan O, (Bryant, 1994). Evidencia
fosil indica que estas existieron hace 3 billones de afios atrds y se piensa que fueron las
primeras en realizar fotosintesis oxigénica en la tierra (Wilmotte, 1994). Las cianobacterias
se presume evolucionaron de ambientes acudticos en una atmosfera carente de oxigeno.
Inicialmente, el O, liberado por las cianobacterias reacciono con hierro ferroso en los
océanos y no fue liberado a la atmosfera. Evidencia geoldgica indica que el Fe ferroso se
agoto cerca de 2 billones de anos atras, y la atmosfera de la tierra se volvio aerdbica. El
aparato fotosintético es similar al de los cloroplastos y principalmente se diferencia por su
sistema antena que depende en las cianobacterias de clorofila a y los ficobilisomas para
reunir la energia luminica (Sidler, 1994) no contienen clorofila b.

Las cianobacterias son modelos de estudio del aparato fotosintético debido a su sistema
genético menos complejo y manipulable que el de las plantas y algas. Los investigadores
pueden investigar la relacion entre estructura molecular y sus mecanismos (ilustracion 2)
(Barry et al., 1994).
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Iustracion 2. Esquema fotosintético de referencia para las cianobacterias sin antena.
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Cyanobase URL: http://www.kazusa.or.jp/cyano/cyano.html.

Los Proclorofitos o oxiclorobacterias contiene clorofila a y b, pero no ficobilisomas y
debido a esto se investigan como modelos de fotosintesis en plantas (Palenik and Haselkorn
1992, Urbach et al., 1992; Matthijs et al., 1994).

4.3 FOTOSINTESIS ANOXIGENICA

Las bacterias anoxigénica poseen solo un tipo de centro de reaccion (Blankenship et al.,
1995). En algunas bacterias fototrofas el centro de reaccion es similar al FSII y en otras,
similar al FSI, estos no pueden extraer electrones del agua y no generan oxigeno.

Estas bacterias estdn determinadas por ambientes con bajas concentraciones de oxigeno y
en la obtencidon de electrones para la reduccion de CO, las bacterias anoxigénicas deben
oxidar elementos inorganicos, o moléculas organicas disponibles en su ambiente. Varias
bacterias fotosintéticas dependen del rubisco y el ciclo de Calvin para la reduccion de CO,,

12



pero algunas son capaces de reducir CO, por mecanismos bioquimicos alternos
(Blankenship et al., 1995).

Los principios generales de transduccion de energia son los mismos para la fotosintesis
oxigénica y no oxigénica. La fotosintesis anoxigénica bacterial depende de bacterioclorofila
que absorbe luz en rangos de onda entre 700 y 1000 nm. El sistema antena consiste de
bacterioclorofila y carotenoides que sirven como centro de reacciéon donde ocurre la
separacion primaria de cargas. Entre los transportadores de electrones se encuentran las
quinonas como: ubiquinona y menaquinona y el complejo citocromo bc, similar al
complejo citocromo bf de las bacterias fotosintéticas. Como en la fotosintesis oxigénica, la
transferencia de electrones esta acompanada por la generacion de potencial electroquimico
que conduce a la fosforilacién por la ATP asa y la energia para la reduccion de CO,, la
provee el ATP y el NADH molécula similar al NADPH.

4.3.1 Bacterias Purpuras

Hay dos divisiones de bacterias purpura fotosintéticas, las no-sulfurosas como Rhodobacter
sphaeroides y Rhodospeudomonas viridi y las sulfurosas Chromatium vinosum
(Blankenship et al., 1995). Las bacterias no sulfurosas tipicamente usan un donador de
electrones organico, tal como succinato o malato, pero pueden usar gas hidrogeno. La
bacteria sulfurosa usa un componente sulfuroso inorganico como donador de electrones tal
como sulfuro de hidrogeno. La unica via para la fijacion de carbono del las bacterias
purpura es el ciclo de Calvin. La bacteria purpura sulfurosa debe fijar CO, para vivir, sin
embargo la bacteria purpura no sulfurosa, puede crecer anaerobicamente en la oscuridad
con un recurso de carbono organico.

La posicion de los componentes transportadores de electrones en el centro de reaccion de
Rhodobacter sphaeroides posee tres subunidades proteicas L, M, y H. El centro de reaccion
contiene 4 bacterioclorofilas y dos moléculas bacteriofeofitinas. 2 moléculas de
bacterioclorofila del donador primario P870. El donador P870, las bacteriofeofitinas y
quinonas aceptores del centro de reaccion de las bacterias purpura son similares al centro de
reaccion del FSII.

La transferencia de electrones guiada por energia luminica es ciclica en Rhodobacter
sphaeroides y otras bacterias purpura. El centro de reaccion produce quinona reducida, la
cual es oxidada por el complejo citocromo bc (cit bc). Los electrones del cit. bc son
transferidos a un transportador soluble de electrones el citocromo c2, el cual reduce el
donador primario P870+ oxidado el producto de esta transferencia es ATP.
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Ilustracion 3. Esquema de fosforilacion Oxidativa de Rhodospeudomonas palustris.
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Cyanobase URL: http://www.kazusa.or.jp/cyano/cyano.html.

4.3.2 Bacterias verdes sulfurosas

A este grupo pertenecen Chlorobium thiosulfatophilum y Chlorobium vibrioforme los
cuales pueden usar componentes de sulfuro como donadores de electrones, asi como
donadores organicos de hidrogeno (Blankenship et al., 1995). El centro de reaccion de las
bacterias es similar al del FSI de los organismos oxigénicos (Feiler and Hauska, 1995). El
centro FeS puede reducir NAD+ o NADP+ por las enzimas ferredoxina y ferredoxin-NAD
(P)+ oxidoreductasa, y por esto las bacterias no son dependientes del flujo reverso de
electrones para la reduccion de carbono. Su sistema de antena es similar en arreglo a los
ficobilisomas de las cianobacterias.

4.3.3 Bacterias verdes no sulfurosas

Estas bacterias verdes filamentosas como Chloroflexus aurantiacus, pueden crecer
fotosintéticamente bajo condiciones anaerobicas o en la oscuridad por respiracion bajo
condiciones anaerdbicas. Como las bacterias verdes, las verdes sulfurosas capturan la
energia luminica usando clorosomas, y poseen centro de reaccion similar al de las bacterias
purpura, pero en vez de dos monomeros de bacterioclorofila, C. aurantiacus tiene una
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bacterioclorofila y una bacteriofeofitina y posee Mn entre las dos quinonas en vez de Fe
(Feick et al., 1995). C. aurantiacus aparentemente fija CO2 por un mecanismo que implica
ciclo de Calvin o el ciclo reverso de Krebs (Ivanovsky et al., 1993).

Tlustracion 4. Esquema de fosforilacion Oxidativa de Chloroflexus aurantiacus J-10-f
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Cyanobase URL: http://www.kazusa.or.jp/cyano/cyano.html.

4.3.4 Heliobacterias

A este grupo pertenece Heliobacillus mobilis, del phylum Bacterias Gram Positivas estas
no son anaerobios estrictos. El centro de reaccion es similar al CR FSI en que puede reducir

NAD+ o NADP+, y contiene un tipo diferente de clorofila “bacterioclorofila g” (Amesz,
1995).

El Transporte de electrones segun el analisis de Xiong et al., (1998) sobre H. mobilis indica
que esta especie sintetiza un complejo citocromo bc similar al citocromo bcl de la bacteria
purpura y citocromo b6f de la cianobacteria. Contiene el gen petC, el cual codifica para
proteina Fe-S que posee un sitio 2Fe-2S conservado (Cys-87, His-89, Cys-108, and His-
111) como se observa en otras especies.
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Tlustracién 5 Esquema de fosforilacion Oxidativa Heliobacterium modeticaldum
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Cyanobase URL: http://www.kazusa.or.jp/cyano/cyano.html.

4.4 CIANOBACTERIAS

4.4.1 Caracteristicas generales

Las cianobacterias no poseen gran variedad de formas pero si gran diversidad quimica; una
cianobacteria esta entre 1 y 10 micrones, es unicelular o multicelular, con pared celular
clasicamente Gram-negativa y realizan locomocion por deslizamiento. Estas bacterias
fueron una vez clasificadas como " algas verde azules " debido a su semejanza superficial
con las algas verdes eucaridticas y aunque ambos grupos son fotosintéticos, se relacionan
distantemente (Goldenkranz's 1999). Las cianobacterias no poseen organelos internos, pero
tiene un elaborado y altamente organizado sistema de membranas internas las cuales
funcionan en fotosintesis y una pared celular contiene péptidoglicano (ver ilustracion 2).

Algunas colonias filamentosas de cianobacterias muestran la habilidad de diferenciarse en

tres tipos celulares diferentes: Células vegetativas que se encuentran en condiciones de
crecimiento favorables y realizan fotosintesis, esporas resistentes al clima que se forman
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cuando las condiciones ambientales se tornan adversas y heterocistes con densa pared
celular, que contienen la enzima nitrogenasa que permite fijar nitrégeno.

Pueden reproducirse por: biparticién, division binaria en organismos unicelulares,
fragmentacion de filamentos (tricomas, filamentos sin vaina), a partir de células
especializadas o modificadas o incluso por fragmentacion y esporas.

Toman apariencias variadas: parches, masas fangosas, secuencias o cadenas, filamentos y
filamentos ramificados, explicadas por la variedad de métodos de reproduccion.

La ocurrencia de simbiosis cianobacterial es amplia y el rango de hospederos es
impresionante ¢ incluye simbiosis con animales, protistas (Paulinella chromatophora y
Cyanophora paradoxa), esponjas marinas (Theonella y Siphonochalina), y gusanos
echiruides (lkedosoma gogoshimense y Bonellia fuliginosa).Entre los fotosintéticos
incluye, angiospermas (Gunnera), gimnospermas (Cicas, Zamia), pteridofitos (Azolla),
musgos (Sphagnum) y liquenes. La diatomea de agua fresca Rhopalodia gibba es la unica
simbiosis cianobionte unicelular que se conoce que fija nitrogeno, El cianobionte esta
localizado intracelularmente en el hospedero fotosintético.

Iustracion 6. Estructura de la célula cianobacterial tipica.

Membrana plasmatica
Mucilago—" AL

Membrana fotosinteétics
AN 380

Citoplasma—

Modificado de: I KINGDOM MONERA

4.4.2 Algunos ejemplos de cianobacterias

Nostoc: Son organismos muy importantes para la vitalidad y crecimiento de muchas
plantas por ser uno de los pocos grupos de organismos que pueden convertir nitrogeno
atmosférico inerte a su forma organica, tales como nitrato de amonio; la nitrificacién no
ocurre, en presencia de oxigeno, asi el nitrogeno es fijado en células especializadas
llamadas heterocistes. Estas células tienen una pared especialmente engrosada que contiene
un ambiente anaerobico.
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Oscillatoria: Algunas formas comunes de esta bacteria son rojas o rosadas por el pigmento
ficoeritrina y con células agrupadas en filamentos sin heterocistes. Sin vaina mucilaginosa
marcada, los tricomas de células son moviles pudiendo desplazarse por el sustrato.

Spirulina: Esta ha sido evaluada como recurso alimenticio; es alta en proteinas, y puede ser
cultivada facilmente en pozos en paises tropicales.

Azolla: Son bacterias nitrificantes que forman relaciones simbidticas con muchas plantas,
especialmente leguminosas, que proveen tejidos especializados en sus raices o tallos para
estas, recibiendo nitrogeno organico. Estas se han usado en el cultivo de arroz.

Anabaena: Se encuentran colonias de esta cianobacteria, en las hojas de los helechos donde
estas fijan nitrogeno. Los helechos entonces proveen una fuente natural de nitrégeno y
fertilizantes para las plantas cuando estos mueren.

Lyngbya: Producen poblaciones que son toxicas a los humanos y animales. La espuma de
bacterias verde azuladas en abrevaderos charcos ha sido asociada al envenenamiento de
ganado, perros, y ocasionalmente humanos; Una especie de Lyngbya es responsable de una
de las irritaciones cutaneas conocidas como "picazon del nadador".

Prochloron también forma relaciones simbidticas con varios hongos, formando organismos
simbidticos complejos conocidos como liquenes.

4.4.3 Ecotipos

Las Cianobacterias son halladas en casi todo hébitat, desde océanos, aguas frescas, rocas
hasta suelos. Producen los componentes responsables de los olores "terrosos" en el suelo y
algunos cuerpos de agua. El limo verdoso sobre superficies himedas son en su mayoria
cianobacterias.

Los ecotipos de cianobacterias marinas fueron clasificados de acuerdo a sus requerimientos
de radiacion luminica, ejemplo de esto son los Prochlorococcus que se diferencian
genéticamente y fisioldgicamente por tener divinil clorofila a (chl a2), monovinil y divinil
clorofila b (chl b) en mayor cantidad que clorofila a, a diferencia de las otras cianobacterias
(Rocap et al., 2001); esto ha permitido clasificarlas en dos grupos aislados: “Alto B/A”: que
tienen grandes radios de clorofila b con respecto a la tipo a2 (chl b/a2) y son capaces de
creer en extremadamente bajas tasas de irradiansa ( menos que 10 umol de quantos [Q] m
?s™), donde los aislados de “Bajo b/a” son incapaces de crecer (Rocap et al., 2002)”. Los
aislados de Bajo B/A: tienen menor radio de chl b/a2 y son capaces de crecer en tasas muy
altas, a niveles altos de luz (Goericke y Chisholm., 1995).
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Los analisis de secuencias de 16S rDNA realizados por Rocap y colaboradores sobre los
ecotipos de Prochlorococcus se correlacionan con su fisiologia. Las cepas de ecotipos de
Bajo-B/A se encuentran filogenéticamente muy relacionados con un 99% de identidad en
las secuencias de 16S rDNA) y forman un buen clado (Rocap et al 2002).

Los ecotipos de Synechococcus generan una poblacion altamente variable fisiologicamente
y se adaptan a diferentes nichos ecoldgicos (Postius and Ernst 1999); la cepa asignada al
Grupo Marino A de Synechococcus son genéticamente y fisiologicamente diversos
(Waterbury et al., 1986), y también han sido observados genotipos adaptados a altas y bajas
condiciones luminicas entre Synechococcus de aguas frescas (Postius and Ernst 1999).
Todos contienen ficoeritrinas como sus pigmentos principales de recepcion de luz, asi
como algunos poseen el cromoforo ficourobilina (FUB), el cual se puede unir a las
ficoeritrinas combinado con ficoeritrobilinas (FEB), estos organismos son agrupados por su
radio de (FUB)/(FEB) aunque se han encontrado también clados definidos por su motilidad
implicando directamente procesos de adaptacion a diferentes condiciones de luz y de
aclimatacion.

Las cepas de Prochlorococcus de Alto-b/a también tienen un alto grado de identidad con el
GRUPO A de cepas marinas de Synechococcus, mas que con el ecotipo de Bajo-b/a de los
mismo Synechococcus y esto en efecto se refleja en su filogenia mediante 16S rDNA que
aun no ha sido resuelta (Rocap et al., 1998).

Las cepas de Gloeobacter son sensibles a condiciones fuertes de luz y recientes estudios
filogenéticos moleculares muestran que este linaje fue el més temprano en divergir de la
radiacion cianobacterial y de los cloroplastos. Estas caracteristicas soportan fuertemente la
idea de que estas especies poseen -caracteristicas ancestrales de los organismos
fotosintéticos oxigénicos.

4.4.4 Historia

Las cianobacterias son procariotas fotosintéticos, oxigénicos, que pueden ser hallados en
casi todo ambiente acuatico y terrestre, Castenholz y Waterbury, (1989) y son organismos
antiguos que datan de 3,5 billones de anos atréds en los registros fosiles Castenholz, (1992)
esta evidencia isotopica es apoyada por los registros fosiles de 3,3 a 3,5 billones de afios
aunque sigue siendo controversial (Des Marais, 2000), con respecto a la firme evidencia
paleontologica de cianobacterias hace 2,7 billones de afios (Buick, 1992), y la sintesis de
evidencia isotopica con datos filogenéticos (secuencias de 16S rDNA ) propone un origen
mas temprano de 3,8 billones de afios (Martin, 2002).

Desde hace alglin tiempo ha venido proponiéndose que las cianobacterias fueron
responsables de convertir la antigua atmosfera terrestre anaerdbica a una aerdbica (Hayes,
1983).
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Las cianobacterias tienen un amplio registro f6sil. La morfologia en el grupo ha
permanecido casi invariable por billones de afios. Estas han sido extraidas de rocas
Precambricas, y estudiadas a través de microscopia de transmicion electronica.

Varios depositos de petroleo de hace 2500 millones afios (era Proterozoica) son atribuidos a
la actividad de las cianobacterias, tales como Gloeocapsomorpha.

4.5 CLASIFICACION Y FILOGENIA CLASICA DE LAS CIANOBACTERIAS

4.5.1 Clasificacion Taxonomica

La taxonomia de las cianobacterias ha sido vigorosamente debatida y revisada varias veces
(Henson et al., 2004), estas han sido reclasificadas usando el criterio bacterioldgico en vez
del botéanico, basado en caracteristicas morfologicas y de desarrollo, pero la mayoria de las
especies aun no han sido validadas (Rippka et al., 1979). Las Cianobacterias se clasifican
comunmente en cinco secciones. Sub seccion I: unicelulares y se dividen por fision binaria
o afloramiento. La Sub seccion II: unicelulares que se dividen por fision multiple
(Castenholz, 2001). Sub seccion III: filamentosas, cianobacterias no-heterocistas que se
reproducen por ruptura de tricomas. Sub seccion IV y V estdn compuestas exclusivamente
de cianobacterias heterocistas, las cuales son filamentosas y se reproducen por formacion
de hormogonios (pequenos pedazos de tricoma que contiene entre tres y diez células al ser
liberados) y tienen la habilidad de desarrollar heterocistes y aquinetes, (Rippka et al., 1979;
Castenholz, 2001).

Se postula que algunos caracteres morfoldgicos que han sido usados para delinear las
cianobacterias podrian no reflejar un verdadero agrupamiento del linaje (Rippka &
Herdman, 1992).

Como se puede observar en el esquema de clasificacion taxonémica de las cianobacterias
(tabla 1), la filogenia actualmente se esquematiza por morfologia celular, colonias o forma
de reproduccion. Esfuerzos recientes podrian proveer pronto esquemas mas precisos
basados en caracteres mas especificos.
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Tabla 1. Clasificacion taxonomica de Cianobacterias.

Sub seccioén | Sub seccion 11 Sub seccién I1I Sub seccion IV Sub seccién V
Chamaesiphon Yanocystis Arthrospira Anabaena Chlorogloeopsis
Chroococcus Dermocarpella Borzia Anabaenopsis Fischerella
Cyanobacterium Stanieria Crinalium Aphanizomenon Geitleria
Cyanobium Xenococcus Geitlerinema Calothrix lyengariella
Cyanothece Chroococcidiopsis ~ Halospirulina Cyanospira Nostochopsis
Dactylococcopsis Myxosarcina Leptolyngbya Cylindrospermopsis Stigonema
Gloeobacter Pleurocapsa Limnothrix Cylindrospermum
Gloeocapsa Lyngbya Nodularia
Gloeothece Microcoleus Nostoc
Microcystis Oscillatoria Rivularia
Prochlorococcus Planktothrix Scytonema
Prochloron Prochlorothrix Tolypothrix
Synechococcus Pseudanabaena
Synechocystis Spirulina

Starria

Symploca

Trichodesmium

Tychonema

Adaptado de: Castenholz (2001)

4.6 LA FILOGENIA MOLECULAR DE LAS CIANOBACTERIAS

En un intento para dividir las cianobacterias en agrupamientos filogenéticos, se han usado
una composiciéon de pigmentos fotosintéticos y secuencias de subunidades de RNA
ribosomal. El agrupamiento de prochlorofitos se sugirié6 como un agrupamiento util para
agrupar aquellas cianobacterias con y sin receptores luminicos “ficobilisomas” (Badger y
Price, 2003).

Las cianobacterias se encuentran claramente agrupadas dentro de una radiacion
(divergencia de miembros de una linea filética), con aparente division dentro de esta
primera radiacion. Este andlisis segin los autores muestra su separacion de las b-
proteobacterias, algas no verdosas, algas verdosas, y plantas superiores (Badger y Price,
2003). Analisis genomicos de un nimero de cianobacterias sugirieron que la division de
especies cianobacteriales basado en su tipo de Rubisco podria ser mucho mas apropiado
particularmente con respecto a la evolucion de su sistema de CCMs 60 mecanismo de
concentracion de CO, (CO, concentrating mechanism) (Badger et al., 2002).
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En la ilustracion 4 se muestra Arbol filogenético para secuencias de ADN, subunidad
ribosomal pequeiia 16S; secuencia de proteinas de rubisco Forma 1 (L8S8) subunidad
grande

4.6.1 Perfil filogenético basado en RNA Ribosomal

Como ya se denotd, los parametros de seleccion de caracteres determinan la via de
muestreo y la principal via que se conoce para muestrear la diversidad microbial es la
filogenia molecular como ya se ha mencionado. Los Arboles mas fuertes han sido
generados basados en alineamientos multiples de la secuencia 16S ARNr de varias
especies, ver ilustracion 4. EI RNA Ribosomal tiene excelentes caracteristicas como
molécula para realizar filogenia: Esta se encuentra distribuida globalmente, Esta altamente
conservada aun exhibiendo suficiente variabilidad para revelar diferencias informativas y
esta es solo raramente transferida entre especies. Por medio del andlisis de las secuencias
de ARNr, Woese y Fox, (1977) & Fox et al., (1980), concluyeron en estudios tempranos
que, Bacteria y Archeae son grupos distintos.

Estudios de similaridades metabolicas y secuencia de RNA ribosomal sugieren que las
cianobacterias forman un buen taxén monofilético.
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Iustracion 7. Arbol filogenético para (A).secuencias de ADN subunidad ribosomal pequefia 16S;
(B) secuencia de proteinas de rubisco Forma 1 (L8S8) subunidad grande. Las secuencias se

muestran para bacterias fotosintéticas y quimio - autotrofas, algas y embriofitos (incluye plantas
superiores).

Cyancbacteria,
Form 1A and

Protechacteria.

Form 14, 1C, 1D
and Form 1l rubiscos Non green algae,

RNGASSPINIUM B “\Form 10 rubisco

Rhodobacter capsulatus L SBYR TN
Rhodabacter sphaercides e e MRl mﬂberpl:’;:em
: Form 1B rubisco

+ Carboxysomes
Tomado de: Badger & Price. (2003).
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4.7 GENOMICA COMPARATIVA

Este enfoque se basa en la comparacion de secuencias gendémicas, para ganar una
perspectiva tanto en el disefio molecular, asi como su estructuramiento cromosémico, al
comparar secuencias de un gran numero de especies relacionadas distantes, permitiendo
identificar los elementos de DNA sometidos a presion selectiva, los cuales mutan a un
indice mayor o menor con respecto a una constante. Se presume que tales elementos tienen
propiedades funcionales.

En comparacion con el acercamiento clasico a la reconstruccion de filogenia, cada sitio
(posicion numerada) en un conjunto de secuencias homologas puede ser considerada como
correspondiente a un caracter, y la identidad de la base del nucle6tido en aquel sitio
corresponde al estado del caracter para la secuencia dada (Filipski & Kumar, 2001).

Enfoques como la Reaccion en Cadena de Polimerasa (PCR) han sido utilizados para el
analisis de especies cercanamente relacionadas, para obtener la informacion mediante
comparacion. En comparaciones genomicas de gran escala y de especies relacionadas
distantes. Una de las principales estrategias es comparar genomas completos por
secuenciacion de redundancia baja (o alta) de bibliotecas de pequefios insertos y depende
de la aproximacion o exceso del niumero de lecturas de secuencias con respecto a la
redundancia del genoma. Una comparacion mas precisa y completa puede ser derivada
mediante el tamizaje de colecciones de clones con sondas "conservadas" de un numero
selecto de regiones genomicas. Si la conservacion es alta al comparar especies relacionadas
distantes se dificulta descubrir la conservacion funcional de elementos recientemente
mutados en secuencias de ADN relacionados con un bajo nimero de mutaciones.

El uso de datos de secuencias moleculares posee varias ventajas comparado a los
caracteres morfoldgicos utilizados tradicionalmente. El acercamiento no subjetivo esta
envuelto en la determinacion del estado del caracter; las técnicas de laboratorio indican
exactamente que nucledtido se encuentra en un sitio. Esta es otra ventaja ya que la misma
serie de estados (cuatro bases) aplica para todo organismo, y asi pueden ser directamente
comparadas las formas de vida més diversas (Filipski & Kumar, 2001).

4.8 RECONSTRUCCION FILOGENETICA

Actualmente, se dispone de varias técnicas de laboratorio (tabla 2), para examinar la
diversidad entre especies y dentro de estas, por andlisis de moléculas biologicas
fundamentales, una de estas técnicas es el secuenciamiento directo de ADN y proteinas
(polipéptidos), mediante la cual se puede comparar secuencias de ADN haciéndola la mas
informativa y poderosa herramienta de las ultimas décadas. Secuencias completas de ADN
de muchos genomas han sido obtenidas y se han construido, de este modo se ha alineado
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secuencias completas de ADN y se han construido bases de datos publicas con la
informacion de miles de genes de diversas especies (Kumar y Filipski, 2001).

Como ya se expresO, en comparacion al acercamiento clasico de la reconstruccion de
filogenia en el cual se utilizan métodos directos como la reconstruccion de series fosiles o
métodos indirectos como: anatomia comparada, embriologia comparada y fisiologia
comparada, la filogenia basada en secuencias de ADN, ARN o aminoécidos, se fundamenta
en que cada (posicion numerada) en un conjunto de secuencias homologas puede ser
considerada como correspondiente a un cardcter, y la identidad de la base (nucledtido o
aminoacido) en ese sitio corresponde a un estado del caracter para cada secuencia.

El uso de datos de secuencias moleculares tiene varias ventajas comparadas a los caracteres
morfologicos usados tradicionalmente: no relaciona acercamientos subjetivos en la
determinacion del estado del caracter. Las técnicas de laboratorio indican exactamente que
nucledtido esta presente en un sitio. Otra ventaja es que el mismo set de estados (cuatro
bases), aplica para todo organismo, esto permite comparar diversas formas de vida.

La cantidad de datos es enorme y relativamente facil de adquirir para un conjunto de
especies. La disponibilidad a bajo costo de poderosos computadores y algoritmos
computacionales impulsa el uso rutinario de secuencias moleculares en la reconstruccion de
una filogenia de organismos a varios niveles taxonémicos.
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Tabla 2. Algunas técnicas moleculares de tipificacion y analisis filogenético.

Técnicas Meétodo Ventajas desventajas
Se basa en que la doble e  Presenta limites de
o, hélice del ADN puede | Especialmente util cuando las comparacion.

Hibridacion .

ADN-ADN separarse a altas cepas comparten mas del 97% | e  Costos
temperaturas y asociare | de sus secuencias de genes. e Disponibilidad
en bajas temperaturas. Instrumental

. . . , e  Presenta limites de
Se basa en la diferencia | Permite comparar proteinas comparacion
Electroforesis de de cargas de las pertenecientes a especies . % ‘ ’
proteinas proteinas, que se emparentadas o no y establecer ostos
mueven en el campo. | relaciones filogenéticas. * Disponibilidad
Instrumental
Se utiliza cominmente | ° Amplia aplicabilidad de
. tareas.
en los laboratorios de
investigacion para .
. e Lasecuenciacion de
La Reaccion en amplificar el ADN. nucleétidos de genes e Costos
b l(iilr(lieerr:; ;1?1)1?: R Es la herramienta con amghﬁca’dos por PCR es el ; Dlspomlblhdad
el més profundo efecto | Medio mas preciso y sensitivo nstrumenta
. . de indexar el polimorfismo del
sobre la Biologia ADN localizad 1
molecular (Boxer. LY focallzado para fa
tipificacion de cepas
2000). :
bacterianas.
e Aplicabilidad universal
Anlisis de | conalto poder de
Basada en la deteccion | discriminacion y
Endonucleasas de o o1 e Costos
S de fragmentos de reproducibilidad. . o
Restriccion de ADN Lo o . . e Disponibilidad
de Plasmidos restriccion Genomica *  Permite mapeo genético de Instrumental
or amplificacion. lantas y animales, estudios
(REAP) poramp p antas y

filogenéticos, diagnosticos
clinicos.

Analisis de la
secuencia de los
nucleotidos

La herramienta mas
poderosa para
tipificacion y analisis
filogenéticos.

e Ladisponibilidad publica
de secuencias, hace que sea
menor la inversion en
infraestructura

e Disponibilidad de
las secuencias o de su
anotacion.

Modificado de: Bedoya et al, 2006.
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4.8.1 Secuencias de ADN.

Para inferir la relacion de un set de organismos usando datos de secuencias moleculares,
primero se debe asegurar que la secuencia a ser comparada sea homologa. Para esto se
seleccionan genes con un homologo en cada organismo bajo estudio mediante parametros
estadisticos y bioldgicos. Ademas las secuencias no deben ser solo homologas, deben
satisfacer la condicion fundamental de ser ortdlogos: que hayan sufrido divergencia por
eventos mas bien que por duplicacion de genes; esta ortologia se determina usando criterios
tales como: la identidad total de la secuencia y similaridad funcional, a través de familias de
multigenes a los cuales la secuencia pertenece.

Se usan tanto secuencias de nucleotidos del gen, como secuencias de aminoacidos de la
proteina producto de este nucledtido. Para esto se considera que organismos relacionados
distantemente se analicen mediante secuencias de aminoacidos, debido a que las secuencias
de nucleo6tidos cambian mucho mas rapido que las secuencias de aminoacidos, debido a la
redundancia del codigo genético.

Las secuencias de nucledtidos se utilizan por ser mas informativas, y permitir distinguir
entre sustitucion de nucledtidos que no alteran el aminoacido codificado (sustituciones
silentes) de aquellas que si alteran, (Kumar & Filipski, 2001).

En estudios genéticos intraespecificos de una poblacién y para estudios de interespecies
cercanamente relacionadas, se utilizan secuencias de nucledtidos ya que cambian mas
rapido y proveen mayor variacion para la reconstruccion filogenética.

4.8.2 Alineamiento de secuencias

Para poder realizar el andlisis de los datos obtenidos mediante los paradmetros anteriores en
las bases de datos, es necesario alinear las correspondientes posiciones en las diferentes
secuencias. Esto no es superficial debido a que los genes difieren en longitud como
resultado de mutaciones (inserciones o deleciones). Usualmente se insertan guiones (gaps),
en las secuencias para maximizar la similaridad en cada sitio, mientras se minimiza el costo
asociado con el numero de sitios con guion insertado y es aqui donde las matrices de
sustitucion con puntuacion predeterminada para cada tipo de remplazamiento determinan la
sensibilidad y la velocidad del alineamiento brinadole mayor o menor peso a cada tipo de
evento, la eleccion de una matriz determinada puede afectar enormemente el resultado del
analisis y contienen una relacion evolutiva especifica.

Las matrices de sustitucion mas utilizadas son:
PAM (Percentage Accepted Mutation)

Son las matrices mas sensibles para alineamientos de secuencias con homologos
relacionados evolutivamente. Mientras mas alto sea el nimero PAM (por ej. PAMA40,
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PAM120), més grande la distancia evolutiva esperada. Si la distancia mutacional es
desconocida, se deberian hacer por lo menos tres busquedas utilizando las matrices
PAM40, PAM120 y PAM250. Entonces se puede escoger la utilizacion de PAM para
identificar secuencias conservadas o para establecer la evolucion de una secuencia (Moreno
P., 2005).

BLOSUM (Blocks Substitution Matrix)

Las matrices de BLOSUM son las mas sensitivas para hacer alineamientos locales de
secuencias relacionadas. Las matrices BLOSUM son ideales si se esta tratando de
identificar una secuencia de nucledtidos desconocida. BLOSUMG62 es la matriz
recomendada para proteinas y su valor de corte es 62, e indica que las secuencias fueron
puestas en el mismo grupo si estas fueran mas del 62% idénticas en un alineamineto sin
inserciones (Moreno P., 2005).

Por tultimo ya que el alineamiento de secuencias de ADN de especies distantemente
relacionadas o con genes que cambian rapidamente (fast evolving genes) es generalmente
mas dificil Kumar y Filipski, (2001), Los analisis de las secuencias de ADN que codifican
proteinas son alineadas construyendo primero el alineamiento de las secuencias de
aminoacidos correspondientes. La secuencia de la proteina es usada entonces como guia
para obtener el alineamiento de las secuencias de ADN subyacente.

4.8.4 Recoleccion de datos

Un capitulo importante en toda coleccion de datos para los filogenéticos moleculares es el
muestreo de taxones, lo cual refiere al uso de datos de solo un pequefio conjunto
representativo de especies para inferir el nivel mas alto de historia evolutiva. Un muestreo
insuficiente de taxones es a menudo citado como fuente significante de error en estudios
filogenéticos y consecuentemente se indica la adquisicion de conjuntos grandes, Rosenberg
y Kumar, (2001).Para probar la afirmacion, condujeron simulaciones computacionales los
datos mostraron que la cantidad de errores filogenéticos por ramas internas es similar y se
mantiene verdadero para los métodos de Neighbor joining, Minimum evolution, Maximum
parsimony, y Maximum likehood..., Rosenberg y Kumar, sugieren que secuencias mas
extensas producen mayor exactitud en la inferencia filogenética, que el muestreo extensivo
de taxas.

Es importante tener en cuenta lo anterior ya que el muestreo de los taxones se hace con
respecto a genomas secuenciados y con anotacion disponible de las secuencias lo cual

limita el muestreo extensivo de estos.

4.8.5 Inferencia de arbol filogenético

Con las secuencias alineadas se puede inferir el arbol filogenético. La estructura esencial de
este es brindada por la disposicion de los nodos (topologia).
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Segun Felsenstein, (1978, 1988) se ha considerado la topologia de un arbol como un
parametro que se puede estimar y se ha contemplado el procedimiento de construccion de
arboles filogenéticos como un estimador estadistico.

Casi todos los métodos de reconstruccion de arboles filogenéticos se realizan sin hacer
asunciones sobre ascendencia o nodo comun (grupo externo). De otro modo, se puede usar
una secuencia de un grupo externo conocido como raiz, aunque hay que tener en cuenta que
un grupo externo mal elegido podra cambiar totalmente la topologia del arbol. Para la
clarificacion del patron del arbol se analizan los patrones de distribucion del arbol y
usualmente se tiene en cuenta la longitud de sus ramas; una vez establecida la topologia, se
utilizan métodos estadisticos basados en Minimos cuadrados (least squares) o Maxima
Probabilidad para determinar la longitud de las ramas (Nei y Kumar, 2000).

Segiin Dopazo y Valencia (2001), en la Bioinformatica y Gendmica se pueden considerar
dos abordajes distintos para estimar la confianza de arboles filogenéticos: utilizar el propio
criterio estadistico como un criterio para decidir cual es la topologia Optima en una
estrategia de adicion paso a paso (igual que se hacia con los criterios de minimos
cuadrados, distancia minima o parsimonia) o utilizar un método que permita saber el grado
de fiabilidad de un arbol reconstruido por medio de un método cualquiera; ejemplo Jukes y
Cantor 0 bootstrap que obtiene estimados de error en situaciones no estandar re -
muestreando conjuntos de datos, varias veces para probar una distribucién en contra de
hipotesis que deben haber sido probadas (Soltis & Soltis, 2003).

El “bootstrap™ es un método estadistico para obtener un estimado no paramétrico de error
(Efron 1979, 1982). Felsenstein (1985) fue el primero que lo aplico a la estimacién
filogenética y este método a la estimacion filogenética, y este enfoque ahora es el mas
utilizado. Los taxones se mantienen constantes, y los caracteres (para datos de secuencias,
los sitios de nucledtidos o aminodcidos) son re muestreados al azar. Una filogenia es
construida para cada replicacion de datos, y la frecuencia de aparicion de un grupo
filogenético particular (grupos de alelos o taxones) entre todos los arboles generados por
este re muestreo es el limite de confianza del bootstrap, o valor P del bootstrap (BP).

Efron (1987), analizo y demostrd que en el caso de intervalos de confianza la variacion del
bootstrap es de 9% con solo 200 replicaciones y tiende a decrecer a 4% con 1000
replicaciones, aunque para calcular el error estandar basta con un nimero menor de 100. El
nimero de replicaciones es determinado por criterio del investigador ya que un nimero alto
de bootstraps tal como 1000 o 2000 disminuye el coeficiente de variacion pero aumenta
considerablemente el tiempo de andlisis.

Diferentes métodos se encuentran disponibles para la reconstruccion de arboles

filogenéticos. Actualmente, los filogenéticos moleculares usan cominmente tres criterios
para la construccion de arboles: Maxima parsimonia (Maximum Parsimony “MP”),
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Maxima Probabilidad (Maximum Likelihood “ML’) y Minima Evolucion (Minimum
Evolution ME).

En el criterio MP, la topologia requiere el mas pequefio nimero de cambios de nucleotidos
para ajustarse a la secuencia observada; el dato es elegido para representar el arbol
verdadero (Fitch, 1971).

En el método ML, bajo un modelo probabilistico de sustitucion de nucledtidos es
seleccionada la topologia con el mejor ML (Felsenstein, 1981), ya que las probabilidades
calculadas para cada arbol son muy bajas se acostumbra a tomar el logaritmo de la
probabilidad del dato para hacer el numero mas manejable y evaluable por esto las
anotaciones del ML son negativas y el mejor arbol es aquel mas con el ML log mas cercano
a cero.

El método Neighbor Joining (“NJ”) (Saitou & Nei., 1987), utiliza el criterio de minima
evolucion para obtener la topologia final, basado en Unidades Taxondémicas Operacionales
o Vecinos “OTUS” por su sigla en ingles, selecciona la topologia con la menor longitud en
sus brazos, en cada paso de su algoritmia y aunque no brinda el verdadero arbol, este se
acerca mucho al arbol real, con la virtud de no tomar tanto tiempo en procesar grupos
grandes de datos.

5. ANTECEDENTES

Los antecedentes denotan el avance en post de una descripcion mas completa del aparato
fotosintético y cada uno implica un enfoque diferente; los expuestos en este documento han
sido los andlisis mas influyentes realizados sobre el aparato fotosintético y su esquema
filogenético y los investigadores mas relevantes en el tema a la fecha.

Xiong y su grupo de trabajo en el 2000 realiz6 la comparacion de multiples genes de
sintesis de tetrapirrol — magnesio hallando 31 ORF’s de enzimas relacionadas con
biosintesis de bacterioclorofila, carotenoides, y transferencia de electrones fotosintéticos en
100 kilo pares de bases de nucle6tidos y sugirid a las bacterias purpura como primer linaje
fotosintético emergente mediante enfoques de analisis filogenético.

Badger y Price, en el 2002 realizaron la comparacion de genes del “Mecanismo de

concentracion de CO,” (MCC) en 9 genomas cianobacteriales y concluyeron que las
cianobacterias han evolucionado dos tipos de carboxisomas, correlacionados con rubisco
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(Forma 1A y 1B).

Martin et al., 2003 realiz6 la comparacion de 8 genomas cianobacteriales en disponibilidad
181 genes entre 1000 ORF’s aproximadamente. Tomando como modelo Synechocystis sp.
PCC6803 (Kaneko et al. 2001) encontraron 43 genes asociados a funcién y realizaron la
definicion de un grupo de genes firma para las cianobacterias.

Mulkidjanian y colaboradores en el 2006 compararon un conjunto de proteinas codificadas
en 20 genomas cianobacteriales completos y hallaron 3188 familias de proteinas por
agrupamiento de ortdlogos, 892 cianobacteriales y 162 en 14 de los 15 genomas y sugieren
como primeros organismos fotdtrofos a las “Pro — cianobacterias” El trabajo de
Mulkidjanian retoma los anteriores enfoques y propone dejando la solucidon a un eslabon
perdido entre la adaptacion del fotosistema en otros organismos y su origen.

En Colombia no se encuentran publicaciones sobre el analsis bioinformatico comparado de
la fotosintesis. Entendido como el andlisis molecular y gendémico (secuenciacion de
ADN/ARN, proteinas y bases de datos de plantas, animales y microorganismos) y su
analisis filogenético. Este es el primer trabajo realizado a este nivel. De hecho, el
porcentaje de proyectos en biotecnologia es de 0.1% con respecto a un 27% en salud
humana. Y un 61% de estos aportes se realiza a nivel de los diferentes grupos de
investigacion de educacion superior; datos obtenidos de Construccion de indicadores en
biotecnologia para la OEA en el 2004.

En la Universidad del Cauca el grupo de Biologia Molecular Ambiental y Cancer (BIMAC)
Categoria A Colciencias 2005-2008, realiza un importante trabajo en aportar avances en los
campos de la Bioinformatica y el analisis gendomico multifractal para Colombia
(http://bimac.unicauca.edu.co/web3 o en su defecto http://bimac.unicauca.edu.co).
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6. DISENO METODOLOGICO

Ya que una filogenia molecular refiere a una hipotesis de sucesos que desconocemos. Esta
debe ser fundamentada y verificada, factor tomado en cuenta para la realizacién de este
trabajo. La fiabilidad la brindan las bases de datos, asi como la obtencion de los datos
primarios (secuencias de nucledtidos y/o aminoacidos y su anotacion), y de modo relevante
los parametros estadisticos implicitos en los métodos de alineamiento y de reconstruccion
filogenética con el mayor soporte estadistico y fiabilidad; este proceso de seleccion de los
métodos se realizd previa revision bibliografica de los trabajos mas notables en el tema.

6.1 BUSQUEDA DE SECUENCIAS EN BASES DE DATOS PUBLICAS

Para los siguientes pasos de la metodologia se realiz6 el andlisis de disponibilidad de los
datos biologicos, debido al enfoque especifico, que requirié de secuencias y tablas de
genomas con anotacion disponible, coherente y pertinente al sistema y su funcion. Se
extrajo informaciéon de las bases de datos del gobierno Japonés “Kazusa
(http://www kazusa.or.jp/cyano/cyano.html)” y “National Center for Biotechnology
Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)”, en el formato de almacenamiento fasta y ptt;
a los datos se les dio el formato correspondientes al algoritmo filogenético a utilizar. Todo
este trabajo se realizo en el laboratorio de Bioinformadtica del grupo de Biologia Molecular,
Ambiental y Cancer de la Universidad del Cauca con la ayuda de un servidor (Dell
PowerEdge 2800) que facilito y acelero el proceso.

6.1.1 Definicion y numero de individuos a utilizar

Mediante revision bibliografica y de las bases de datos, se decidi6 tomar organismos
fototrofos de los 5 grupos fotosintéticos y posteriormente se evaluaron las bases de datos y
disponibilidad de secuencias anotadas. Se extrajeron datos gendmicos de individuos
representativos de cianobacterias, Eucariotes fototrofos, bacterias verdes sulfurosas,
bacterias verdes no sulfurosas, bacterias purpura y heliobacterias y arqueas, estos fueron
tomados e intercambiados de acuerdo a la presencia de anotacion en su genoma, (tabla
anexa 3).

6.1.2 Obtencion de las secuencias por anotacion

Para la obtencién de los datos biologicos de estudio se requirid dos bases de datos
principalmente, debido a la indisponibilidad de organismos fototrofos representativos tanto
en formato fasta (.fas), como en tablas de anotacion, se tomo un registro en donde se
determino la base de datos disponibilidad de anotacion, fecha y hora exacta de la toma de
las secuencias; este proceso permitié cuantificar el ritmo de trabajo y la actualidad de los
datos asi como las limitaciones causadas por la ausencia de estos.
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El grupo de secuencias pertenecientes a los fotosistemas I, Il y ATP asa se

obtuvieron de las base de datos KEGG y NCBI, donde se encontro el conjunto de genes
secuenciados, con anotacion y funcién actual.

Esto se realizd mediante las herramientas de busqueda propias de estas bases, en

este caso la busqueda por “kegg/pathway” en las bases de datos contenidas en Kazusa
para la via metabolica y “dbget gen locus™, para la secuencia de los genes y la
informacion de los mismos. Para la base de datos NCBI la busqueda se realizo
utilizando el filtro COG: “Cluster of Orthologous Group” y las tablas de anotacion de
proteinas (.ptt) y sus secuencias de aminoacidos en formato fasta (.faa), en el FTP
(ftp:/ftp.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/) mediante referencia de los grupos taxonémicos.

Para la obtencion del conjunto de secuencias completas, se analizo todos los genes y
su anotacion los cuales se agruparon en carpetas por fotosistema I, I y ATP
sintetasa y luego por subunidad, (a, B, 7).

Se organizaron bloques de texto en los cuales se coloco la secuencia ortéloga
representativa de los organismos fotdtrofos asociados con ese sistema, para su
posterior alineamiento.

Se cre6 una copia de seguridad de las bases de datos usadas para cada uno de los
procesos con la fecha y hora de toma de las secuencias y una base en EXCEL.

6.1.3 Agrupamiento de las secuencias

Las secuencias obtenidas fueron filtradas por anotacion y funcidon especifica en el
fotosistema y se agruparon en carpetas y subcarpetas del siguiente modo: secuencias
del fotosistema I, fotosistema II, ATP sintetasa y las secuencias de 16SARNr para
facilitar el orden en la realizacion del agrupamiento, paralelo de cada unidad y su
posterior analisis filogenético.

6.2 TRATAMIENTO DE DATOS

Los datos de la busqueda, se presentaron con diferentes identificaciones dependientes de la
base de datos de los cuales se extrajeron: Por esto se baso la busqueda en el enfoque de
grupos ortdlogos, lo cual evito el sesgo causado por ambigiiedad de anotacion u obtencion
de paralogos, esto facilito el agrupamiento funcional comun.
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Mediante la algoritmia del software BioEdit se limpio los bloques de secuencias de
duplicados causados por ambigiiedad de anotacidn, tanto para secuencias de nucleotidos
como de aminodacidos.

e Trato de evitarse el uso de secuencias sin anotacion disponible o hipotética ya que
causan perdida de fidelidad de la filogenia y la falta de anotacion haria necesario
enfoques no concernientes a esta fase de la investigacion.

e Se alinearon las secuencias de nucledtidos y aminoacidos en busca de las regiones
conservadas, principalmente las regiones comunes necesarias para conservar la
funcién como preliminar de evaluacion antes de realizar la construccion de los
arboles filogenéticos.

6.3 ALINEAMIENTO MULTIPLE Y ANALISIS FILOGENETICO

Los arboles filogenéticos se construyeron de acuerdo a los siguientes pasos y mediante
algoritmos especificos. Los programas de uso libre BioEdit 7.0.9.0 (Thompson et al,. 1994),
MEGA 4.0 (Tamura et al., 2007) y PHYLIP 3.67 (J. Felsenstein et al., 1989), retinen los
principales algoritmos filogenéticos y son los mas referenciados en la actualidad.

6.3.1 Formato de los datos

Las secuencias de nucledtidos y aminoacidos se extrajeron en formato “.fas”, de la base de
datos KEGG y NCBI, estos formatos fueron tomados y transformados de acuerdo a las
necesidades del algoritmo a utilizar también se obtuvieron datos en formatos: “.ptt” el cual
es una tabla de caracteristicas de proteinas; “.goa” tabla de anotacion de ontologia de genes
y “.gff” tabla de anotacion de genes usados principalmente por la NCBI. Este trabajo se
realiz6 sobre el software que contiene los algoritmos y de acuerdo a las herramientas que
este posee.

Las secuencias de nucleotidos y aminoacido en formato “fasta” del alineamiento multiple
hecho en el programa BioEdit, se transformaron mediante herramientas de edicion de texto
y exportador de formato “.meg” de los programas MEGA 4.0 y PHYLIP 3.67 con formato
“.phy”’, para la construccion de los arboles filogenéticos.

6.3.2 Alineamiento multiple

Se realizdé un alineamiento multiple con las secuencias de ADN y proteinas ortdlogas
mediante el algoritmo ClustalW contenido en el programa BioEdit 7.0.9.0 (Thompson et al,.
1994), utilizando las matrices de distancia Blossum62, PAM40, PAM120, PAM250 con el
fin de evaluar la de mejor ajuste al patron de mutacion entre las secuencias y se efectuo
correccion manual de los alineamientos para proceder en la construccion filogenética.
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6.3.3 Construccion de arboles filogenéticos

Los arboles filogenéticos se construyeron mediante métodos de distancia (Saitou N & Nei
M., 1987) debido a que los genes pertenecientes a los diferentes sistemas del metabolismo
energético, poseen una homologia ortdloga o estan muy estrechamente relacionados,
permitiendo que los métodos de distancia sean muy exactos en sus resultados.

Se construyeron los arboles filogenéticos de los cuales segiin Felsenstein, (1978) “la
construccion de su topologia sera un estimador estadistico”.

6.3.3.1 Construccion de arboles mediante Maxima Probabilidad

Se uso la algoritmia de “DNA Maximum Likelihood (dnaml)” y “Protein Maximum
Likelihood (proml)” contenido en el paquete PHYLIP 3.67, y también la de los paquetes
“segboot™ para realizar un bootstrap de 100 y “consense” para obtener el arbol consenso,
con los parametros por defecto; En todas las inferencias mediante ML se asumio6 el modelo
de cambio de Dayhoff (PAM) (Schwarz & Dayhoff, 1979), reordenamiento al azar en la
adicion de las secuencias ““randomized jumbled™, reordenamiento global, y la opcion de
analisis mas liviana "not rough" del DNAML y PROML debido al consumo en tiempo que
causa un analisis mas exhaustivo, pero sin dejar de lado la fiabilidad del proceso aplicando
los parametros estadisticos propios del algoritmo usado, los arboles se visualizaron en
entorno grafico mediante el programa TREEVIEW (Page R., et al 1996).

6.3.3.2. Construccion de arboles mediante Cercania de Vecinos y UPGMA

Se realiz6 mediante el método ““Neighbor-Joining” y “UPGMA” en el programa MEGA
4.0 (Tamura et al., 2007) con bootstrap de 100 y todas las posiciones conteniendo gaps y
datos perdidos fueron eliminados del conjunto de datos “Complete Deletion option”.

6.3.3.3. Construccion de arboles mediante Maxima Parsimonia

Se utilizo la algoritmia de Maximum Parsimony (MP) (Eck R.V. & Dayhoff M. O., 1966),
contenido en MEGA 4.0 se realizaron 100 replicados completos y cada ronda de busqueda
fue hecha con replicas de adicion al azar de los taxones y con el algoritmo de Intercambio
de Vecinos Cercanos “Close-Neighbor-Interchange” con nivel de busqueda 3.

Finalmente se comprobo la fiabilidad de la topologia segin Dopazo y Valencia (2001),
mediante estrategia de adicion paso a paso (criterios de minimos cuadrados UPGMA,
distancia minima o parsimonia MP) y mediante ‘“‘Bootstrap” estimando el error en
situaciones no estandar, re -muestreando conjuntos de datos varias veces para probar una
distribucion en contra de hipotesis que deben haber sido probadas (Soltis & Soltis, 2003).
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Se selecciono el arbol filogenético consenso que sefialara los diferentes clados del arbol
filogenético (agrupamientos filogenéticos) en similaridad de pardmetros, como tipo de
matriz y se contrasto para el posterior analisis.

La seleccion del arbol final se realizd evaluando la homologia de los arboles para las
diferentes algoritmias que implica cada modelo (ML, NJ, MP y UPGMA) después de la
correccion del mismo.

6.4 AGRUPAMIENTOS Y ANALISIS DE LOS RESULTADOS

El proceso de andlisis de los resultados se dividio en dos fases, debido a que se sumo a la
relacion filogenética de agrupamiento, la comparacion de anotaciones de genomas en
busqueda del grupo de genes comunes a los sistemas de interés.

6.4.1 Bisqueda del minimo niimero de genes comunes

Se tomaron 37 organismos representativos, para lo cual se extrajo del ftp de la NCBI las
tablas “.ptt, .goa .gff y .faa” las cuales contienen anotaciones del genoma completo sobre
los genes presentes, productos, codigos de agrupamiento de ortélogos (COG), cddigos
UIPAC y secuencias fasta de aminoacidos; mediante la aplicacion A3SComp desarrollada
por (Ceter & Caicedo 2008), se realizd la comparacion de los individuos por descripcion,
codigo UIPAC y COG; este analisis sigui6 la estrategia del minimo nimero de genes
comunes de Martin y colaboradores en el 2003 y se complemento con los analisis de
agrupamiento de grupos ortdlogos de cianobacterias (CyOG) de (Mulkijadian et al., 2006)

6.4.2 Construccion de arboles filogenéticos.

Siguiendo la estrategia de utilizar COG’s se extrajeron un total de 748 secuencias de
aminoacidos del fotosistema I, 352 del fotosistema Il y 333 ATP asa en total 1470
secuencias de aminoacidos y el mismo nimero de secuencias de nucledtidos para un
analisis final de 2940 secuencias que se alinearon en su correspondiente grupo ortélogo.

Se trato de usar solo secuencias completas y anotadas de los grupos en orden de minimizar
potenciales artefactos en la reconstruccion filogenética, derivadas por el uso de grupos
distantes y también se evalu6 el efecto de atraccion de grupos distantes y se analizo la
filogenia de las cianobacterias con y sin grupos distantes, no se encontrd alteracion del
taxon cianobacterial.
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Iustracion 8. Diagrama de flujo general del proyecto
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Iustracion 9. Esquema de alinemiento y construccion de arboles filogenéticos
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

Actualmente, la descripcion de las especies y la clasificacion de gran numero de cepas
cianobacteriales se basa solo en morfologia, en este trabajo la clasificacion y filogenia de
las cianobacterias no es congruente, y se evidencia en los resultados de agrupamientos
polifileticos de los diferentes arboles filogenéticos, y aunque este estudio no pretende llevar
a una revision de la clasificacion taxondémica, sino evidenciar mediante organismos
representativos de diferentes ecosistemas el ensamble del aparato fotosintético
cianobacterial, esta incongruencia se refleja en lo diverso del agrupamiento de los nodos de
prochloroccocus y synechoccocus; evidenciado también por el andlisis de diversidad
cianobacterial en aguas temperadas de Pirjo W. en el 2006.

Nota: Los nombres cientificos de los organismos usados en este trabajo se referencian por
su codigo, el cual fue extraido de las bases de datos consultadas (tabla anexa A), y este
mismo codigo es usado en la totalidad del texto.

7.1 GENES COMUNES APLICACION A3SComp

Mediante la aplicacion A3SComp se extrajeron de las tablas de anotacion de proteinas (.ptt)
de la base de datos de NCBI, en total 18714 anotaciones de secuencias de 37 organismos,
1337 fueron secuencias anotadas de modo ambiguo: funcion similar, 314 proteinas
desconocidas, 2465 proteinas definidas por similaridad de secuencias, 1010 con funcion
relacionada y 285 hipotéticas; en total 13429 o 72% fueron anotaciones ambiguas o
referencias de secuencias distintas con el mismo nombre caso de PsbW-Psb28
(Thidholmab, E. et al., 2002) y Psb27-PsbZ (Kashino et al. 2002).

Se seleccionaron las anotaciones de secuencias implicadas en la conformacion de las
unidades del fotosistema II, I, ATP asa y Citocromos implicados en el transporte de
electrones a través del fotosistema Il y I, con el fin de evaluar el posible sistema o unidad
intermedia que pudiera dilucidar un patrén de origen del fotosistema entre los organismos a
evaluar. En este grupo de anotaciones un 18% fueron ambiguas del total 235 secuencias.

Se encontro que, 3 genes (PsbY, PsbZ, and Psb27) de la sudunidad FSII (anexo B. tabla de
genes comunes) y también el gen psbY (Ycf32) referenciado por Mulkidjanian et al. (2006)
y 4 genes (Psal, PsaJ, PsaK, PsaX) de la sudunidad FSI estan perdidos en el genoma de
Gloeobacter violaceus PCC7421 los genes ausentes en Gloebacter han sido referenciados
por (Honda et al., 1999, Nakamura et al., 2003 y Mulkidjanian et al., 2006).

También se observo la ausencia de genes del fotosistema II (PsbQ, PsbV, PsbU) (anexo B.
tabla de genes comunes), ausencias también observadas por Mulkidjanian et al., 2006, en
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los organismos: Prochlorococcus marinus str. NATL1A, Prochlorococcus marinus str.
NATL2A, Prochlorococcus marinus CCMP1986 (ecotipos Marinos Alto-B/A), Clado I y 1II,
excluyendo Prochlorococcus marinus str. MIT 9312 de ecotipo Bajo -B/A, Clado II, genes
que en las otras cianobacterias se encuentran implicados en: PsbV: en la transferencia de
electrones, ligado al complejo de evolucion de oxigeno, PsbQ: Participa en la estabilizacion
del FSII mediante la modulacién del requerimiento de Ca’, PsbU: cuya funcién es
estabilizar el FSII modulando el requerimiento de C1"(Mullineaux W., et al., 2007);

Tampoco se presento PsbN (con funciéon especifica no determinada) en dos
Prochlorococcus marinus str. NATL1A y NATL2A ausencia referenciada para el segundo
organismo por Mulkidjanian et al., 2006.

El gen Pet] no fue hallado en el agrupamiento de genes ortélogos de Mulkidjanian et al.,
2006, Prochlorococcus marinus CCMP1986, mientras la aplicacion A3SComp encontro
anotacion ortdloga referente a este gen en este organismo.

Las implicaciones de ausencia o presencia entre las tablas de Mulkidjanian y las producidas
mediante A3SComp se deben a que la aplicacion utilizada se basa en la presencia de
anotacion para poder obtener resultados, mientras que el autor mencionado se baso en el
método de agrupamiento de ortdlogos (Tatusov et al 2000) y la herramienta BLAST con la
cual agrupo mediante rangos de probabilidad sus genes homoélogos no representados en
algunos organismos, produciéndose asi un posible sesgo por los parametros utilizados por
el método de Tatusov que pudieron ser muy estrictos o laxos incluyendo o eliminando
algunos genes representativos; por otro lado la utilizacién del valor BLAST usado para
evaluar cual rango era el equivalente a ortologia implica lo anterior y ya ha sido expuesto
por Martin y colaboradores en el 2003; para evitar sesgos se complemento lo obtenido en la
tabla A3SComp mediante los datos de andlisis realizados por Mulkidjanian y Martin.

7.2 ALINEAMIENTOS

Las secuencias de ARNr 16S y de los genes implicados en los sistemas FSII, FSI, ATP asa
y citocromos, fueron alineadas probando las matrices de sustitucion. Las matrices que
mejor se ajustaron al patron de cambio fueron las matrices PAM que resulto ser mas
sensible con respecto a los alineamientos debido a la cercania evolutiva intra cianobacterias
la diferencia entre los diferentes indices de PAM se denoto a medida que se incluian grupos
externos y PAM40 se ajusto mejor al menos en el taxdn cianobacterial y la matriz
BLOSUMSG62 fue la mas sensitiva para hacer alineamientos ya que esta es ideal si se esta
tratando de identificar una secuencia de nucleotidos desconocida (Pevsner J. 2003), pero
para realizar la topologia filogenética no fue usada, ya que no representa patrones
evolutivos, debido a que su objetivo es ser mas sensible en hallar patrones entre secuencias
desconocidas y deja de lado los patrones evolutivos mutacionales (Pevsner J. 2003).
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7.3 ARBOLES FILOGENETICOS

3

En este trabajo se siguid el modo de evaluar un ‘‘método’’ para la inferencia de arboles
evolutivos dividido segtin Steel M. et al. (2000) en tres componentes independientes:

e La escogencia del criterio optimo,
e Asuncion acerca del modelo evolutivo,
e Busqueda de la estrategia sobre la topologia (espacio) del arbol.

El criterio de optimo de inicio se obtuvo mediante revision bibliografica por la cual se opto
por usar la matriz PAM (Schwarz R & Dayhoff M., 1979), y para la construccion de los
arboles se obto por los métodos mas usados en la literatura, debido a que, aunque se
referencian filogenias con organismo utilizados en este trabajo la inclusiéon de otros
organismo y genes, hace de este proceso algo experimental; se probaron los métodos de
Maéxima Parsimonia, Maximun Likelihood, Neiborg Joining y UPGMA con el fin de
obtener consenso y se obtuvieron bootstraps similares (exceptuando UPGMA) (Tabla
Anexa Estadisticos de Topologias); al revisar la bibliografia el método mas consistente fue
el de Maxima Parsimonia.

Los resultados expuestos por el método MP se deben al principio explicado por Willi
Hennig sobre el principio de Parsimonia, el cual se basa en el concepto minimalista,
también conocido como ‘‘Ockham’s razor’’, y los estados en los cuales se debe tender por
las explicaciones mas simples (que requieren pocas asunciones) sobre las mas complejas ad
hoc.

En la reconstruccion filogenética, se aplican estos principios en dos formas:

1. MP favorece los arboles que requieren los menores eventos evolutivos (ej.,
Mutaciones), para explicar los datos observados y en este sentido obtener la
descripcion mas “simple” u “optima” de los datos (Steel M. et al., 2000).

2. MP asume minimamente cualquier posible modelo o mecanismo evolutivo (Steel
M. et al., 2000).

El Segundo principio en especial favorece el desarrollo de esta fase del trabajo debido a la
complejidad, abundancia de modelos y al desconocimiento de los pardmetro exactos de
cambio entre el conjunto de secuencias y organismos a utilizar, y se opto por parametros de
aproximacion ya referenciados por otros autores (Xiong et al., 1998, 2000, 2002, Olsen
yWoese 1993, Rocap et al., 2002), este principio fue probado estadisticamente en la “Zona
Farris” por Siddall en 1998, escenario donde dos taxones que tiene una tasa de cambio
rapida se encuentran relacionados, mientras ML probo ser mucho menos eficiente en esta
“zona” mientras el tamafio de las secuencias fuera pequefio, que fue el caso de muchas de
las secuencias analizadas.
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El método ML el cual es citado y usado como el método mas robusto, requiere de
pardmetros de optimizacion suplementarios para su estimacion del arbol (y pruebas
estadisticas entre los diferentes arboles), los cuales son estadisticamente problematicos
(Steel M. et al., 2000), y se ha probado que es afectado por la heterotaquia, situacion en la
cual la tasa de cambio en una posicion dada puede variar a través del tiempo, situaciéon que
sucede ampliamente (Philippe et al 2005). Sumado a lo anterior los parametros no
mostraron ajustarse y ser consecuentes con una topologia consistente con las referencias en
otros articulos (Xiong et al., 1998, 2000, 2002, Olsen yWoese 1993, Rocap et al., 2002),
con bajo soporte de bootstrap en el 90% de las filogenias inferidas mediante este método,
por lo cual se reportan agrupamientos no resueltos o hipotético con bajo soporte estadistico.

En general y con los principios anteriormente expuestos se puede denotar que ha mayor
cantidad de sitios informativos menor variacion en la topologia entre los diferentes métodos
y mayor soporte de bootstrap.

En cuanto al uso de grupos externos, donde no fue posible usar (bacterias purpuras, verdes,
heliobacterias o Eucariotes fotosintéticos) usados por (Olsen yWoese 1993, Rocap et al.,
2002, Xiong et al., 1998, 2000, 2002), se uso la cianobacteria primitiva Gloeobacter
violaceus como raiz, con el fin de entender mejor el patron evolutivo dentro del taxén
cianobacterial siguiendo lo expuesto por Six C., et al., (2007).

7.3.1 Topologia del gen ARNr 16S

El objetivo de recurrir a la subunidad ARNr 16S no es obtener un parametro de ensamblaje
de la fotosintesis en si, sino obtener un esquema filogenético de comparacion cuyos
parametros ya hayan sido ampliamente analizados para la mayoria de los organismos
examinados; segin Xiong et al. (2000) debe ser enfatizado que hay una diferencia
conceptual entre evolucion de la fotosintesis y la de un organismo fotosintético. La primera
envuelve solo un nimero limitado de genes para este proceso bioenergético, y el otro
relaciona todo el genoma, representado por genes estrictamente heredados verticalmente tal
es el caso de los genes de la subunidades ARNTr y esta no refleja la filogenia de los genes
para una ruta metabolica especifica, aunque se observo procesos de transferencia horizontal
evidenciados por la divergencia de la filogenia en los dos sistemas en los nodos mas
profundos.

El arbol filogenético de ARNr 16S fue construido usando como raiz las arqueobacterias
siguiendo las inferencias de Olsen yWoese 1993, la topologia mostro en consenso a las
bacterias verdes no sulfurosas como los organismos fotosintéticos mas ancestrales
coincidiendo con lo expuesto por Olsen yWoese 1993 y a las bacterias verdes no sulfurosas
como grupos cercanos, las bacterias purpuras y verdes se agrupan juntas para convertirse en
grupo hermano de las heliobacterias y sucesivamente emergen las cianobacterias
ubicandose cyb (Synechococcus- Ecotipo de aguas continentales termales) en el analisis
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hecho por Woese en 1987, el tnico organismo cyanobacterial utilizado cercano a las
heliobacterias es la cianobacteria Synechocystis 6803 (Synechococcus - Ecotipo de aguas
continentales) y Gloeobacter violaceus PCC7421 (Gloeobacteral- Ecotipo de aguas
continentales) como los nodos mas basales; y como ya se ha expuesto es evidente el nexo
entre cianobacterias que tentativamente serian los Prochlorococcus los mas cercanos a las
plantas, aunque la topologia de los arboles no permitié definir un organismo de transicion
ya que: el poder de resolucion del gen ARNr 16S aunque es, en o por encima de los niveles
de especie (Fox et al., 1992) la Transferencia Horizontal de Genes y las multiples copias
heterogéneas de ARNr son factores importantes en la determinacion erronea de un nodo.

Dentro del grupo de las cianobacterias es conocido que Synechococcus y Prochlorococcus
son polifileticos (Rocap et al., 2002), (grupo que no incluye al antepasado comun mas
reciente de todos sus miembros; estd constituido por la union artificial de ramas dispersas
del arbol y se justifica por errores de clasificacion), pero sus ecotipos se encuentran bien
definidos dentro de la radiacion de las cianobacterias como lo denotan Prochlorales los
cuales son todos marinos mientras en los Chroococcales se encuentran: Cyanobacteria
bacterium Yellowstone B-Prime (aguas continentales termales), Synechococcus CC9605,
Synechococcus CC9902, Synechococcus CC9311 (marinos), Synechococcus sp. WH8102
(marino de océano abierto), Synechocystis sp. PCC6803 y Synechococcus elongatus
PCC6301, Synechococcus PCC7942 (aguas continentales).

Los Prochlorales muestran agrupamiento definido y vinculado a su ecotipo en el siguiente
orden: Prochlorococcus marinus SS120 pma (oligotrofico marino/Alto -b/a, clado II),
Prochlorococcus marinus NATL2A pmn (marinos/Alto -B/A, clado 1), Prochlorococcus
marinus AS9601 pmb (marino/Bajo -b/a, clado II), Prochlorococcus marinus MED4 pmm
(marino oceanico/ Bajo-b/a, clado I), Prochlorococcus marinus MIT 9515 pmc (marino
oceanico/ Bajo-b/a, clado 1), esto ya ha sido expuesto por Rocap et al., (2003) mediante
analisis de ARNTr 16S.

Los otros grupos estan representados por Gloeobacter (Gloeobacter violaceus PCC7421)
de agua continental el cual es el mas temprano en divergir de las cianobacterias confirmado
por los analisis de ARNr 16S de Nelissen et al. (1995) y junto con la Cyanobacterium
Yellowstone B-Prime (Synechococcus) lo cual concuerda con lo expuesto por Honda et al.,
(1999), los cuales realizaron un analisis de linajes cianobacteriales mediante secuencias del
gen ARNr 16S.

Esta filogenia muestra claramente la transicion entre organismo anoxigénicos y oxigénicos
soportada con un soporte estadistico ¢ bootstrap promedio de 78,1.

Xiong y colaboradores exponen mediante construccion de arboles filogenéticos de un grupo
de genes implicados en la biosintesis de pigmentos fotosintéticos (BchL/ChIL y
BChH/ChIH), que si hay una transicion clara de organismos anoxigénicos a oxigénicos
situando a las bacterias purpuras como el organismo ancestral de la fotosintesis, luego las
heliobacterias y posteriormente las cianobacterias (Synechocystis 6803 “la cianobacteria
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mas basal de este grupo”, Synechoccocus 7942, Anabaena variabilis) ligadas a los
Eucariotes.

Ya que el andlisis filogenético de Mulkidjanian et al. (2006), se baso directamente en el
contenido de genes implicados en la fotosintesis y basado en agrupamiento de genes
ortdlogos comunes a todo el grupo fotosintético (bacterias purpuras, verdes, cianobacterias
y plantas), este no expone una hipotesis paralelizable directamente a lo expuesto en el arbol
de ARNr 168, en el cual se procede de organismo anoxigénicos a oxigénicos con el orden
ya mencionado arriba; Mulkidjanian expone un origen incierto en el cual no se evidencia la
transicion ya expuesta y opta por un organismo anoxigénico intermedio entre las
cianobacterias y los organismos anoxigénicos y explica la presencia de genes comunes por
Transferencia Lateral de Genes.

7.3.2 Topologia de los genes del fotosistema I1.

7.3.2.1 Gen psbA

El gen psbA codifica para la proteina D1 que junto con la proteina D2 forman el
heterodimero que une los cofactores envueltos en la separacion primaria de cargas y
subsecuente transferencia de electrones dentro del FSII.

Para producir esta topologia se uso como grupos externos genes ortdlogos de las bacterias
purpuras y verdes siguiendo lo encontrado por Woese en 1987, ubicandose estas como el
organismo oxigénico ancestral en la topologia del arbol ML mas no asi en MP y NJ, los
cuales muestran a las bacterias verdes como el organismo ancestral y en general la
topologia sigue el patron de organismos fotosintéticos anoxigénico hacia oxigénicos.

El grupo de cianobacterias Nostocales se ubica como el nodo mas basal, del cual divergen
los otros grupos de cianobacterias, en el cual Prochlorococcus se encuentra bien definido,
junto al grupo hermano de Synechococcus (marinos), conformado en orden de divergencia
por: cya, cyb, syn, tel gvi y ter repitiéndose el mismo agrupamiento ocurrido en la topologia
del gen ARNr 168S.

Los Prochlorales muestran agrupamiento por ecotipo: Prochlorococcus marinus SS120 pma
(oligotrofico marino/Alto -B/A, clado II), Prochlorococcus marinus NATL2A pmn
(marinos/Alto -B/A, clado I), Prochlorococcus marinus AS9601 pmb (marino/Bajo -B/A,
clado II), Prochlorococcus marinus MED4 pmm (marino oceanico/ Bajo-B/A, clado 1),
Prochlorococcus marinus MIT 9515 pmc (marino oceanico/ Bajo-B/A, clado
I),Prochlorococcus marinus MIT 9313 pmt (marino/Alto -B/A, clado 1V), Prochlorococcus
marinus MIT 9303 pmf (marino/Alto -B/A, clado IV), Prochlorococcus marinus NATL1A
pme (marino/Alto -B/A, clado I), Prochlorococcus marinus MIT9312 pmi (marino/Bajo -
B/A, clado II),
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7.3.2.2 Gen psbB

La topologia de este gen no poseia un ortélogo de bacterias purpuras y verdes no sulfurosas
y se procedid a utilizar el Gloebacter (Gloeobacter violaceus PCC7421) siguiendo lo
realizado por (Honda et al., 1999), como nodo ancestral de las cianobacterias y grupo
externo las plantas.

El grupo mas basal Gloebacter (Gloeobacter violaceus PCC7421), se agrupa con los
Synechococcus cya y cyb del cual divergen las otras cianobacterias y posteriormente las
plantas esto soportado por un bajo bootstrap. La radiacion interna de las cianobacterias,
muestra un clado bien definido de Prochloroccoccus, mientras los Synechoccoccus
mostraron ser polifileticos distribuyéndose mas por sus homologias de ecotipo que por un
ancestro comun, agrupandose con Nostocales y Gloebacterales mostrando amplia
divergencia entre si.

Xiong y colaboradores en el 1998 realizaron un analisis de este gen, usando como grupo
externo los genes homoélogos PshA de Heliobacilus mobilis (heliobacteria) y pscA de
Clorobium limicola (Bacteria Verde no sulfurosa); Heliobacilus mobilis se ubico como el
organismo mas divergente, de aqui concluye Xiong y colaboradores en 1998, que el
organismo ancestral de la fotosintesis es un organismo anoxigénico una (Heliobacteria).
Con respecto a la radiacion de las cianobacterias no se podria hacer un paralelo ya que solo
fueron usados organismos cianobacteriales representativos: Synechococcus (Synechococcus
7002 y 7942, Synechocystis 6803), Nostocales (Anabaena variabilis).

Esta conclusion usando estos genes homologos como grupo externo podria ser efecto de un
proceso que solo representa divergencia mas no ancestralidad segun Mulkidjanian y
colaboradores 2006.

7.3.2.3 Gen psbC

Este gen presento una topologia sin consenso en ninguna de las algoritmias utilizadas ML,
MP, y NJ; lo tinico en comun y soportado por un bajo bootstrap fue el agrupamiento
definido entre los Prochloroccocus (marinos), y los Synechoccocus mostraron un
agrupamiento polifiletico concentrando ecotipos marinos, mientras que los de aguas
continentales se agruparon junto con los Nostocales y Oscillatoriales.

El grupo gvi, cya y cyb se muestra agrupado a las plantas y las otras cianobacterias con
bajo soporte del bootstrap. Se evidencia una gran divergencia de los Gloeobacter (gvi) y los
Synechococcus (cya y cyb).

Estudios realizados por La Roche y colaboradores en 1996, sobre clorofila a y b en los

prochlorofitos y las plantas verdes, demonstraron que las Proteinas de union de Chl a/b,
psbC (CP43) y psbB (CP47), no relacionan a los prochlorales como ancestros mas cercanos
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de las plantas verdes, y que sus sistemas de cosecha de luz han evolucionado
independientemente. Lo cual soporta lo expuesto por este trabajo para esta secuencia en
especifico.

7.3.2.4 Gen psbD

Esta topologia posee como grupo externo a una bacteria purpura (rpa) y una bacteria verde
no sulfurosa (cau), las cuales forman un grupo del cual divergen las cianobacterias.

La radiacion de las cianobacterias, muestra el clado bien definido de Prochlorococcus y la
dispersion de de Synechococcus, manteniéndose agrupados (sye, w, d, g), El resto del clado
no mostro consenso, el agrupamiento particular y el cual se ha mantenido en los anteriores
genes fue el de (cya, cyb, tel) del cual divergen cianobacterias y plantas.

La unién entre Gloeobacter y el resto de las cianobacterias no lo muestra como organismo
basal o mas divergente, ubicandose este entre el grupo hermano de Synechoccocus y
Prochloroccocus y el grupo de Synechoccocus (cya, cyb y tel) del cual posteriormente
divergen las plantas.

7.3.2.4 Gen psbE

El consenso de estos arboles muestra al Gloeobacter (gvi) como la cianobacteria mas basal
de la cual divergen, el grupo hermano de Prochloroccocus bien definido y el grupo de
Synechoccocus (sye, w, g, d) y el agrupamiento de Synechoccocus (cya, cyb), (syf, ¢) y
syn, junto a los Nostocales (ana y ava) del cual divergen las plantas.

7.3.2.5 Gen psbF

Esta topologia mostro poca resolucion debido a pocas posiciones informativas 38 en total y
esto indujo a que no hubiera consenso en las 3 algoritmias ML, MP y NJ. La falta de
consenso, no indico algun agrupamiento resefiable, con bajos bootstrap soportando las
uniones entre los clados mas divergentes.

El agrupamiento mas basal fue el de los Synechoccocus (cya, cyb, tel) y Gloeobacterales
(gvi) del cual divergen las otras cianobacterias en arbol ML con un bajo bootstrap.

7.3.2.6 Gen psbH

Debido a las pocas posiciones informativa, la topologia de este gen no mostro consenso
entre los nodos mas divergentes, mientras los Prochloroccocus y los Synechoccocus (syg, e,
w, d), mostraron clados bien definidos y en las tres algoritmias, mas no hay claridad en el
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punto de divergencia entre plantas y cianobacterias indicando con un bajo soporte de
bootstrap.

Synechococcus sigue siendo polifiletico, agrupando cya, cyb, syn, syf, syc, tel y
Oscillatoriales (ter) y como nodo mas basal Nostoc (ana y ava).

7.3.2.7 Gen psbl

Las pocas posiciones informativas (31) de este gen, no permitieron una buena resolucién ni
consenso en las tres algoritmias ML, MP y NJ; Las primeras dos algoritmias coincidieron al
mostrar a los Synechoccocus (syf'y syc), como el agrupamiento mas divergente y del cual
irradian en orden de aparicion el Gloeobacter (gvi), junto al Synechoccocus (tel) y el grupo
conformado por el Syenchoccocus (syn), Nostocales (ana y ava), Los Synechoccocus (cya 'y
cyb) y el Oscillatorial (ter) del cual divergen las plantas.

7.3.2.8 Gen PsblJ

Topologia con bajo soporte del bootstrap, debido a las pocas posiciones informativas en
total (35), el Ginico agrupamiento consenso y con alto bootstrap fue el de los Synechoccocus
(syd, syw, sye, syg), con los Prochloroccocus (pmf, pmt, pma, pme, pmn), y un
agrupamiento no resuelto de los Prochloroccocus (pmi, pmb, pmc, pmm).

7.3.2.10 Gen PsbK

En esta topologia el Gloeobacter (gvi), fuel el organismo basal agrupandose con los
Synechoccocus (cya y cyb), del cual divergen dos ramas conformadas por los
Synechoccocus (syd, syw, sye, syg), y otra los Prochloroccocus, en la otra irradiacion se
hallan Los Synechoccocus (syc, syf, syn, tel) agrupados a los Nostocales (ana, ana) y el
Oscillatorial (ter) del cual divergen las plantas.

7.3.2.11 Gen PsbL

La topologia muestra en MP y NJ el agrupamiento de Gloeobacter (gvi) y los
Synechoccocus (cya, cyb) como los mas divergentes; la irradiacion de las cianobacterias se
da en dos grandes grupos, uno conformado por Prochloroccocus (pmb, pmi, pmc, pmm,
pme, pmn, pma) y Synechoccocus (syf, syc, syn) y el Oscillatorial (ter) y el otro grupo
mayor esta conformado por los Synechoccocus (syd, sye, syw) y los Prochloroccocus (pmf,
pmf) y divergen del Synechoccocus (syg), las plantas en MP y ML divergen del
synechoccocus (tel), con un bajo soporte de bootstrap.
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7.3.2.12 Gen PsbM

La topologia obtenida mediante MP mostro a gvi como el organismo mas basal del cual se
ramifican posteriormente en el correspondiente orden cya, tel con buen soporte de
bootstrap; posteriormente divergen de este nodo dos grupos hermanos: el de plantas y el de
cianobacterias que diverge del Synechoccocus syn y que se conforma del conjunto
monofiletico de Prochlorales subdividido en (pmt, pmf), (pmn, pme) (pmm, pma), y (pmi,
pmc, pmb) y el conjunto polifiletico de Synechoccocus y Nostocales.

7.3.2.13 Gen PsbO

Las diferentes algoritmias utilizadas mostraron en consenso y con buen soporte del
bootstrap tres agrupamientos de cianobacterias “mas no sus ramas mas externas”
conformados en su orden por: grupo hermano de Synechoccocus, cuyo grupo basal estd
conformado por (syf, syc) del cual divergen (syg, sye, syw, syd) y los Prochloroccocales
(pmb, pmi), (pmc, pmm), y pma, del cual divergen (pme, pmn), (pmf, pmt); el siguiente
grupo estd conformado por el conjunto de gvi y cya, cyb, grupo que diverge del
Oscillatorial (ter) conformado por los Syenchoccocus (syn, tel) y de estos divergen los
Nostocales (ana y ava). La uniéon entre plantas y cianobacterias no fue resuelta
presentandose un bajo soporte del bootstrap.

De todos los componentes de la maquinaria de oxidaciéon el unico ubicuo a todos los
organismos fotosintéticos oxigénicos es PsbO (Roose et al., 2006).

7.3.2.14 Gen PsbP

Este gen presento una topologia sin consenso, el Gloeobacter (gvi) se ubico como punto de
divergencia de las plantas con bajo bootstrap y ademas se encuentra la irradiacion de tres
grupos de Prochloroccocus (pma, ¢, m, b, 1), que divergen del grupo (pmt, pmf) hermano de
los Synechoccocus (syg) del cual divergen (syd, w, e). Los nostocales no se agruparon si no
que se presentaron dispersos (ana) agrupado al Oscillatorial (ter), y (ana) como punto de
divergencia unico del otro grupo de cianobacterias conformado por: (ter), (syc, syf) y (cya,
cyb), del cual divergen (gvi) y por tltimo las plantas este ultimo nodo con bajo bootstrap.

7.3.2.15 Gen PsbT

Topologia con pocas posiciones informativas no se encontrd consenso entre los organismo
mas divergentes, se agruparon definidos los Prochloroccocus y los Synechoccocus que
divergen de (syg), el punto de divergencia del Oscillatorial (ter) y el Synechoccocus (syn)
no fue comun, mas syn si fue punto de divergencia de los Synechoccocus (cya, cyb, tel); el
Gloebacter (gvi) se ubico entre la irradiacion del grupo de plantas y las cianobacterias en
las topologias de ML y MP mientras en NJ se agrupo (tel y gvi) y posteriormente se
irradiaron de aqui cianobacterias y plantas con bajo soporte de bootstrap.
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7.3.2.16 Gen PsbU

En esta topologia se conto con un niumero reducido de secuencias (16) y no hubo consenso
de las algoritmias el arbol mas consistente fue el MP en el cual se observo mayor
resolucion, se ubicaron los Nostocales (ana y ava) como los organismo mas basales,
mientras los Synechoccocus se mostraron dispersos en el arbol filogenético agrupandose
con los Oscillatoriales y divergiendo de los Prochloroccocus; El alga roja Cyanidioschyzon
merolae 10D (cme) mostro divergir del grupo de Synechoccocus (cya, cyb) con un buen
soporte del bootstrap.

7.3.2.17 Gen PsbV — Citocromo ¢550

Este gen mostro consenso en las tres algoritmias ML, MP y NI utilizando los organismo
disponibles 15 y se encontraron 136 posiciones informativas el bootstrap fue alto para cada
uno de los nodos, se observo que el Gloebacter (gvi) se ubico como nodo basal del
divergieron en orden los Synechoccocus (tel, cya, cyb) y de este grupo a su vez divergen
dos grupos: el primero conformado por los nostocales (ana, ava) y los Synechoccocus (syc,
syf), y el segundo por los Prochloccocus (pmt, pmf) y los Synechoccocus (syg, syw, sye,
syd) en orden de divergencia.

Este consenso y buena resolucion del arbol filogenético puede implicar en buena medida la
homologia de esta secuencia a otros citocromos tipo “C”’, lo cual la hace la unica proteina
extrinseca con similaridad con proteinas bacterianas anoxigénicas y no fotosintéticas
(Raymond and Blankenship 2004)”, esto es debido a que este gen codifica para una
proteina de funcion importante en el FSII, como lo es estabilizar la estructura del FSII y la
transferencia de electrones en el complejo de oxidacion (Hager et al., 2002), aunque es
particular que cuatro Plochloroccocus no lo posean, segin la busqueda de genes comunes
de este trabajo y la de Mulkidjanian y colaboradores en el 2006.

7.3.2.18 Gen — Psb28 - PsbW

La topologia de este gen no mostro, consenso y en MP los Eucariotes introducidos como
grupos externos sufrieron algin efecto de atraccion de brazo corto o largo debido
posiblemente a tasas muy altas de sustitucion entre estos y algunas cianobacterias este
efecto ha sido evaluado en otros modelos de prueba por Felsenstein en sus escritos sobre
filogenia molecular y por Steel M. y colaboradores en el 2000.

Este gen codifica una proteina soluble de 13 kDa que esta ensamblada directamente en el
supercomplejo dimerico FSII. Esta proteina fue denominada como PsbW, pero PsbW es
ahora reservado para PF07123 (Thidholmab, E. et al., 2002) Psb28 o PsbW se ubica en
pilas, para minimizar el contacto del FSII y el FSI y prevenir un desbordamiento de exceso
de energia luminica (Mullineaux W. et al., 2007).
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7.3.2.19 gen PsbX

La topologia de MP para este gen agrupo a todos los Prochloccocus en la base del arbol y
posteriormente a los Synechoccocus (syd, syg) y (syw, sye) que se agruparon junto a los
nostocales (ana, ava) que divergieron del grupo (syc, syf, syn) del nodo de Plochloroccocus
divergen también el Gloeobacter (gvi) y los Synechoccocus (tel, cya, cyb) y de aqui se
irradian las plantas.

7.3.2.20 Gen psbY

La topologia MP de este gen en particular, no agrupo a los Prochloroccoles como los otros
arboles filogenéticos, mostrando el Prochloroccocus (pmt) como el organismo mas basal
del cual divergen el Synechoccocus (tel), el Oscillatorial (ter) y el agrupamiento del
nostocal (ana) y el Syenchoccocus (syw, syg, syn); el grupo de Synechoccocus (syc, syf) se
encuentra unido a otro grupo conformado por los Prochloccocus (pma, pmi, pmm, pmc,
pmb) el grupo de las plantas y su nexo a las cianobacterias no fue resuelto por la algoritmia.

7.2.3.21 Gen PsbZ

Este patron filogenético, mostro a los prochloccocus como nodo basal del cual divergieron
el grupo de synechoccocus (syc, syf) (syg, sye, syw, syd) y posteriormente el oscillatorial
(ter), los nostocales (ana, ava) de este grupo los Synechoccocus (tel, syn)

7.3.2.22 Psb27

Esta proteina de 11 kDa fue primero denominada PsbZ; sin embargo, de acuerdo a la nueva
nomenclatura fue cambiada a Psb27 (Kashino et al. 2002). Una proteina distinta mas
pequetia es ahora referenciada como PsbZ (Inoue-Kashino et al. 2005).

Este arbol ubico a los synechoccocus syd, sye, syw junto con el grupo conformado por syg
del cual divergen los prochloccocales (pmt, pmf) como los organismo mas basales y de este
grupo divergieron los prochloccocales (pma, pmn, pme), (pmc, pmi, pmb), grupo del cual
irradiaron dos grupos uno conformado por synechoccocus (syn, syc, syf, tel) y de este los
nostocales (ana, ava) y el otro grupo indicando a los synechoccocus (cya, cyb) como el
nexo entre cianobacterias y plantas esto ultimo con bajo soporte de bootstrap.

7.3.2.23 Gen Psb28-2
Este gen se presento anotado para 6 organismos representativos de las cianobacterias, esta

filogenia indico el Gloeobacter como el organismo mas basal del cual divergieron los
synechoccocus (syf, syc) y (syn) del cual divergieron los nostocales (ava y ana).
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7.3.3 Topologia de los genes del fotosistema I.

7.3.3.1 Gen psaA

Este gen posee ortdlogos (pshA) en las heliobacterias y bacterias verdes sulfurosas que
fueron utilizados como grupo externo, y su topologia marca una transicion de fotosintesis
anoxigénica a oxigénica, similar a lo ocurrido en la filogenia del FSII, en esta filogenia se
agruparon como basales las heliobacterias como grupo hermano de las bacterias verdes
sulfurosas, grupo del cual divergen tres conjuntos de de cianobacterias: uno conformado
por los prochloroccocales (pmn, pme), (pma, pmt, pmf), (pmc, pmi, pmb, pmm), otro
conjunto conformado por los synechoccocus (syg, syw, sye) y un tercero conformado por
(syc, syf), un agrupamiento del syenchoccocus (tel), el gloeobacter (gvi) del cual divergen
los synechoccocus (cya, cyb) y otro conformado por los nostocales y las plantas este ultimo
nodo con bajo soporte del bootstrap.

7.3.3.2 Gen PsaB

Este arbol filogenético presento un efecto de atraccion del Eucariote fotosintético (eta)
hacia el grupo basal de las bacterias verdes sulfurosas, y las heliobacterias, pero el
agrupamiento ciuanobacterial mostro consenso en las tres algoritmias mostrando dos
grupos hermanos conformados el primero por: los synechoccocus (syf, syc) de los cuales
divergen (syg, sye, syd, syw), y los prochloccocales (pmt, pmf) de los cuales irradian (pma
(pmn, pme) y (pmm, pmc), (pmi, pmb). El segundo grupo de cianobacterias estad
conformado por los nostocales (ana, ava), el synechoccocus (tel), el oscillatorial (ter) y el
synechoccocus syn del cual divergen el gloeobacter (gvi) y los synechoccocus (cya, cyb)
estos ultimos clado no fueron soportados por un buen valor bootstrap.

7.3.3.3 Gen PsaC

Este arbol no presento buena resolucion y se obtuvieron bajos valores de bootstrap para los
nodos mas divergentes, mientras los nodos internos que representan la filogenia intra
cianobacteras fueron bien soportados.

7.3.3.4 Gen psaD

Ese gen codifica como se menciono anteriormente la unidad del nucleo del centro de
reaccion del FSI junto con psaA, En esta filogenia los organismos basales fueron los
Prochloccocales (pmi, pmb) de los cuales divergen (pmm, pme, pmn, pme) y (pma) del cual
divergen los synechoccocus (syw, syg), (syd, sye); el otro grupo divergente del anterior esta
conformado por (pmt, pmf), del cual se irradian los synechoccocus (syc, syf) el otro grupo
hermano estd conformado por el syenchoccocus (syn) y el oscillatorial (ter) y el
agrupamiento de los nostocales (ana, ava), de los cuales divergen los synechoccocus (tel,
(cya, cyb) y agrupamiento no soportado por bootstrap de el gloeobacter (gvi) y las plantas.
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7.3.3.5 Gen psaE

Esta filogenia mostro a los synechoccocus (sye, syn), como los organismo mas basales, de
los cuales irradiaron dos grupos mayores de cianobacterias el primero agrupando los
synechoccocus (syg, (syd, syw)) junto a los prochloccocales (pmf, pmt) de los cuales
divergen (pma, pmm, pmb, pmi); el otro conjunto estd formado por el grupo del
gloeobacter (gvi), del cual divergen los synechoccocus (cya, cyb), el grupo de
syenchoccocus (syf, syc)de los cudles divergen el oscillatorial (ter), los nostocales (ana,
ava), y un agrupamiento no soportado por bootstrap entre las plantas y el syenchoccocus
(tel).

7.3.3.6 Gen psaF

La topologia del arbol filogenético de este gen mostro dos agrupamientos mayores uno
conformado por los prochloroccocales (pmm, pme, pmb, pmi, pma, pmn, pme,pmt, pmf)
unidos al grupo conformado por el synechoccocus (syn) del cual divergen (sye, syw, syd).
El otro agrupamiento esta compuesto por los synechoccocus (syc, syf), del cual divergen el
grupo conformado por el gloeobacter (gvi) y los syenchoccocus (cya, cyb) grupo unido a
las plantas y el otro conformado por el syenchoccocus (tel) del cual divergen el oscillatorial
(ter), el synechoccocus (syn), y los nostocales (ana, ava) los nodos externos a estos dos
ultimos agrupamientos presentaron bajos bootstraps.

7.3.3.7 Gen Psal

Este arbol filogenéticos presento el oscillatorial (ter) como el organismo cianobacterial mas
basal del cual divergen los synechoccocus (tel, syn, (cya, cyb)), el nostocal (ana) se
presento unido a este grupo del cual divergen los synechoccocus (syc, syf) el otro grupo
que se une a este nodo anterior es conformado por las cianobacterias prochloroccocales
(pme, pmn), del cual divergen (pmb, pmm), (pmf, pmt) (pmi, pma) y las plantas los nodos
de unién entre plantas y cianobacterias, ni la union del oscillatorial, fueron soportados por
bajos bootstrap.

7.3.3.8 Gen psal

El conjunto de prochlorales se ubico como basal uniéndose al grupo de synechoccocus (syc,
syf) (tel) unido al oscillatorial (ter) y el grupo de nostocales (ana, ava) y el synechoccocus
(syn); de este agrupamiento divergieron los syenchoccocus (syw, syg) y (syd, sye) y por
ultimo se agruparon los synechoccocus (cya, cyb) a las plantas.

7.3.3.9 Gen PsaK
Este arbol presento el agrupamiento de prochlorales como nodo basal, del cual divergieron

en orden los synechoccocus (sye, syw, syd) y (syn, syc) de este grupo a su vez irradian los
synechoccocus (syg, syf, tel) y el oscillatorial (ter); los nostocales (ana y ava) se ubicaron
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dispersos unidos a los synechoccocus (cya, cyb) y a las plantas con bajo soporte del
bootstrap.

7.3.3.10 Gen psalL

Esta topologia al contrario de las anteriores muestra el oscillatorial (ter) como el organismo
basal del cual divergen los synechoccocus (tel, syn, (cya, cyb)), el gloeobacter (gvi) y los
nostocales (ana, ava) (esta union no fue soportada por bootstrap) en su orden de aparicion;
por otro lado se agruparon los synechoccocus (syf, syc) grupo del cual divergen como
hermanos los synechoccocus (syg, sye, syw, syd), y los prochlorales (pmf, pmt), (pma,
pme, pmn, (pmc, pmb, pmi)) la unié de las cianobacterias al grupo externo (plantas) fue
soportada por bootstrap.

7.3.3.12 Gen PsaM

Esta topologia conto con solo 12 organismos cianobacteriales representativos y 29
posiciones informativas; el organismo tomado como ancestral fue el gloeobacter (gvi), el
arbol no presento buena resolucion y solo fueron resueltos los agrupamientos entre los
prochlorales.

Discusion Final de la topologia del FSI

Se ha sugerido que la evolucion del FSI fue iniciada hace 3.5 billones de afos atrés
mediante la formacién de un centro de reacciéon homodimérico que luego evoluciono a uno
heterodimérico via duplicacion de genes, el cual vendria a ser un precursor para el FSII
(Nelson et al., 2004; Ben-Shem et al., 2004).

Las diferencias en la busqueda de genes comunes (tabla anexa B) y la topologia
filogenética, manifiestan que la estructura del complejo FSI en cianobacterias y otros
fototrofos deberian reflejar el habitat en el que estas especies se han desarrollado. El
ancestro comun del FSI en cianobacterias fue monomerico con desarrollo total del niticleo
sin necesidad de las unidades psaM, PsaX (lo cual implicaria proceso de adicion de
bloques genéticos externos), u otra unidad especifica a las plantas, y sin acompafiamiento
de complejos periféricos.

Un FSI trimerico es como una nueva invencioén de las cianobacterias para adaptarse a las
bajas intensidades de luz en un tiempo donde habria competencia con las plantas y las algas
por la luz (Nelson et al., 2004; Chitnis, P. R. 2001). El aparato de cosecha de luz de las
bacterias purpuras fue sugerido como el ancestro de la mayoria de los sistemas
fotosintéticos (Xiong et al., 1998), pero la evidencia no es conclusiva (Mulkidjanian et al.,
2006).

53



Debido a que el FSI es un potencial creador de especies reactivas de oxigeno, este podria
infringir dafio a su alrededor. El dafo por altas radiaciones de luz del FSII normalmente
ocurre a través de formacion endogena de oxigeno libre (Vass et al., 1992).

7.3.4 Topologia de los genes del complejo ATP sintetasa

7.3.4.1 Gen Atp Alpha

Este gen posee ortdlogos en todos los taxones fotosintéticos, bacterias verdes sulfurosas y
no sulfurosas, bacterias purpuras, heliobacterias, cianobacterias y plantas. Este arbol
muestra una transicion de organismo anoxigénicos a oxigénicos, donde el organismo
cianobacterial gloeobacter (gvi), es el punto de transicidon entre los organismo anoxigénicos
y las cianobacterias del gloeobacter irradian en orden los synechoccocus (cya, cyb) y
agrupamiento de synechoccocus (syc, syf) del cual divergen (syg, sye, syw, syd) y los
prochlorales iniciado por (pmt, pmf) del cual divergen (pmn, pme) luego (pma, pmb, pmi,
pmc); el grupo hermano es un conjunto del synechoccocus (syn) y los nostocales (ana, ava)
y el oscillatorial (ter), por otro lado estd el grupo de las plantas que se agrupo al
synechoccocus (tel) con bajo bootstrap.

7.3.4.2 Gen Atp Beta

A este arbol se le pudo colocar como grupo ancestral las archeas (Methanosarcina barkeri
fusaro y Methanosarcina acetivorans C2A), por lo cual es uno de los arboles con mejor
panorama de transicion de la fotosintesis incluyendo la ubicacion del organismo
fotosintético ancestral para este gen especifico. Las bacterias verdes no sulfurosas se
ubicaron como los organismos mas cercanos a las archeas y de estas irradian las bacterias
verdes no sulfurosas que se agruparon con las heliobacterias y de este grupo divergen las
bacterias purpuras y posteriormente se da la transicion de fotosintesis anoxigénica a
oxigénica cianobacterial a través del gloeobacter (gvi) (con buen soporte del bootstrap)
agrupandose a los synechoccocus (cya, cyb) de los cuales divergen dos ramas hermanas:
una representada por los syechoccocus (syn, tel) de los cuales divergen los nostocales (ana,
ava) y la otra agrupa los synechoccocus (syf, syc), de los cuales divergen a su vez, un grupo
de synechoccocus (syg, sye, syw, syd) y otro de prochlorales (pmb, pmi), (pmc, pmm)
(pme, pmn), (pma, pmf, pmt), este arbol fue bien soportado por los valores de bootstrap
para la uniéon de los nodos mas externos, pero aun los nodos mas internos que mostraron
bajos bootstraps mostraron consenso en las tres algoritmias exceptuando la atraccion del
nodo de las plantas en el arbol ML.

7.3.4.3 Gen Atp Delta

Este arbol mostro como los organismo ancestrales a las heliobacteria que formaron un
grupo hermano con las bacterias purpuras y observo a las bacterias verdes sulfurosas y no
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sulfurosas como grupo hermanos unido al anterior, como en la anterior topologia el
organismo de transicidon entre anoxigénico y oxigénicos cianobacteriales fue el gloeobacter
(gvi) con buen soporte del bootstrap de este divergen dos ramas hermanas una conformada
por las cianobacterias y otra por las plantas. La rama de las cianobacterias en este caso no
mostro agrupados a los prochlorales aparte de los synechoccocus sino que se organizaron
de modo tal que los prochlorales (pmf, pmt), divergieron del synechoccocus (syg), mientras
que los synechoccocus (syd, syw, sye), formaron un grupo hermano con los prochlorales

(pme, pmn, pma) y (pmb, pmi), (pmc, pmm).

7.3.4.4 Gen Atp Epsilon

Este arbol muestra a las bacterias purpuras agrupada a las verdes sulfurosas y estas a su vez
unidas al grupo de heliobacterias y bacterias verdes no sulfurosas como los organismo
basales, s¢ mantiene ¢l gloeobacter (gvi), como el organismo de transicion con una
repeticion del 77% y de este divergen con un bajo bootstrap, pero con consenso en las tres
topologias de algoritmias ML, MP y NJ tres grupos de organismo: el primero conformado
por una rama de synechoccocus (syf, syc), (cya, cyb) y otra rama con el synechoccocus
(syn, tel), el oscillatorial (ter) y los nostocales (ana, ava). El segundo conjunto esta
conformado por la rama de prochlorales (pmi, pmb, pmm, pmc), la rama de synechoccocus
(syg, sye, syw, syd) y los prochlorales (pmf, pmt), (pma, pme, pmn), la transicion entre
cianobacterias y plantas mostro un bajo bootstrap.

7.3.4.5Gen Atp E

Este arbol presento muy baja resolucion, y bajos soporte de bootstrap, pero la transiciéon
entre organismo anoxigénicos y oxigénicos presento un 69% de bootstrap para el nodo del
cual divergen 4 grupos mayores: uno conformado por los prochlorales (pmi, pmc, pmb,
pmm), (pmt, pmf), (pmn, pma, pme); el otro grupo esta conformado por los synechoccocus
(syg) del cual divergen (syd, sye, syw), el gloeobacter (gvi) en esta topologia no fue basal y
tampoco se agrupo a los synechoccocus (cya, cyb) y no se podria asegurar alguna hipotesis
a partir de lo anterior debido a que no posee soporte del bootstrap.

7.3.4.6 Gen Atp F

En esta topologia, las heliobacterias anoxigénicas son los organismo mas cercanos a los
organismo anoxigénicos, de estas divergen tres agrupamientos mayores uno conformado
por los prochlorales (pmt) del cual divergen (pma, pmn, pme) y (pmm, pmc, pmi, pmb), a
este se une el segundo grupo hermano de synechoccocus con bajo bootstrap y representado
por (syg, syw, sye, syd); por ultimo esta el gloeobacter (gvi) del cual divergen dos grupos el
primero de synechoccocus (cya, cyb), (syf, syc) y el segundo de nostocales (ana, ava) del
cual divergen el synechoccocus (tel y syn), el oscillatorial (ter).
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7.3.4.7 Gen Atp Gamma

Esta topologia muestra con bootstrap de 100, la transicién de organismos anoxigénicos a
oxigénicos y como punto de transicion la cianobacteria gloeobacteral (gvi), de la cual
divergen dos grupos de los cuales el unico soportado por bootstrap fue el de los
prochlorales y los synechoccocus (syg) del cual divergen (sye, syw, syd)

7.3.4.5 Gen Atp B

Topologia similar a la mostrada por el gen Atp gamma en este caso el taxon anoxigénico
mas cercano a las cianobacterias, fueron las bacterias verdes sulfurosas, y el organismo de
transicion fue el gloeobacter (gvi) del cual divergieron los synechoccocus (cya, cyb) y
posteriormente irradian cianobacterias y plantas.

Las cianobacterias mostraron un agrupamiento definido entre los prochlorales que
divergieron de los synechoccocus (syc, syf), lo mismo que (syg, sye, syw, syd).

7.3.4.5 Gen Atp I

La topologia de este gen se realizd con aproximadamente 60% de anotaciones hipotéticas
indicadas con asterisco en el arbol filogenético, presento un bajo bootstrap para los nodos
mas externos y solo se podria rescatar que se mantiene el “patron” de transicion de
organismo anoxigénicos ancestrales a oxigénicos, no se mostro un organismo de transicion
si que se originan dos ramas una conformada por plantas y otra por cianobacterias.

7.3.5 Topologia de los genes del complejo Citocromo
7.3.5.1 Gen PetA

Esta topologia muestra a los prochlorales (pmm, pmc), (pmi, pmb), (pma, pmt, pmf),
synechoccocus (syg), del cual divergen (syw, syd, sye), mientras (syc y syf), del cual
divergen los nostocales (ana, ava), y los synechoccocus (tel, syp, syn) y (cya, cyb) que
divergen del gloeobacter (gvi); los nodos fueron soportados por bootstrap altos.

7.3.5.1 Gen PetB

Esta topologia presento bajo soporte de bootstrap, para los nodos mas externos, mientras
los agrupamientos de los prochlorales y los syenchoccocus que mantuvieron similar
posicion a la topologia del gen PetA mostraron altos bootstrap. La atraccion de los
Eucariotes hacia las cianobacterias, causo que el agrupamiento de los synechoccocus (tel,
syn), el oscillatorial (ter), el gloeobacter (gvi) y los synechoccocus (cya, cyb) no fueran
resueltos ni soportados por bootstrap.
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7.3.5.2 Gen PetC

Este arbol filogenético conto con un ortélogo anotado para las bacterias verdes sulfurosas y
permitié evidenciar la presencia del nostocal (ana) como el organismo ancestral de las
cianobacterias del cual divergen el gloeobacter (gvi) y los synechoccocus (cya, cyb) grupo
del cual irradian, los synechoccocus (tel, syn) divergen a su vez un grupo de synechoccocus
(syf, syc) y el nostocal (ana), y tres grupos mas: el primero conformado por los
synechoccocus (syg, syd), (sye, syw), el segundo por los prochlorales (pmt, pmf), el tercero
conformado por (pma), del cual divergen (pmb, pmi), (pmc, pmm) la uniéon entre los
synechoccocus presento bootstraps bajos.

7.3.5.3 Gen PetD

En esta filogenia el gloeobacter se mostro claramente como el organismo ancestral con un
bootstrap de 51%, del cual divergieron dos ramas: una conformada por las cianobacterias
que divergen del oscillatorial (ter) en el siguiente orden: los nostocales (ana, ava) el
synechoccocus (tel), (cyb, cya, syn), (syg, syw, syd, sye) y se conserva el agrupamiento
definido de los prochlorales (pmf, pmt), (pma) del cual divergen (pme, pmn,) y (pmb, pmi,
pmc, pmm).

7.3.5.1 Gen PetG

Este arbol filogenético mostro bajo bootstrap y los diferentes taxones cianobacteriales se
ubicaron dispersos exceptuando el agrupamiento de los prochlorales, el gloeobacter se
ubico en la mitad de la irradiacion sin soporte de bootstrap.

7.3.5.1 Gen PetN

No se pueden crear hipétesis sobre la filogenia de este arbol debido su bajo bootstrap y

poca resolucidon, no se presento consenso en ninguna de las algoritmias que fuese
rescatable.

7.3.6 Topologia de los genes del trasporte de electrones

7.3.6.1 Gen PetE (plastocianina)
Esta topologia ubico como basales a un grupo de cianobacterias conformado por los

nostocales (ana, ava), agrupados a los synechoccocus (cya, cyb) y el gloeobacter (gvi)
unido al oscillatorial (ter), de este grupo irradian dos ramas: una conformada por los
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synechoccocus (syn) del cual divergen (syf, syc) y luego un grupo de prochlorales (pme,
pmn, pmf, pmt) de los cuales divergen los synechoccocus (sye, syd, syw) y un grupo de
prochlorales: (pma) del cual divergen (pmb, pmi) y (pmc, pmm).

7.3.6.2 Gen PetF (ferredoxina)

Esta topologia presento un efecto de atraccion de los nodos conformados por las plantas
(olu, ath), la ubicacién de Oriza sativa no fue resuelta y los nodos no fueron soportados por
bootstraps altos, los prochlorales se agruparon juntos, presentandose entre estos el
synechoccocus (syd) y el gloeobacter (gvi) divergio de el synechoccocus (cya) y se agrupo
junto a los syenchoccocus (syn), el nostocal (ana) y el oscillatorial (ter).

7.3.6.3 Gen PetH (ferredoxin reductasa)

Este arbol filogenético mostro a los prochlorales en la base del arbol junto con los
synechoccocus (syg) del cual divergieron (syw, syd, sye); de este agrupamiento irradiaron
los prochlorales (pmt, pmf) y posteriormente (syn) de este se originan dos ramas. La
primera agrupa el synechoccocus (tel) y (syc, syf), que divergen de este junto a los
nostocales (ana, ava); la segunda agrupa los synechoccocus (cya, cyb) y el gloeobacter
(gvi) y las plantas este rabol fue soportado en general por buenos valores de bootstrap.

7.3.6.4 Gen Pet]

Esta topologia presento bajos bootstrap, y los synechoccocus se ubicaron como organismo
basales, su unién a otros nodos no mostro buena resolucidn ni concenso.

7.4 COMPARACION DE LOS HALLAZGOS HECHOS EN ESTE TRABAJO
VERSUS LOS HALLADOS POR OTROS AUTORES

Los resultados del analisis filogenético de la subunidad ribosomal pequena 16S mostraron
que la fotosintesis se ensamblo a partir de microorganismos anoxigénicos a oxigénicos,
patron que se repitid a través de las filogenias con organismos representativos de estos
grupos fotosintéticos, mas “no se encontrd un patron de topologia filogenética constante en
los genes implicados en la fotosintesis y que siguiera el mismo de la unidad ribosomal 16S
en las cianobacterias expresando posibles procesos de transferencia lateral”, resultados
similares obtuvieron Raymond y colaboradores en el 2002 y en especial Zhaxybayeva y
colaboradores en el 2006, que cuantificaron los eventos de transferencia lateral entre
genomas cianobacteriales hallando que los genes del fotosistema I: psaA, B, C, D, E;
fotosistema II: PsbB, C, D, H, O; transporte de electrones PetC y PetF presentaron conflicto
con una filogenia lineal.

58



Aunque se evaluaron genes de taxones fotosintéticos externos y cianobacteriales, se
encontré6 que los genes nucleo o esenciales del fotosistema I (PsaA, B), fotosistema II
(PsbA, D) y complejo citocromo (PetB, C), fueron comunes en cuanto a contenido a todo el
conjunto de organismos analizados (Anexo B), lo que demuestra que los mecanismos
quimicos del fotosistema aun perteneciendo a taxones separados filogenéticamente
comparten en varios grados muchas similitudes estructurales y funcionales. El contenido
genético implicado en este proceso metabdlico y lo variable de las topologias (Anexo C) y
el ordenamiento de los organismo en las filogenias producidas demuestra la complejidad de
la maquinaria bioquimica de la fotosintesis y su desarrollo, el cual es una suma de partes
que se unieron al sistema después de haber evolucionado separadamente en diferentes
organismos y ambientes, que moldearon su funcidn en este proceso e implicaron procesos
de union o captura de genes o conjuntos de estos, produciendo un sistema “compuesto” y
modificado en el tiempo en diferentes organismos.

Blankenship y colaboradores llegaron a conclusiones similares realizando analisis
matematicos del set de genes compartidos para determinar relaciones evolutivas entre estos,
pero llegaron a conclusiones diferentes dependiendo del gen analizado.

El 50% de los arboles filogenéticos examinados las cianobacteriales prochloroccocales y el
organismo gloebacteral (gvi) se encuentran en la bases de los arboles, lo cual esta de
acuerdo con lo encontrado por Shi y colaboradores en el 2007. cuyo resultado, resalta que
las cianobacterias que fijan nitrogeno o “diazotroficas”: (Anabaena sp. 7120, Anabaena
variabilis, Nostoc punctiforme, Trichodermius erythraeum), se agruparon dentro de un
grupo diferente, y su divergencia de otros taxa que no fijan nitrégeno “no — diazotroficos™:
(Gloeobacter violaceus, Thermosynechococcous elongatus, Synechococcus elongatus,
Synechococcus sp WH8102, P. marinus MIT9313, P. marinus SS120, P. marinus MED4,
Synechocystis sp. 6803), parece ocurrir mucho mas temprano después del nodo ancestral
Gloeobacter violaceus PCC7421, (Nakamura Y, et al. 2003), y T. elongatus BP-1, estas
cianobacterias unicelulares son termofilicas. Las cianobacterias diazotroficas tempranas, al
parecer fueron no heterocistes, y posteriormente emergieron los linajes heterocistes,
posiblemente como resultado de niveles elevados de oxigeno atmosférico O® (Berman et al
2003).

El esquema resultado de este trabajo (ilustracién 11) refleja y explica las historias de los
genes agrupando los pertenecientes al nucleo funcional y los del grupo extrinseco,
evidenciado también por (Xiong et al 2002, Mulkidjanian et al 2006 y Shi et al 2007).

Con la evidencia filogenética expuesta en este trabajo enfocado en la filogenia
cianobacterial y taxones fotosintéticos externos se encontr6 un esquema mas amplio de la
fotosintesis (ilustracion 11), que es contradictorio con lo expuesto por Xiong en el 2000, el
cual propone a las bacterias purpura como ancestro unico de las fotosintesis oxigénica, y a
las heliobacterias como los ancestros de la fotosintesis anoxigénica, basado en que este
analisis solo se realizd en enzimas de biosintesis de bacterioclorofilas (BchL/ChIL y
BChH/ChlH), mientras las topologias obtenidas de las moléculas de 16s ribosomal y genes
implicados en la fotosintesis de fase luminica no mostraron ningun consenso en la
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ubicacion de las bacterias ancestrales al proceso fotosintético oxigénico y debido a que su
estudio no se enfoco en el taxon cianobacterial, solo evidencio que el nodo conformado por
las cianobacteria Synechocystis 6803, Synechoccocus 7942 y Anabaena variabilis es del
cual divergen los Eucariotes fotosintéticos.

El andlisis de Mulkidjanian et al. (2006) (ilustracion 1) sobre el fotosistema implicd
directamente el contenido de genes implicados en la fotosintesis, basado en agrupamiento
de genes ortdlogos comunes a todo el grupo fotosintético (bacterias purpuras, verdes,
cianobacterias y plantas), hallando ““50 familias de proteinas que son especificas de las
cianobacterias y 84 son compartidas con plantas™ y junto a evidencias acopladas con
datos geologicos recientes sugieren que la fotosintesis se origind0 en el linaje
cianobacterial bajo presion selectiva de luz UV y concentraciéon baja de donadores de
electrones, es decir, bajo una fotosintesis anoxigénica mediada por el uso del centro de
reaccion similar al fotosistema 1””. esto no expone una hipétesis paralelizable a lo expuesto
directamente en el arbol filogenético de ARNr 16S, ni los genes del fotosistema analizados
aqui, el cual procede de organismo anoxigénicos a oxigénicos con el orden ya mencionado
arriba; Mulkidjanian expone un origen incierto en el cual no se evidencia la transicion ya
expuesta y opta por un organismo anoxigénico intermedio entre las cianobacterias y los
organismos anoxigénicos y explica la presencia de genes comunes por Transferencia
Lateral de Genes.
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Iustracion 11. Esquema filogenético propuesto para el origen de la fotosintesis a partir de
procoianobacterias. Observése la filogenia propuesta para el linaje de las cianobacterias a
partir de las Prochlorales. La filogenia es una adaptacion y refinamiento del trabajo de
Mulkidjanian et al., 2006.
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Este trabajo aporta al disefio de una nueva propuesta sin acudir a la existencia de una
hipotética pro-cianobacteria (Ilustracion 11), la trasnferencia de genes se produce por
aportes alternos implicados en el fotosistema I y II entre los diferentes taxones
cianobacteriales (plochlorales, chroccocales, nostocales y oscillatoriales) y la posicion de
las bacterias verdes, purpuras y la trasferencia de los genes entre estas y las cianobacterias
se mantiene con lo expuesto por Shi et al. (2007), que agrupa los organismos diazotroficos
primero y luego emergen los no diazotroficos, implicando paralelos del sistema de
nitrogenasas y el sistema de evolucion de oxigeno del fotosistema.

Los arboles filogenéticos de los diferentes subsistemas bioquimicos y/o genéticos que
conforman los fotosistemas I, I y ATPasa; sefialan un centro de reaccidon cuyos genes
implicados en las funciones escenciales tales como (psbA y B genes nucleo del RCII y sitio
de union de los transportadores de electrones y los genes de captacion de oxigeno psbO W
V) mostraron no provenir de un ancestro comun al igual que los genes del RCI (psaA y D
nucleos del RCI y sitio de unién de los trasportadores de electrones) lo cual indicaria un
proceso de convergencia en cual el aparato fotosintetico final seria un efecto de eventos
alternos y de organismo externos al taxon cianobacterial final no dilucidable, cuyo posible
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primer escalon de ensamblaje haya sido el grupo de los prochloroccocales que mostro ser
nodo ancestral de mas de la mitad de los genes del FSI y II descartando al fotosistema I
como el sistema ancestral de la fotosintesis (ilustracion 11).

Este trabajo especifica (ilustracion 11) sobre la hipdtesis de la mayor trasferencia de genes
implicados en la fotosintesis cianobacterial sucedida a través del taxa de los
prochlococcales, el cual se mostro en consenso como el agrupamiento ancestral en mas del
50% de las topologias filogenéticas realizadas, los prochlococcales al igual que el
gloebacteral y los chlorococcales (Thermosynechococcous elongatus, Synechococcus
elongatus, Synechococcus sp WH8102) se encuentran dentro de los organismo diazotroficos
(Berman et al 2003), lo cual concuerda con lo expuesto por Shi y colaboradores en el 2007
y aunque algunas topologias no mostraron suficiente resolucion estas evidenciaron
agrupamientos consenso de organismos cianobacteriales no diazotroficos aparte del grupo
de organismos diazotroficos.

Este trabajo evidencia mediante la topologia filogenética y hallazgo del conjunto de genes
comunes al aparato fotosintético cianobacterial, que los genes y su agrupamiento
caracterizan su participacion bdsica en el proceso fotosintético y denotan la tendencia al
consenso de las proteinas implicadas en los nticleos de los centros de reaccidén y ubicacion
de los trasportadores de electrones (psbA, psaA, D) exceptuando (psbB), los genes que
presentaron topologias “dispersas” (Anexo C), fueron los implicados en funciones
extrinsecas tales como separacion y estabilizacion entre los fotosistemas e incluso algunos
genes de captacion de oxigeno que evidencian procesos de ganancia o perdida de unidades
por transferencia lateral para lograr una fotosintesis mas eficiente en una atmosfera con
niveles de oxigeno en ascenso (Ilustracion 11).

Dentro de los taxas cianobacteriales se contribuye que se pueden lograr agrupamientos que
discriminen ecotipos (Anexo C) mediante analisis de genes fotosintéticos, resultados que se
obtuvieron similarmente por agrupamiento filogenético del gen ARNr 16S de
plochlorococcus y synechococcus marinos en los estudios de (Fuller N., et al 2003; Rocap
G., et al 2003; Tomitani A. et al., 2006) y mediante genes implicados en las proteinas de
captura de luz ficobilisomas (Six C., et al 2007), lo cual expresa que la complejidad del
aparato fotosintético implica una relacién con las condiciones ambientales a los cuales se
exponen los organismos y podria ser fundamento para una mejor clasificacion de estos.
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Iustracion 12. Esquema propuesto alterno para el origen y establecimiento de la
fotosintesis sin necesidad de acudir a la existencia de una hipotética pro-cianobacteria.
Adicionalmente la propuesta muestra en pararelo los resultados geoldgicos y quimicos
hallados.

10 1.7 -
Gigaaiias P
o vl [0 ity Bsess busier usess z% - 102
: 14 , Al >
§ wu- o PP S |
i 5 a
‘E‘ I € 3 IP ~
m > 3™
il i w1 R
Ei —— | o Oxigeno | g g E
p : c Atmosférico T [ 10
2 M - ! u Actual 0
H . FIP o
[+ O L g6
T
:
'_

Bacterias
Plrpuras
ol

Chloroccocales

RCI (Psa CF)
RC2 (PhUY2T)

2,7 . N Plochlorales N 2,0
o =, OO 11 : s
- —_—
Bacteri?t
T | verdes
Sulfurosas 0

Diazotroficos
No heterocistos

.
No- diazotréficos “‘N - Heterocistos
—_— - ».¢ FPTIS >
Fotosintesis anoxigénica 'I‘ Fotosintesis oxigénica

A) Linea de tiempo en que se ubica los registros fosiles de los primeros microoganismos fotosintéticos hace
2.7 Giga aios. B) Cambios de la concentracion de oxigeno entre 2.7 y 2.2 Giga afios. C) Modelo de cambios
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en la produccion de NO (6xido nitrico) dependiente del cambio en la concentracion de CO,. y: Concentracion.
El NO decreci6 drasticamente de 3x10'" g de N por afio en el tiempo del origen de la vida cuando las
concentraciones de CO, eran presumiblemente altas, hasta 2.6X10° g de N por afio, cuando la concentracion
de CO, ya era baja hace 2.2 Giga afios justo antes de comenzar la elevacion del oxigeno en la atmdsfera.
Adaptado de Navarro-Gonzalez et al., 2001. D) Durante la fase anoxigénica emergieron todos los sistemas
fotosintéticos de manera independiente. Esta emergencia debio de ser poblacionalmente gradual en la medida
que el NO descendia, dado por microorganismos diazotréficos. Hacia los 2.2 Giga afios hubo un cambio
abrupto en la produccion de CH4, se elevo la presion atmosférica de oxigeno y la fijacion de nitrogeno
aument6 dramaticamente, de esta manera las cianobacterias pudieron haberse establecidos a partir de las

Prochlorales.

Tabla 3. Apartado general de discusion™

Algoritmia |
Gen Nodo basal Numero Minimo de
ML | MP | NJ | Agrupamientos Grupo Externo [vodo basa Genes comunes A3SComp
cianobacterial
FOTOSISTEMA 11
PsbA X X B. Verdes Nostocales Planta Cianobacteria B. V.
B. purpura, B. verde no sulfirrosas
PsbD X - burpura, B. Prochlorales B. purpura
sulfurosa
PsbB X Homolqgla de Gloebacter Prochlorales
ecotipo
PsbC X Homolqg1a de Prochlorales
ecotipo
PsbE X Gloeobacter
PsbL X X Gloeobacter
PsbM X Gloeobacter
PsbK X Gloeobacter Pl
anta
PsbO X X X Gloeobacter Cianobacteria
PsbP X X Prochlorales
PsbV X X X Gloeobacter
PsbX X Prochlorales
PsbY X Chroococales
PsbZ X Prochlorales
Psb27 X Chroococales
Psb28-2 X Gloeobacter
FOTOSISTEMA 1
Heliobacteria - Planta Cianobacteria B.
PsaA X Bacterias Verdes Prochlorales Verde sulfurosa
Sulfurosas Heliobacteria
PsaD X Prochlorales
PsaE X Prochlorales
PsaF X Chroococales
PsalL X Oscillatorial
Psal X Oscillatorial ) )
Psal X Prochlorales Planta %_Iaglz/?;) acteria
PsaK X Prochlorales
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ATPasa

Atp Beta X X | X Archeas Gloeobacter
Atp Delta X X X Heliobacteria Gloeobacter
Atp Epsilon | X X X verdes sulfurosas Gloeobacter
Atp F X | X | X Heliobacteria - B Prochlorales
verdes no sulfurosas
Atp Gamma | X X X B. purpuras Gloeobacter
Atp B X B. purpuras Gloeobacter
CITOCROMO
PetA X Prochlorales . .
Planta Cianobacteria
PetD X Gloeobacter
PetC B. verdes sulfurosas Nostocales
TRANSPORTE DE ELECTRONES
PetE X Nostocales Planta Cianobacteria (- tel),
B. V. no sulfurosas
PetH X Prochlorales
Pet] X Chroococales Planta Cianobacteria
(-pmm)
UNIDAD RIBOSOMAL
16s rRNA X X X B.verdes no sulfurosas Gloeobacter Todos

* Esta tabla integra y resume los resultados soportados estadisticamente de: alineamientos,
construccion filogenética y la busqueda del Numero Minimo de genes Comunes a los
diferentes organismos fotosintéticos evaluados en este trabajo.
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8. CONCLUSIONES

1. El analisis filogenético revela que la fotosintesis (Ilustracion 10), no se ensambld a
través de una via lineal de cambios estables y aumento de complejidad, sino a través de
lineas no relacionadas que emergen de manera independiente, y cuyos sistemas quimicos
convergen como bloques de material genético intercambiados entre las especies bacteriales
(transferencia lateral).

2. La utilizacion de la subunidad ribosomal pequenia 16S, como los genes implicados en la
fotosintesis analizados en este trabajo mostrd que la fotosintesis se ensamblo a partir de
microorganismos anoxigénicos a oxigénicos, patron que se repitio a través de las filogenias
con organismos representativos de estos grupos fotosintéticos.

3. No se puede proponer a las bacterias purpura como ancestro Unico de las fotosintesis
oxigénica ni a las heliobacterias como los ancestros de la fotosintesis anoxigénica.

4. Se hallé que los genes nucleo o esenciales del fotosistema I (PsaA, B), fotosistema II
(PsbA, D) y complejo citocromo (PetB, C), fueron comunes a todo el conjunto de
organismos analizados, lo que demuestra que los mecanismos quimicos del fotosistema atin
perteneciendo a taxones separados filogenéticamente comparten en varios grados muchas
similitudes estructurales y funcionales. Sin embargo, las topologias de los éarboles no
mostraron una filogenia consenso.

5. El 50% de los arboles filogenéticos examinados mostré a las cianobacterias
prochloroccocales en la bases de los arboles, lo cual esta de acuerdo con lo encontrado por
otros autores. Estos resultados, también concuerda con el agrupamiento filogenético
mediante el gen ARNr 16S de plochlorococcus y synechococcus marinos y con los estudios
mediante genes implicados en las proteinas de captura de luz ficobilisomas.

6. Los organismos diazotréficos emergieron antes que los organismos no-diazotroficos.
Estos resultados estan de acuerdo con los ultimos modelos propuestos para la evolucion
atmosférica del NO, el CO,y el oxigeno (Navarro-Gonzalez et al., 2001).

7. El escenario de origen de la fotosintesis donde se propone a las pro-cianobacterias, como
taxon ancestral para el origen de todas los otros grupos fotobacteriales (Bacterias verdes,
purpuras, heliobacterias y cianobacterias) no fue descartado por los arboles filogenéticos de
los diferentes subsistemas bioquimicos y/o genéticos que conforman los fotosistemas I, Il y
ATPasa (Ilustracion 10).

8. Un escenario alterno para el origen de la fotosintesis y los diferentes grupos de
microorganismos fotosintéticos es que esta(os) se haya(n) producido de manera simultdnea
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e independiente sin necesidad de acudir a la existencia de un hipotética proto-cianobacteria
(Ilustracién 11).

9. RECOMENDACIONES

Se recomienda para trabajos futuros realizar una filogenia molecular fundamentada en
datos combinados derivados de parametros genomicos, datos fisioldgicos, ecologicos y
geologicos. Un analisis por mineria de datos podria ayudar a comparar datos de origen
diverso.

Otras vias metabodlicas podrian haber aportado genes a este mecanismo ““varios de los
genes relacionados en las vias metabdlicas no fotosintéticas de las bacterias han sido
adquiridas por el fotosistema” Blankenship et al. (1995) y seria de gran importancia en el
futuro analizar en paralelo el sistema fotosintético y el de captacion de nitrogeno.

La capacidad del servidor Power Edge de avanzada del laboratorio de Bioinformatica del
grupo de investigaciones BIMAC, permitio el desarrollo de este trabajo bajo pardmetros
restringidos al tiempo de procesamiento, es recomendable en futuro realizar una proyeccion
de estos andlisis con un nimero mayor de datos actuales y por lo tanto implementar
computacion paralela u otro método que permita reducir el tiempo de calculo.
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Anexo A.

Tabla 4. Organismos utilizados en los alinemientos y codigos

Cianobacterias - Fotosintesis oxigénica

Cédigo Organismo Clasificacion d?pROC Ecotipo Base de Datos
syn Synechocystis sp. PCC6803 Bacteria; Cyanobacteria, LII | Aguas Kazusa
Nombre: SYNY3, 1148 Chroococcales; continentales

Synechocystis
Syw Synechococcus sp. WH8102 Bacteria; Cyanobacteria; LI Mar abierto | JGI, CYOREF,
Nombre: SYNPX, Chroococcales; Kazusa, TIGR
84588 Synechococcus
syc Synechococcus elongatus Bacteria; Cyanobacteria; LI Aguas Nagoya U,
Nombre: SYNP6, PCC6301 Chroococcales; continentales | CYORF
269084 Synechococcus
syf Synechococcus PCC7942 Bacteria; Cyanobacteria; LI Aguas CYOREF, JGI
Nombre: SYNP7, 1140 Chroococcales; continentales
Synechococcus
syd Synechococcus CC9605 Bacteria; Cyanobacteria; LI Marino JGI, CYORF
Nombre: SYNSC, Chroococcales;
110662 Synechococcus
sye Synechococcus CC9902 Bacteria; Cyanobacteria; LI Marino CYOREF, JGI
Nombre: SYNS9, Chroococcales;
316279 Synechococcus
syg Synechococcus CC9311 Bacteria; Cyanobacteria, LII | Marino TIGR
Nombre: SYNS3, 64471 Chroococcales; (costero)
Synechococcus
cya Cyanobacteria bacterium Bacteria; Cyanobacteria; LII | Aguas CYOREF, TIGR
Nombre: SYNJA, Yellowstone A-Prime Chroococcales; continentales
321327 (Synechococcus sp. JA- 3-3Ab) Synechococcus Termales
cyb Cyanobacteria bacterium Bacteria; Cyanobacteria; LI Aguas CYORF, TIGR
Nombre: SYNJB, Yellowstone B-Prime Chroococcales; continentales
321332 (Synechococcus sp. JA- 2- Synechococcus Termales
3B’a(2-13))
tel Thermosynechococcus elongatus | Bacteria; Cyanobacteria; LII | Aguas Kazusa
Nombre: SYNEL, BP-1 Chroococcales; continentales
197221 Thermosynechococcus Termales
ana Anabaena sp. PCC 7120 (Nostoc | Bacteria; Cyanobacteria; LI Suelo Kazusa
Nombre: ANASP, sp. PCC 7120) Nostocales; Nostocaceae;
103690 Nostoc
ava Anabaena variabilis ATCC Bacteria; Cyanobacteria; LI Acuaticos, CYOREF, JGI,
Nombre: ANAVT, 29413 (strain: ATCC 29413, Nostocales; Nostocaceae; Suelo TIGR
240292 synonym: Anabaena flos-aquae | Anabaena
UTEX 1444)
pma Prochlorococcus marinus SS120 | Bacteria; Cyanobacteria; ILII oligotrofico | CNRS RoscofT,
Nombre: PROMA, (subsp. Marinus CCMP1375) Prochlorales; marino/Alto | Genoscope,
167539 Prochlorococcaceae; -B/A CYORF
Prochlorococcus Prochloroco
ccus clado IT
pme Prochlorococcus marinus MIT Bacteria; Cyanobacteria; LI marino
Nombre: 9515 Prochlorales; oceanico/
P.marinus MIT9515, Prochlorococcaceae; Bajo-B/A
PROMS, 167542 Prochlorococcus Prochloroco
ccus clado |
pmm Prochlorococcus marinus MED4 | Bacteria; Cyanobacteria; LI marino/ JGI, CYORF
Nombre: PROMP, (subsp. Pastoris str. CCMP1378 | Prochlorales; Bajo-B/A
59919 - CCMP1986) Prochlorococcaceac; Prochloroco
Prochlorococcus ccus clado [
pmt Prochlorococcus marinus MIT Bacteria; Cyanobacteria; LI marino/Alto | JGI, CYORF,
Nombre: PROMM, 9313 Prochlorales; -B/A Kazusa
74547 Prochlorococcaceae; Prochloroco

80




Prochlorococcus ccus clado
v
pmn Prochlorococcus marinus Bacteria; Cyanobacteria; LI marinos/Alto | CYORF, JGI
Nombre: PROMT, NATL2A Prochlorales; -B/A
59920 Prochlorococcaceae; Prochloroco
Prochlorococcus ccus clado I
pmi Prochlorococcus marinus Bacteria; Cyanobacteria; LI marino/Bajo | CYOREF, JGI
Nombre: PROMY, MIT9312 Prochlorales; -B/A
74546 Prochlorococcaceae; Prochloroco
Prochlorococcus ccus clado IT
pmb Prochlorococcus marinus Bacteria; Cyanobacteria; LI marino/Bajo | Venter Inst
Nombre: PROMS, AS9601 Prochlorales; -B/A
146891 Prochlorococcaceae; Prochloroco
Prochlorococcus ccus clado I1
pmf Prochlorococcus marinus MIT Bacteria; Cyanobacteria, LI marino/Alto | Venter Inst
Nombre PROM3, 59922 | 9303 Prochlorales; -B/A
Prochlorococcaceae; Prochloroco
Prochlorococcus ccus clado
I\%
pme Prochlorococcus marinus Bacteria; Cyanobacteria; LI marino/Alto | Venter Inst
Nombre: PROMI, NATL1A Prochlorales; -B/A
167555 Prochlorococcaceae; Prochloroco
Prochlorococcus ccus clado |
gvi Gloeobacter violaceus PCC7421 | Bacteria; Cyanobacteria; LI Aguas Kazusa
Nombre: GLOVI, Gloeobacteria; continentales
251221 Gloeobacterales;
Gloeobacter
ter Trichodesmium erythraeum Bacteria; Cyanobacteria; LI Oligotréfico | JGI
Nombre: TRIEI, 203124 | IMS101 Oscillatoriales; oceanico
Trichodesmium
ath Arabidopsis thaliana (thale Eucariote; Viridiplantae; LI TIGR, MIPS,
Nombre: ARATH, 3702 | cress) Streptophyta; Kazusa, TAIR
Embryophyta;
Tracheophyta;
Spermatophyta;
Magnoliophyta;
eudicotyledons; core
eudicotyledons; rosids;
eurosids II; Brassicales;
Brassicaceae; Arabidopsis
eta Triticum aestivum Eucariote; Viridiplantae; LI gbk
Streptophyta;
Embryophyta;
Tracheophyta;
Spermatophyta;
Magnoliophyta; Liliopsida;
Poales; Poaceae; BEP
clade; Pooideae; Triticeae;
Triticum
osa Oryza sativa ssp. Japonica Eucariote; Viridiplantae; LI RAP-DB
Nombre: ORYSJ, 39947 | cultivar Nipponbare (Japanese | Streptophyta;
rice) Embryophyta;
Tracheophyta;
Spermatophyta;
Magnoliophyta; Liliopsida;
Poales; Poaceae; BEP
clade; Ehrhartoideae;
Oryzeae; Oryza
cme Cyanidioschyzon merolae 10D Eukaryota; Rhodophyta; LI U. Tokyo
Nombre: CYAME, Bangiophyceae;
45157 Cyanidiales; Cyanidiaceae;
Cyanidioschyzon Red alga
olu Ostreococcus lucimarinus Eucariote; Viridiplantae; LI JGI
Nombre O.lucimarinus, | CCE9901 Chlorophyta;
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436017 Prasinophyceac;

Mamiellales; Ostreococcus

Bacterias Verdes Sulfurosas - Fotosintesis anoxigénica

cte Chlorobaculum tepidum TLS Bacteria; Chlorobi; 1 Fosas termales | TIGR
Nombre: C.tepidum, Chlorobia; Chlorobiales; marinas
CHLTE, 194439 Chlorobiaceae;

Chlorobaculum
cch Chlorobium chlorochromatii Bacteria; Chlorobi; 1 Fosas termales | JGI
Nombre: CHLCH, CaD3 Chlorobia; Chlorobiales; marinas
340177 Chlorobiaceae;

Chlorobium/Pelodictyon

group; Chlorobium
cph Chlorobium phaeobacteroides Bacteria; Chlorobi; I Fosas termales | JGI
Nombre: CHLPD, DSM 266 Chlorobia; Chlorobiales; marinas
290317 Chlorobiaceae;

Chlorobium/Pelodictyon

group; Chlorobium
pvi Prosthecochloris vibrioformis Bacteria; Chlorobi; I Fosas termales | JGI
Nombre: CHLPH, DSM 265 Chlorobia; Chlorobiales; marinas
290318 Chlorobiaceae;

Chlorobium/Pelodictyon

group; Chlorobium
plt Pelodictyon luteolum DSM 273 | Bacteria; Chlorobi; 1 Fosas termales | JGI
Nombre: PELLD, Chlorobia; Chlorobiales; marinas
319225 Chlorobiaceae;

Chlorobium/Pelodictyon

group; Pelodictyon
cau Chloroflexus aurantiacus J-10- | Bacteria; Chloroflexi; 11 US DOE Joint
Refseq: fl Chloroflexi (class); Genome
NC_010175 GenBank: Chloroflexales; Institute
CP000909 Chloroflexaceae;

Chloroflexus; Chloroflexus

aurantiacus
det Dehalococcoides ethenogenes Bacteria; Chloroflexi; I TIGR
Nombre: DEHEI, 195 Dehalococcoidetes;
243164 Dehalococcoides
deh Dehalococcoides sp. CBDB1 Bacteria; Chloroflexi; I Max-Planck
Nombre: DEHSC, Dehalococcoidetes;
255470 Dehalococcoides
deb Dehalococcoides sp. BAV1 Bacteria; Chloroflexi; I JGI
Nombre: 216389 Dehalococcoidetes;

Dehalococcoides
rrs Roseiflexus sp. RS-1 Bacteria; Chloroflexi; 1I JGI
Nombre: 357808 Chloroflexales;

Chloroflexaceae;

Roseiflexus
rca Roseiflexus castenholzii DSM Bacteria; Chloroflexi; 11 JGI
Nombre: 383372 13941 Chloroflexales;

Chloroflexaceae;

Roseiflexus
hau Herpetosiphon aurantiacus Bacteria; Chloroflexi; I JGI
Nombre: 316274 ATCC 23779 Herpetosiphonales;

Herpetosiphonaceae;

Herpetosiphon

Bacterias purpuras - Fotosintesis anoxigénica

rpa Rhodopseudomonas palustris Bacteria; Proteobacteria; II | Suelo, Acuaticos | DOE, Joint
Refseq: CGAO009 Alphaproteobacteria; Genome
NC_005296 GenBank: Rhizobiales; Institute
BX571963 Bradyrhizobiaceae;

Rhodopseudomonas;

Rhodopseudomonas

palustris
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rpb Rhodopseudomonas palustris Bacteria; Proteobacteria; II | Suelo, Acuaticos | JGI
Nombre:RHOP2, HaA2 Alphaproteobacteria;
3160,58 Rhizobiales;
Bradyrhizobiaceae;
Rhodopseudomonas
rpe Rhodopseudomonas palustris Bacteria; Proteobacteria; II | Suelo, Acuaticos | JGI
Nombre: RHOPB, BisB18 Alphaproteobacteria;
316056 Rhizobiales;
Bradyrhizobiaceae;
Rhodopseudomonas
rpd Rhodopseudomonas palustris Bacteria; Proteobacteria; II | Suelo, Acuaticos | JGI
Nombre:RHOPS, BisB5 Alphaproteobacteria;
316057 Rhizobiales;
Bradyrhizobiaceae;
Rhodopseudomonas
jan Jannaschia sp. CCS1 Bacteria; Proteobacteria; II | Suelo, Acuaticos | JGI, TIGRF
Nombre:JANSC, Alphaproteobacteria;
290400 Rhodobacterales;
Rhodobacteraceae;
Jannaschia
rpe Rhodopseudomonas palustris Bacteria; Proteobacteria; II | Suelo, Acuaticos | JGI
Nombre:RHOPS5,316055 | BisA53 Alphaproteobacteria;
Rhizobiales;
Bradyrhizobiaceae;
Rhodopseudomonas
rsp Rhodobacter sphaeroides 2.4.1 | Bacteria; Proteobacteria; II | Suelo, Acuaticos | JGI, Texas
Nombre: RHOS4, Alphaproteobacteria;
272943 Rhodobacterales;
Rhodobacteraceae;
Rhodobacter
rde Roseobacter denitrificans OCh Bacteria; Proteobacteria; II | Suelo, Acuaticos | TGEN
Nombre: ROSDO, 114 Alphaproteobacteria;
375451 Rhodobacterales;
Rhodobacteraceae;
Roseobacter Purple non
sulfur bacteria
rsh Rhodobacter sphaeroides ATCC | Bacteria; Proteobacteria; II | Suelo, Acuaticos | JGI
Nombre: RHOSI, 17029 Alphaproteobacteria;
349101 Rhodobacterales;
Rhodobacteraceae;
Rhodobacter Purple non
sulfur bacteria
rru Rhodospirillum rubrum ATCC Bacteria; Proteobacteria; II | Suelo, Acuaticos | JGI, TIGR
Nombre:RHORT, 11170 Alphaproteobacteria;
269796 Rhodospirillales;
Rhodospirillaceae;
Rhodospirillum Purple non
sulfur bacteria
cecr Caulobacter crescentus CB15 Bacteria; Proteobacteria; 11 Suelo, Acuaticos | TIGR
Nombre: CAUCR, Alphaproteobacteria;
190650 Caulobacterales;
Caulobacteraceae;
Caulobacter Purple non
sulfur bacteria
eco Escherichia coli K-12 MG1655 | Bacteria; Proteobacteria; II | Suelo, Acuaticos | Wisconsin,
Nombre: ECOLI, 83333 Gammaproteobacteria; Colibri,
Enterobacteriales; RegulonDB
Enterobacteriaceae;
Escherichia Purple non
sulfur bacteria
Heliobacterias - Fotosintesis anoxigénicas
hlm Heliobacillus mobilis Bacteria; Firmicutes; 1 Integrated
Clostridia; Clostridiales; Genomics

Heliobacteriaceae;
Heliobacillus
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hmo Heliobacterium modesticaldum | Bacteria; Firmicutes; Tgen
Nombre: 498761 Icel Clostridia; Clostridiales;
Heliobacteriaceae;
Heliophilum.
hchlo Heliobacterium chlorum Bacteria; Firmicutes;
Clostridia; Clostridiales;
Heliobacteriaceae;
Heliobacterium.
hsul Heliobacterium sulfidophilum Bacteria; Firmicutes;
Clostridia; Clostridiales;
Heliobacteriaceae;
Heliobacterium.
hmg Heliobacterium gestii Bacteria; Firmicutes; U. Tokyo
Clostridia; Clostridiales;
Heliobacteriaceae;
Heliophilum.
Thermotogae
tma Thermotoga maritima MSB8 Bacteria; Thermotogae; TIGR
Nombre: T.maritima, Thermotogales;
THEMA, 243274 Thermotogaceae;
Thermotoga
Archeae
pto Picrophilus torridus DSM 9790 | Archaea; Euryarchaeota; Goettingen
Nombre: P.torridus, Thermoplasmata;
PICTO, 263820 Thermoplasmatales;
Picrophilaceae;
Picrophilusc
pfu Pyrococcus furiosus DSM 3638 | Archaea; Euryarchaeota; U.Utah, TIGR
Nombre: P.furiosus, Thermococci;
PYRFU, 186497 Thermococcales;
Thermococcaceae;
Pyrococcus
mba Methanosarcina barkeri fusaro | Archaea; Euryarchaeota; JGI, JICVI-CMR
Nombre: M.barkeri, Methanomicrobia;
METBF, 269797 Methanosarcinales;
Methanosarcinaceae;
Methanosarcina
mac Methanosarcina acetivorans C2A | Archaea; Euryarchaeota; BROAD
Nombre: M.acetivorans, Methanomicrobia;
METAC, 188937 Methanosarcinales;
Methanosarcinaceae;
Methanosarcina
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Anexo B.

Tabla 5. Distribucion de los genes comunes implicados en el fotosistema 11, I, Citocromo, plastocianinas y ATP sintetasa

Producto de los genes Plantas | Cianobacterias lezgiisssarslo ?ﬁl\ﬁ/lert)(lzss B. Purpuras | Heliobacterias

Proteinas del FSI
Nucleo CR I p700 PsaA/PsaB Todos Todos Si en cte Si hml
Subunidades RC1 g:gg” 11:::3 ,Ifs saeﬁ, Todos Todos
Subunidades RC2 Psal, PsalJ, PsaK Todos No gvi
Proteinas del FSII
Nucleo CR IT p680 PsbA/PsbD Todos Todos Si cau Si rpa

PsbC, PsbE, PsbF,

PsbH, Psbl, PsblJ,

PsbK, PsbL, PsbM,
Subunidades RC2 g:ﬁ%ézg’si sbT, Todos Todos

PsbX,PsbN,PsbZ (Ycf9),

Psb27, PsbY (Ycf32)

PsbQ Todos | No pmar, gvi
Complejo de oxidacion | PsbU, citocromo ¢550 PsbV | Todos No pma, pmi,

pme, pmn, pmm

Complejo citocromo b6f

PetB, PetC Todos Todos Si cte Si rpa Si hml
Sudunidades PetA, PetD, PetG, PetM, PetN | Todos Todos

PetL Todos No gvi
Traportadores de electrones hidrosolubles
Plastocianina PetE Todos No tel Si cau
Citochromo c6 Pet] Todos No pmm
Ferredoxina PetF Todos Todos
Ferredoxin reductasa | PetH * *

* Datos dudosos
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Anexo C.

TOPOLOGIAS DE ARBOLES FILOGENETICOS

ARNr 16S
13. Arbol filogenético de ARNr 16S de 34 individuos, niimero de posiciones informativas 1188
— ‘; Mss'g;m} s Fteemeecos i AL 4‘__“':;::"‘ FOSRP—"—
pom1BSR | ;ynmsmp,} [P 10 SbTRSIRNA |
pupigse 8 —
H WIS} Ot 100 g ESRNA
g B
a0 A s
wd18SA 100 LovatES AN,
sy21BSR I} NlﬂS:RNA} Grosgemteroes
sywlBS R 'E. 15 RHA = E 5
o ] — T H x E
5 [ 2 9 >
— 2 3 i H
§ - 4
Chrogomscses i i i M E
5 e 2
E 9
[¥] H 5
Noslocales . [ §
{ u
3
-5
3 &
Eucariotas FotngmHonsRCN yRCI cmasm} Chesiee peait
Hne1GERIA -
Nl ESHRIA A A
a uhmss.w.
_ ] 100 ['Ph::ﬂ:r‘; u HEISR
} 8 Verdes na SuituosssRCl 100 e T L L Ejmm -
palisf
% mssm 0 [mnlm
jan 188 R B Porpurasicl BSlﬁllA H g BSRtA
Bt eh 1SR ] 4| !
malfSii q'xMiSd:IA B verdes Sufurons BT 1“;‘ n:;z: .
cta18SR
chat165r 'ssm Ae16S AN
m::g 8 Vardes Suliasas ACH 100 .h”,n § Vowses nofpfuropsitci —‘WEIMSSM Bl 30 -
coh ————d CAUTESRNE
CHIBSR g vardes anSunroses AGH _{—""1“'“"' J—M L wemr
Archess % Mo 1SRN o 1BS1RHA)
o — —
5 [
Maximum Likelihood Maximum Parsimony Neighbor joining

86




14. Arbol filogenético de aminoacidos de psbA de 29 individuos, Numero de posiciones informativas 243.

Fotosistema II (Psb)

pme psbA |

— 73 052 pshA “: 0sapstA S
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15. Arbol filogenético de aminoécidos de psbB de 26 individuos, 476 posiciones informativas.

osapthb
- 0saPsb0
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16. Arbol filogenético de aminoacidos de psbC de 25 individuos, realizado por el método, posiciones informativas 308.
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17. Arbol filogenético de aminoacidos de psbD de 28 Individuos, realizado por el método, posiciones informativas 290.
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18. Arbol filogenético de aminoacidos de PsbE- cyt b559 de 26 Individuos, posiciones informativas 80.
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19. Arbol filogenético de aminoécidos de PsbF- cyt b559 de 24 Individuos, posiciones informativas 38.
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20. Arbol filogenético de aminoacidos de psbH de 26 individuos, posiciones informativas 61
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21. Arbol filogenético de aminoacidos de psbl de 26 individuos, posiciones informativas 35.
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22. Arbol filogenético de aminoacidos de PsbJ de 26 individuos, posiciones informativas 35.
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23. Arbol filogenético de aminoacidos de PsbK de 26 individuos, posiciones informativas 42.
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24. Arbol filogenético de aminoacidos de PsbL de 26 individuos, posiciones informativas 37.
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25. Arbol filogenético de aminoacidos de PsbM de 23 individuos, posiciones informativas 29.
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26. Arbol filogenético de PsbO de 26 individuos, posiciones informativas 215.
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27. Arbol filogenético de aminoacidos de PsbP de 26 individuos, posiciones informativas 91.
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28. Arbol filogenético de aminoacidos de PsbT de 24 individuos, 29 posiciones informativas.
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29. Arbol filogenético de aminoacidos de PsbU de 16 individuos, 110 posiciones informativas.
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30. Arbol filogenético de aminodcidos de PsbV de 15 individuos, posiciones informativas 136.
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31. Arbol filogenético de aminoacidos de Psb28 —

“PsbW?” de 23 individuos, posiciones informativas 95.
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32. Arbol filogenético de aminoécidos de PsbX de 22 individuos, posiciones informativas 36.
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33. Arbol filogenético de aminoécidos de PsbY de 15 individuos, posiciones informativas 32.

pmtpsby — Fhroccomaks . — -
- Eusariotas Fatosintaticos X
tpsbY B4 ah PEBY Filly ) 4 ——synpsbY _]"ﬂmmfs
— ana psbY }.\hmm
| Phroscoseals | [—telpsbY }Gmcaml‘u
e pret psbY  ~Phwaocorcakes
ampsby ~ e pbs¥ fer Phs’f} Oueilerniales
73 lprmb psbiv* |
e _|wc pshyY =
sygpbsY 95 |9yt PshY Chrooencealss
sytPsbY
sycpsbY i
e mmr_-‘ ;F‘“‘,‘:, I - Phroocowcaks
pmapbsY -
® 43
pmi pbsY
»
pmm pbsY s Fhor
bl pme p '?' H
i 01
prbPRY
10
Maximum Likelihood Maximum Parsimony Neighbor joining

106




34. Arboles Filogenético de aminoacidos de PsbZ de 23 individuos, posiciones informativas 61.
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35. Arbol filogenético de aminoacidos de Psb27 de 23 individuos, posiciones informativas 119.
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36. Arbol filogenético de aminoacidos de Psb28-2 de 6 individuos, 112 posiciones informativas
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Fotsosistema I (psa)

37. Arbol filogenético de aminoacidos de PsaA de 31 individuos, posiciones informativas 497.
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38. Arbol filogenético de aminoacidos de PsaB de 29 individuos, posiciones informativas 552.
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39. Arbol filogenético de aminoacidos de PsaC de 25 individuos, posiciones informativas 81.
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40.Arbol filogenético de aminoacidos de PsaD de 26 individuos, posiciones informativas 58.
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41. Arbol filogenético de aminoacidos de PsaE de 25 individuos, posiciones informativas 58.
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42. Arbol filogenético de aminoacidos de PsaF de 25 individuos, posiciones informativas 142.
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43. Arbol filogenético de aminoécidos de Psal de 25 individuos, posiciones informativas 67.
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44. Arbol filogenético de aminoacidos de PsaJ de 24 individuos, posiciones informativas 36.
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45. Arbol filogenético de aminoacidos de PsaK método de 25 individuos, posiciones 67.
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46. Arbol filogenético de aminoécidos de PsaL de 25 individuos, posiciones 90.
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47. Arbol filogenético de aminoacidos de PsaM de 12 individuos, posiciones 29.
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ATP asa

48. Arbol filogenético de aminoacidos de ATP asa Alpha de 45 individuos, posiciones 497.

ea atpd

_ B Verdesns
‘ Sufurosss RO

B. Purpuras RCIl
raaph

LB Verdes
Sulfurosa FCI

ey
2pk

100 NIM
‘_w|—f.m
=

l Vm(e:nu

4 mph
3 EpA

ﬂl'lﬂlﬂ

= Prochiorales

m IMIM
Ly
— 27 UIIIA Ba Purgur s RCI
R

B Yerdes
Sultuiocachil

 Crcescede

Eucsiotas Fotesimteticos
Bl wBol

3mm pA |
[ ey
i ——y

pmb A
TpmaA - prochiorals
0 P A
o e dpi
aph
ylpmiaph_|
spydipA =
A
2 EtpR,
sedatpA Chrovceccalss
yoatph
pferimpA,

m

eratpA_[~ Oveilletoviales

I‘E’;}.umm

whaph Eucariota; Fotosimteticos
AL BN

g losamy
pimpA=Closchaziraiu
”"M}mmmm"

osb A

ophatpA
b2 | B ¥ude
s
'k:“m Sulfurasa: il
hmop |- Heliohictedisi

WA
nﬂﬁm

Do

TR L B veikesan
hau zipd, Sulfurnser RGN

wumph
7 msalph
i rampa
3 pb atpht

pe Tpd B Purgmus REN

Maximum Likelihood

Maximum Parsimony

Neighbor joining

121




49. Arbol filogenético de aminoacidos de ATP asa Beta de 42 individuos, posiciones 454.
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50. Arbol filogenético de aminoacidos de ATP asa Delta de 37 individuos, posiciones 88.
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51. Arbol filogenético de aminoacidos de ATP asa Epsilon de 37 individuos, posiciones 76.
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52. Arbol filogenético de aminoacidos de ATP asa E de 37 individuos, posiciones 73.
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53. Arbol filogenético de aminoacidos de ATP asa F de 42 individuos, 126 posiciones.
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54. Arbol filogenético de aminoacidos de ATP Gamma método ML de 43 individuos, posiciones 210.
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55. Arbol filogenético de aminoacidos de ATP B de 37 individuos, posiciones 164.
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56. Arbol filogenético de aminoacidos de ATP I de 33 individuos, posiciones 95.
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Citocromo

57. Arbol filogenético de aminoacidos de Pet A de 25 individuos, posiciones informativas 299.
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58. Arbol filogenético de aminoacidos de Pet B de 25 individuos, posiciones 213
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59. Arbol filogenético de aminoacidos de Pet C de 31 individuos, 123 posiciones informativas.
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60. Arbol filogenético de aminoacidos de Pet D de 26 individuos, 134 posiciones informativas.
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61. Arbol filogenético de aminoacidos de Pet G de 21 individuos, 15 posiciones informativas.
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62. Arbol filogenético de aminoacidos de Pet N de 21 individuos, 25 posiciones informativas.
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63. Arbol filogenético de aminoacidos de Pet E (plastocianina) de 24 individuos, 93 posiciones informativas.
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64. Arbol filogenético de aminoacidos de Pet F (ferredoxina) de 27 individuos, 91 posiciones informativas.
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65. Arbol filogenético de aminoacidos de Pet H de 25 individuos, 238 posiciones informativas.
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66. Arbol filogenético de aminoacidos de Pet J de 21 individuos, 52 posiciones informativas.
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