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Resumen

Los ambientes con un alto porcentaje de salinidad estan habitados por una
gran diversidad de organismos: bacterias, eucariontes y principalmente arqueas.
Para sobrevivir y prosperar en estas condiciones extremas estos organismos han
adaptado su fisiologia, desarrollando mecanismos que evitan la pérdida de agua
por medio de la acumulacion de iones inorganicos o moléculas organicas dentro
de la célula. La acumulacion de iones inorganicos dentro de la célula requiere
que las proteinas de estos organismos modifiquen su estructura para ser estables
y funcionales en una alta concentracion de iones. Estas adaptaciones
estructurales se han estudiado principalmente en las arqueas de la clase
Halobacteria y mas recientemente en el orden Methanosarcinales,
encontrandose diferencias significativas entre ambos grupos filogenéticos. En
Halobacteria destaca el aumento de residuos negativos en la superficie, junto con
una disminucion del niamero de lisinas y residuos hidrofébicos voluminosos,
mientras que en Methanosarcinales se observa un aumento en el numero de
lisinas y residuos negativos, sin una disminucion de los residuos hidrofébicos
voluminosos.

Las Nanohaloarquea son una nueva clase de arqueas haldfilas cuya
posicion dentro del dominio Arquea aun es tema de debate. En cuanto a su
adaptacion a las altas concentraciones de sal, mediante analisis genémicos se

ha visto que las proteinas de algunos de estos organismos tienen caracteristicas



gue podrian indicar que las Nanohaloarquea utilizan la estrategia de salt-in para
su haloadaptacion y que comparten las adaptaciones estructurales vistas para
Halobacteria. Sin embargo, a la fecha no existen estudios sobre estos
organismos o0 sus proteinas, en particular, como éstas se adaptan a altas
concentraciones de sal.

Para determinar el mecanismo de haloadaptaciéon de las proteinas de
Nanohaloarquea utilizamos una quinasa de azUcares dependiente de ADP no
caracterizada. La proteina se expresoé en la arquea halofila Haloferax volcanii y
se determinaron sus parametros cinéticos (Vmax, kcat y Km) y el efecto de la sal
sobre la actividad enzimatica. Segun estos analisis la quinasa dependiente de
ADP de Nanohaloarquea es especifica para fructosa-6-fosfato y alcanza su
maxima actividad en concentraciones molares de KCI. Ademas, se construy6 un
modelo por homologia de esta proteina y se analizaron las adaptaciones
estructurales asociadas a halofilicidad. Se determin6 que en esta proteina hay un
aumento de aminoacidos acidos en la superficie, sin embargo, no hay una
reduccion en el numero de lisinas en la superficie ni del tamafio del centro
hidrofébico. Estas caracteristicas sugieren que la quinasa dependiente de ADP
de Nanohaloarquea se adapta a las altas concentraciones de sal por un

mecanismo de haloadaptacién, distinto al descrito para Halobacteria.



Abstract

Environments with a high percentage of salinity are inhabited by a great
diversity of organisms: bacteria, eukaryotes and mainly archaea. To survive and
thrive in these extreme conditions, these organisms have adapted their
physiology by developing mechanisms that prevent the loss of water from the cell
through the accumulation of inorganic ions or organic molecules within the
cytoplasm. The accumulation of inorganic ions within the cell requires the proteins
of these organisms to modify their structure to be stable and functional in a high
concentration of ions. These structural adaptations have been studied mainly in
the class Halobacteria and, more recently, in the order Methanosarcinales, finding
significant differences between both phylogenetic groups. In Halobacteria the
increase in negative surface residues, along with a decrease in the number of
lysine and bulky hydrophobic residues, are the most characteristic features. In
Methanosarcinales, however, an increase in the number of lysine, negative

residues and bulky hydrophobic residues is observed.

Nanohaloarchaea are a new class of halophilic archaea whose position
within the Archaea domain is still a matter of debate. Regarding its adaptation to
high salt concentrations, genomic analysis has shown that the proteins of some
of these organisms have characteristics that indicate Nanohaloarchaea use the

salt-in strategy for their haloadaptation and share the structural adaptations seen

Xi



for Halobacteria. However, to date there are no studies on these organisms or

their proteins, or how they adapt to high concentrations of salt.

To determine the haloadaptation mechanism of the Nanohaloarchaea
proteins, we used an uncharacterized ADP-dependent sugar kinase. The protein
was expressed in the halophilic archaea Haloferax volcanii and we determined its
kinetic parameters (Vmax, kcat and Kwv) and the effect of salt on enzymatic activity.
According to these analyzes, the ADP-dependent kinase of Nanohaloarchaea is
specific for fructose-6-phosphate being its maximum activity reach at molar
concentrations of KCI. Also, by homology modeling, we analyzed the structural
adaptations associated with halophilicity. These adaptations included an increase
of acidic amino acids on the surface, no reduction in the number of lysine on the
surface, or the size of the hydrophobic core. These characteristics suggest that
the ADP-dependent kinase of Nanohaloarchaea adapts to high salt
concentrations by a haloadaptation mechanism different from that described for

Halobacteria.
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1. Introduccion

1.1 Microorganismos haléfilos

Los extremofilos son organismos que viven en condiciones que se
consideran extremas para la vida como nosotros la conocemos, tales como altas
temperaturas, pH acidos o alcalinos, radiacion o una alta concentracion de sales.
Desde su descubrimiento, su estudio cada vez toma mas fuerza, tanto por su
particular fisiologia como por su gran potencial biotecnoldgico (Gomes & Steiner,
2004; Littlechild, 2015).

Los organismos haldfilos son extremofilos que viven en ambientes con altas
concentraciones de sal, como lagos salado, depodsitos de sal, entre otros
(DasSarma & DasSarma, 2015). Si bien no existen criterios unanimes que definan
el grado de halofilicidad de un organismo, hay consenso en que estos pueden

clasificarse como (Ollivier et al. 1994):

= Halofilos extremos: crecimiento optimo en medios que contienen 20-30% (p/v)

de NaCl (3,4 -5,1 M)

= Halo6filos moderados: crecimiento optimo en medios que contienen 5-20% de

NaCl (0,9- 3,4 M)

= Hald6filos leves: crecimiento 6ptimo en medios que contienen 2-5% de NaCl (0,3

a 0,9 M)



Los ambientes salinos e hipersalinos son altamente diversos en sus
propiedades y por ende, las comunidades que los habitan también son diversas,
tanto a nivel fisiolégico como filogenético (Oren, 2002). Los organismos haléfilos
estan presentes en los tres dominios de la vida: Bacteria, Arquea y Eucariota
(Figura 1), sin embargo, en los habitats hipersalinos, las arqueas suelen ser el
dominio mas abundante (Emerson et al. 2011), representadas por tres grupos
filogenéticos distintos: Halobacteria, Methanosarcinales (Oren, 2008) y una
nueva clase de arqueas haldfilas denominadas Nanohaloarquea (Emerson et
al. 2011) cuyos genomas han sido obtenidos a partir de ambientes con distintos
porcentajes de salinidad (19, 29 y 35%) (Emerson et al. 2011; Ferna, Ventosa,

& Rodri, 2011; Finstad et al. 2017).

La clase Halobacteria es uno de los grupos mas grandes dentro del dominio
Arquea. Esta clase esta compuesta por 6 familias, de las cuales todos sus
miembros se caracterizan por requerir una concentracion de al menos 1.0 M de
NaCl para crecer, mientras que la mayoria de ellos crecen Optimamente entre
3,5-4,5 M NacCl (Oren, Ventosa, & Kamekura, 2017). Por otra parte, en la clase
Methanomicrobia, estan los Methanosarcinales, que son un orden de arqueas
metanodgenas donde se pueden encontrar organismos no haldfilos hasta
haldfilos extremos. Los organismos haldfilos pertenecen a 4 de los 7 géneros de
este orden y corresponden a: Methanohalobium, Methanosalsum,
Methanohalophilus y Methanosarcina (Liu, 2010). En el dominio Bacteria

también se han encontrado organismos halodfilos pertenecientes a los filos



Cyanobacteria, Proteobacteria, Firmicutes, entre otros (Oren, 2008). En general,
los organismos haldéfilos del dominio Bacteria, son halofilos moderados, con la
excepcion de algunos halofilos extremos (Oren, 2002). Dentro del dominio
Eucariota los organismos halofilos son escasos, siendo uno de los mas

estudiados el alga verde Dunaliella, la cual puede crecer hasta concentraciones

relativamente bajas de sal (1M) (Oren, 2002).
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Figura 1. Distribucion de organismos hal6filos en los tres dominios de la vida.

Grupos en rojo tienen por lo menos un organismo haldéfilo. Figura extraida de Edbeib et
al. 2016.



1.2 Mecanismos de adaptacion a sal

La salinidad del ambiente es un factor determinante en la composicién de
las comunidades microbianas y ejerce una alta presion de seleccion evolutiva
(Lozupone & Knight, 2007). En los medios altamente salinos la principal dificultad
es la poca disponibilidad de agua como consecuencia de las condiciones
hipertonicas del medio, las cuales inducen un gradiente osmotico que disminuye
el contenido relativo de agua de las células (Brown, 1976; Lenton et al. 2016). En
los organismos haléfilos se han descrito dos mecanismos de adaptacion, los
cuales tienen como objetivo mantener el citoplasma isoosmaético con respecto al
medio y evitar la pérdida de agua desde la célula (Brown, 1976).

() La estrategia de salt-in involucra la acumulacion de concentraciones
molares de iones dentro de la célula. Potasio (K*) y cloruro (CI) son los iones
mas abundantes (hasta 4 M) (Oren, 2008), mientras otro iones como el sodio
(Na*), magnesio (Mg*?) y fosfato (PO4®) se acumulan en concentraciones mucho
menores (Matheson et al. 1976). Para lograr estos gradientes a través de la
membrana se requieren mecanismos de transporte dependientes de energia,
principalmente bombas de protones, que usan como energia el gradiente de
protones de la membrana generado por el transporte respiratorio de electrones o
por la proteina bacteriorodopsina (Gunde-Cimerman, Plemenitas, & Oren, 2018).
El uso de este mecanismo requiere de la adaptacién de la maquinaria celular a
las altas concentraciones de iones, por lo que las proteinas de estos organismos

tienen una composicion aminoacidica particular que les permite mantenerse



estables y funcionales en dichas condiciones (Lanyi, 1974). La estrategia de salt-
in es usada principalmente por arqueas haldfilas extremas de la clase
Halobacteria y algunas bacterias (Averhoff & Muller, 2010; Roy et al. 2018).

(I La segunda estrategia de haloadaptacién, salt-out, consiste en la
acumulacion intracelular de compuestos organicos, Illamados solutos
compatibles. Estos pueden ser sintetizados o captados desde el medio y son de
naturaleza quimica variada, la mayoria corresponden a variaciones de
aminoacidos o azlcares, los cuales sueles ser no cargados o zwitteridnicos, de
pequefio tamafo y altamente solubles (Averhoff & Muller, 2010; Oren, 2008). En
este caso, la presencia de dichos solutos no tiene gran impacto en el plegamiento
y funcionamiento de las enzimas (Brown, 1976), por lo que el proteoma de estos
organismos no requiere de adaptaciones. Esta estrategia, sin embargo, tiene un
costo energético mayor a la estrategia de salt-in (Oren, 1999). La acumulacién
de solutos compatibles es comun y conservada en los tres dominios de la vida:
Eucarionte, Bacteria y Arquea (principalmente metandégenos) (Averhoff & Mdller,
2010; Oren, 2002; Roberts, 2005). Los microorganismos que acumulan solutos
compatibles generalmente se adaptan con mayor facilidad a la dilucién o al
aumento repentino de la salinidad del medio (Gunde-Cimerman et al. 2018).

La existencia de ambos mecanismos no es excluyente. Se ha reportado que
hay microrganismos que ademas de sintetizar solutos compatibles,
simultaneamente acumulan altas concentraciones de K* (Lai et al. 1991; M. Lai

& Hong, 2000; Oren, 2002). También se han descrito algunos organismos



capaces de acumular distintos solutos compatibles dependiendo de la salinidad
del medio o la fase de crecimiento en la que se encuentren e incluso se ha
reportado que algunos haldfilos son capaces de alternar entre la acumulacion de
KCI o solutos compatibles dependiendo de las condiciones ambientales (Deole &
Hoff, 2020; Desmarais et al. 1997; Galinski & Herzog, 1990; Lai & Gunsalus,

1992; Littlechild, 2015; Saum & Miiller, 2007, 2008)

1.3 Adaptaciones estructurales de las proteinas halofilas

Los organismos que utilizan la estrategia salt-in deben adaptar su
maquinaria celular, y particularmente sus proteinas, para que éstas funcionen a
altas concentraciones de sal. Estas modificaciones estructurales se han
estudiado principalmente en la clase Halobacteria y se pueden resumir en tres

rasgos principales (Fukuchi et al. 2003; Nath, 2016; Paul et al. 2008):

I) Superficie cargada negativamente: Esto es resultado de un aumento en los

residuos acidos, Asp y Glu, ademas de una disminucion en el contenido de Lys.

II) Disminucion de la superficie hidrofébica expuesta al solvente: Este rasgo

es generado por la disminucién en el contenido de Lys en la superficie.

[l) Reduccién del centro hidrofobico: Producto de una disminucion de los
residuos apolares voluminosos como lle, Leu, Phe y Met, y el aumento de los

residuos hidrofébicos de menor tamafio como Ala y Val.



Si bien los rasgos estructurales de las proteinas halofilas han sido
ampliamente estudiados, aun no hay una interpretacion clara del mecanismo
molecular por el cual algunas de estas modificaciones permiten que las proteinas
hal6filas sean estables y funcionales a una alta concentracion de sal.

El efecto hidrofébico es la principal fuerza que dirige el plegamiento de las
proteinas. A altas concentraciones de sal las interacciones hidrofobicas se ven
favorecidas (Ghosh, Kalra, & Garde, 2005). por lo tanto, es de gran importancia
encontrar un balance entre estabilidad y flexibilidad que sea compatible con la
funcién de la proteina. La disminucion del tamafio del centro hidrofébico de las
proteinas haléfila evitaria las conformaciones plegadas demasiado rigidas que
impidan la funcién de la enzima, principalmente su actividad catalitica (Lanyi,
1974; Lenton et al. 2016). Por otro lado, la disminucion de la superficie
hidrofébica expuesta a solvente evitaria la agregacion de proteinas debido a los
parches hidrofobicos expuestos en la superficie (Lenton et al. 2016).

Una de las principales interrogantes es el rol de los residuos &cidos en la
superficie. La teoria mas aceptada actualmente es la teoria de “solvatacion-
estabilizacion”, la cual plantea que estos aminoacidos formarian interacciones
electroestaticas estabilizadoras con iones hidratados, formando una capa de
solvatacién con una alta concentracién de iones en la superficie de la proteina,
la cual permitiria que ésta se mantenga soluble (Madern et al. 2000; Ortega et al.

2015; Zaccai et al. 1989). Sin embargo, solo en algunos estudios se ha



identificado la presencia de iones en estas capas de hidratacion (Britton et al.
2006; Lenton et al. 2016; Qvist et al. 2012).

La contribucion de estos residuos a la estabilidad de proteinas haldfilas es
aun topico de discusion. Algunos autores han propuesto que el rasgo mas
importante en la haloadaptacién no seria la carga negativa en la superficie, sino
que la disminucién del area accesible al solvente, dada principalmente por la
disminucién en el contenido de lisina en la superficie de la proteina (Britton et al.
2006; Tadeo et al. 2009). Este residuo tiene una cadena alifatica de gran tamafio
y su presencia en la superficie de la proteina resulta desfavorable, ya que el agua
se estructura de forma ordenada alrededor de esta (Talon et al. 2014).Ademas,
esta cadena también es altamente movil, por lo que su presencia en la superficie
dificultaria la formacion de una capa de solvatacion estable (Britton et al. 2006).
En este contexto algunos autores explican la preferencia de los residuos acidos
en la superficie de las proteinas haléfilas en base a que éstos tienen cadenas
laterales cortas, a diferencia de los residuos con carga positiva los cuales tienen
cadenas laterales voluminosas. Estas cadenas cortas se pueden organizar de
mejor manera en la superficie y permiten disminuir la interaccion de la superficie
de la proteina con el solvente, lo cual es favorable en condiciones donde el agua
es limitada. (Britton et al. 2006, Tadeo et al. 2009)

Estos tres rasgos caracteristicos de las proteinas halofilas se han descrito
en multiples proteinas de organismos hald6filos de la clase Halobacteria, sin

embargo, aln no esta claro si estos son mecanismos generales de adaptacion o



si son especificos para cada organismo o grupo filogenético. Un estudio
comparativo realizado con quinasas dependientes de ADP provenientes de tres
grupos filogenéticos distintos, Halobacteria, Methanosarcinales y Eucarionte,
determind que las proteinas de Methanosarcinales haléfilos se adaptan a la alta
concentracion de sal través de una estrategia no candnica, diferente a la
estrategia descrita para Halobacteria (Gonzalez-Ordenes et al. 2018).

En ese estudio se determind que en las proteinas de Methanosarcinales
haléfilos hay un aumento en el contenido de isoleucina en la capa interna de las
proteinas, siendo este aumento de un 97% en comparacion con organismos
eucariontes y en oposicién a lo descrito para Halobacteria, donde hay una
disminucién de los residuos hidrofébicos voluminosos (lle, Met, Phe etc.) y un
aumento en los residuos hidrofébicos pequefios (Ala y Val). De igual forma, en
las proteinas de Methanosarcinales halo6filos no se ve un aumento de los
residuos hidrofébicos pequefios y se puede observar que el centro hidrofobico
de estas proteinas es mas grande que el de las proteinas de Halobacteria (Figura
2).

Por otro lado, en las proteinas de Methanosarcinales haléfilos se ve un
aumento considerable en el contenido de acido aspartico, en comparacion a
Eucarionte. Este aumento en acido aspartico también se ve en las proteinas de
organismos haldéfilos de la clase Halobacteria, aunque mas intensamente. Al
comparar las proteinas de Methanosarcinales halofilos con las de la clase

Halobacteria, la diferencia mas significativa se ve en el contenido de lisina en la



capa externa; en las Halobacteria no se ve casi ninguna lisina mientras que en
los Methanosarcinales este residuo aumenta casi al doble con respecto a los

organismos eucariontes y siete veces con respecto a Halobacteria.

Methanqsarcmales Halohacteria
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Figura 2. Rasgos hal6filos de modelos por homologia de PFK/GK-ADP de
Halobacteria y Methanosarcinales haléfilos. En la parte superior se muestra el
potencial electroestatico de superficie, azul corresponde a carga positiva y rojo a carga
negativa (+ 3 kgT/e). En la parte inferior se muestran los residuos de la capa interna,
usando un criterio de exposicion superficial de residuos menor a 5A%. Se presenta un
modelo representativo de cada grupo Natronorubrum bangense (Halobacteria) y
Methanohalobium evestigatum (Methanosarcinales halofilo). Figura modificada de
Gonzalez-Ordenes et al. 2018.
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Esto resulta relevante ya que previamente se habia postulado que la
disminucion del contenido de lisina tenia un rol fundamental en la estabilizacion
de las proteinas haldfilas (Britton et al. 2006; Tadeo et al. 2009). El aumento de
lisinas con respecto a los organismos eucariontes otorga una carga positiva en
la superficie de la proteina de Methanosarcinales, contrario a lo observado para
las proteinas de Halobacteria, cuya carga superficial es altamente negativa
(Figura 2). En conjunto, estos resultados indican que las proteinas de
Methanosarcinales no comparten los rasgos estructurales usualmente asociados

a la halofilicidad. (Gonzalez-Ordenes et al. 2018).

1.4 Quinasas dependientes de ADP

La via de Embden-Meyerhof es la via metabdlica mas utilizada para la
degradacion de la glucosa (Brasen et al. 2014). Las arqueas se caracterizan por
poseer modificaciones de esta via metabdlica, siendo una de las principales
variaciones la presencia de quinasas dependientes de ADP, en vez de las
clasicas quinasas dependientes de ATP (Glucoquinasas y Fosfofructoquinasas)
(Guixé & Merino, 2009). Las quinasas dependientes de ADP se plantean como
buenos candidatos para estudiar las adaptaciones estructurales que permiten el
funcionamiento de las proteinas a alta concentracion de sal ya que estan
conservadas en el dominio Arquea y existen multiples estudios sobre sus
caracteristicas bioquimicas, biofisicas y estructurales (Brasen et al. 2014; Guixé

& Merino, 2009; Ito et al. 2003; Koga et al. 2000), siendo ademas el modelo
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utilizado en la elucidacion del mecanismo de adaptacion haldfila de los
Methanosarcinales (Gonzalez-Ordenes et al. 2018).

Las quinasas dependientes de ADP han sido descritas principalmente en
los o6rdenes Thermococcales, Methanosarcinales, Halobacteria vy
Methanococcales (Castro-Fernandez et al. 2017; Zamora et al. 2017) asi como
en algunos eucariontes y bacterias (Brasen et al. 2014). Estas quinasas son
homologas entre si pero cuando fueron descritas no fue posible atribuir
homologia por secuencia con las enzimas dependientes de ATP,
constituyéndose como una nueva familia de enzimas. Gracias a estudios
estructurales posteriores estas fueron clasificadas como miembros de la
superfamilia riboquinasa (Ito et al. 2001). Los miembros de esta familia de
quinasas dependientes de ADP poseen dos tipos de actividades;
fosfofructoquinasa (PFK) y glucoquinasa (GK), ambas de gran importancia en la
via glicolitica. Ademas de enzimas especificas para fructosa-6-fosfato o glucosa,
en esta familia existen enzimas bifuncionales, capaces de realizar ambas
actividades. Estructuralmente, estan compuestas por dos dominios: uno con un
plegamiento de tipo Rossman, con una lamina beta central compuesta de hebras
paralelas y 8 a hélices a su alrededor, el cual se conoce como el dominio mayor,
y un dominio mas pequefio compuesto de 4-5 hebras y hélices, el cual cumpliria
la funcién de tapa del sitio activo (Guixé & Merino, 2009).

Alineamientos de secuencias basado en comparaciones de estructuras

tridimensionales revelaron motivos estructuralmente conservados en la familia
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de las quinasas dependientes de ADP. El motivo GXGD, posee un residuo de
acido aspartico (D) altamente conservado, el cual actia como la base catalitica
gue remueve el proton del grupo hidroxilo del sustrato azlcar, activandola para
el ataque nucleofilico (Zamora et al. 2017). EI motivo NXXE y HXE, estan
involucrados en la coordinacion del cation metalico y finalmente el motivo
NXNXD, el cual es fundamental para la union del azicar durante la formacion
del complejo ternario (Abarca-Lagunas et al. 2015; Zamora et al. 2017).
Adicionalmente, estudios hechos con informacion estructural y cinética de las
quinasas de azucar dependientes de ADP de Thermococcales,
Methanococcales y Methanosarcinales permitieron identificar nuevos motivos
conservados involucrados en la interaccion con azucares (Zamora et al. 2017).
Estos motivos permiten clasificar a estas quinasas como especificas o
bifuncionales segun su especificidad por el azacar que utilicen como sustrato.
Segun el numero de secuencia de la fosfofructoquinasa dependiente de ADP de
M. burtonii estos motivos se indican en las tablas 1y 2.

Tabla 1. Motivos involucrados en la uniéon de azucares

Motivo 1 8G-X-(P/IAIG)-X-(EIA) *°
Motivo 2 179(1/V)-(N/H)180-X-(1/V)-X-(E/D)*84
Motivo 3 205R-X-|-X-X-X-(R/D)21

Tabla 2. Motivos involucrados en la unidn de azucares y su especificidad

Motivo Especifico glucosa Especifico F6P Bifuncional
1 G-X-(P/AIG)-X-E G-X-(P/AIG)-X-A G-X-(P/AIG)-X-E
2 (IIV)-H-X-(IIV)-X-(EID) | (I/V)-N-X-(I/V)-X-(E/D) | (I/V)-N-X-(1/V)-X-(E/D)
3 R-X-1-X-X-X-D R-X-1-X-X-X-R R-X-1-X-X-X-R

13



1.5 Clase Nanohaloarquea

El uso de herramientas de secuenciacion de genomas ha enriquecido
profundamente nuestro conocimiento sobre la diversidad microbioldgica.
Estudios recientes reportaron la existencia de una nueva clase de arqueas
hal6filas extremas de pequefio tamafio, llamadas Nanohaloarquea (Emerson et
al. 2011; Grant et al. 1999). La primera evidencia de estos organismos se obtuvo
en 1999, a partir de una muestra ambiental de un lago en Africa (Grant et al.
1999), sin embargo, no fue hasta el afio 2012 cuando se logro reconstruir casi
por completo los genomas de dos miembros de este grupo: ‘Candidatus
Nanosalina’ (43.5% G+C) y ‘Candidatus Nanosalinarum’ (56% G+C). El genoma
de estos organismos se obtuvo a partir de muestras ambientales proveniente del
lago Tyrrell, Australia, (salinidad 29%, pH 7) donde representan
aproximadamente un 10-25% de la comunidad total de arquea (Emerson et al.
2011). Representantes de este nuevo grupo filogenético también se han
encontrado en el desierto de Atacamay en una salina en Espafia (Crits-Christoph
et al. 2016; Finstad et al. 2017). En bases de datos publicas se han identificado
secuencias provenientes de distintos continentes (Africa, Asia, América y
Oceania) con un alto porcentaje de identidad a las Nanohaloarquea (>85%) lo
gue sugiere gue las Nanohaloarquea representan una fraccion importante de la
biomasa y diversidad en habitats altamente salinos (Andrade et al. 2015; Crits-

Christoph et al. 2016; Emerson et al. 2011; Finstad et al. 2017; Podell et al. 2013)
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Este nuevo grupo presenta varias caracteristicas que lo diferencian de otros
hal6filos extremos: su pequefio tamafio de aproximadamente de 0,6 um de
diametro, la ausencia de genes asociados a las vesiculas de gas Gvp (altamente
conservados en haldfilos) y el tamafio y contenido GC de su genoma, ambos
significativamente menor al de otros microorganismos haléfilos (Emerson et al.
2011). Metabolicamente, estos organismos serian predominantemente
aerobicos y heterotréficos, poseen las enzimas necesarias para llevar a cabo la
glicdlisis, sintesis y catabolismo de glicogeno y la via de las pentosas (Emerson
et al. 2011). La presencia de la via de las pentosas completa no se habia
demostrado en ninguna arguea y se plantea que podria haber sido adquirida a
través de transferencia horizontal de genes a partir de bacterias (Emerson et al.
2011), sin embargo, estos genes no se han encontrado en todas las
Nanohaloarquea descritas hasta la fecha (Crits-Christoph et al. 2016). Estudios
recientes hechos con una Nanohaloarquea antartica evidenciaron que las
Nanohaloarquea han evolucionado como organismos simbiontes que crecen
asociadas a un hospedero y no sobreviven como organismos autbnomos (Hamm
et al. 2019). Esta observacion se veria apoyada por la ausencia de genes
asociados a vias biosintéticas de lipidos, aminoacidos, nucleétidos y co-factores,
lo cual indica que si bien las Nanohaloarquea pueden metabolizar carbohidratos,
tienen capacidades biosintéticas limitadas.

Localizar a las Nanohaloarquea dentro del arbol filogenético del dominio

Arquea ha sido una tarea dificil ya que son organismos que evolucionan rapido
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y, ademas, como consecuencia de su caracter extremdfilo, tienen una
composicidon aminoacidica atipica (Aouad et al. 2018; Emerson et al. 2011,
Gribaldo & Philippe, 2002). Ambos factores pueden llevar a que secuencias que,
en realidad son distantes, sean agrupadas filogenéticamente, en base a una
similitud en la velocidad de su evolucion o composicién aminoacidica, mas que
a su senfal filogenética (Aouad et al. 2018; Gribaldo & Philippe, 2002). Debido a
esto, aln no se ha llegado a un consenso respecto a la posicion filogenética de
las Nanohaloarquea en el dominio Arquea (Figura 3).

Al momento de ser identificadas, mediante analisis de rRNA 16S vy
proteinas ribosomales fueron inicialmente propuestas como un grupo hermano,
distantemente relacionados, a la clase Halobacteria (Emerson et al. 2011). Otros
trabajos plantean que podrian pertenecer al superfilo DPANN (Rinke et al. 2013;
Williams et al. 2017) el cual consiste en organismos de pequefio tamafio con
genomas pequefios y de rapida evolucién, sin embargo, la existencia de este
superfilo ha sido cuestionada en multiples ocasiones (Aouad et al. 2018;
Gribaldo, 2014). Otros estudios han ubicado a las Nanohaloarquea vy
Halobacteria como dos lineas independientes que derivan desde dos linajes de
metandgenos distintos pero relacionados, donde las Nanohaloarquea estarian
relacionadas mas préoximamente con los Methanocellales, un orden de arqueas

de la clase Methanomicrobia (Aouad et al. 2018).
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Figura 3. Resumen de las posiciones filogenéticas propuestas para
Nanohaloarquea. Las lineas rojas punteadas corresponden a las posibles posiciones
filogenéticas propuestas para Nanohaloarquea. Los nimeros 1, 2 y 3 representan las
posiciones propuestas por los trabajos de Emerson et al. 2011, Rinke et al. 2013 y
Aouad et al. 2018, respectivamente. Modificado de Feng et al. 2019.

Los analisis del genoma de estos organismos indican que, al igual que los
organismos halodfilos ya conocidos, las Nanohaloarquea tienen una composicion
aminoacidica que les permite adaptarse a la vida en ambientes hipersalinos: el
punto isoeléctrico predicho para las proteinas es bajo (Crits-Christoph et al.
2016) poseen un alto niumero de aminoacidos cargados negativamente (Asp y
Glu) y tienen un bajo nimero de residuos con cadenas hidrofébicas voluminosas

(Trp, Phe, Leu, lle) (Emerson et al. 2011). Estas caracteristicas siguieren que las
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Nanohaloarquea utilizarian la estrategia de salt-in para sobrevivir a las altas
concentraciones de sal y que las adaptaciones estructurales de sus proteinas
podrian ser similares a las descritas para la clase Halobacteria, sin embargo, a
la fecha no se han reportado estudios in vitro sobre las proteinas de las

Nanohaloarguea y su adaptacion a altas concentraciones de sal.

En vista de las caracteristicas que distinguen a la clase Nanohaloarquea
de otras arqueas haldfilas, y considerando la escasa informacion que existe
sobre estos organismos, es interesante estudiar qué adaptaciones estructurales
asociadas a la halofilicidad estan presentes en las proteinas de Nanohaloarquea.
Este estudio podria dar cuenta si su estrategia es similar a la descrita para la
clase Halobacteria, para el orden Methanosarcinales o si poseen otra estrategia
aun no descrita. Para realizar estas determinaciones se utilizara una proteina
aun no caracterizada (Uniprot: AOA2P6W462) obtenida a partir del genoma de
Nanohaloarquea archaeon SW_4_43 9. Este es un haldfilo extremo (35% NaCl
0 5,9 M) cuyo genoma se obtuvo a partir de un depdsito de sal en el desierto de
Atacama. Su genoma se encuentra secuenciado de manera parcial (0,661 Mb)
y posee un contenido GC de 43.4%. Mediante analisis de la secuencia de esta
quinasa putativa dependiente de ADP se determiné que posee los motivos
conservados asociados a la familia de las quinasas dependientes de ADP (HXE,
NXNXD y GXGD) y corresponderia a una quinasa bifuncional dependiente de

ADP.
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2. Hipotesis y objetivos

2.1 Hipotesis

La quinasa dependiente de ADP de Nanohaloarquea archaeon SW_4 43 9 es
activa a altas concentraciones de sal y su estrategia de haloadaptacion es
disminuir el contenido de lisina en la superficie de la proteina, reducir el volumen
de su centro hidrofébico y aumentar el nUmero de amino&cidos acidos en la

superficie.

2.2 Objetivo general

Determinar el caracter halofilo y la estrategia de haloadaptaciéon de la quinasa

dependiente de ADP de Nanohaloarquea archaeon SW_4 43 9.

2.3 Objetivos especificos

1) Caracterizacién bioquimica de la quinasa dependiente de ADP de
Nanohaloarquea.

1.a Expresion recombinante y purificacion de la quinasa dependiente de ADP de
Nanohaloarquea a partir de H. volcanii.

1.b Caracterizacion de la actividad enzimatica y determinacion de los parametros

cinéticos de la quinasa dependiente de ADP de Nanohaloarquea.
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2) Analisis de las adaptaciones estructurales asociadas a halofilicidad de la
guinasa dependiente de ADP de Nanohaloarquea.

2.a Construccion de un modelo por homologia de la quinasa dependiente de ADP
de Nanohaloarquea.

2.b Analisis de las adaptaciones estructurales mediante herramientas

bioinformaticas.
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3. Materiales

3.1 Reactivos

Tabla 3. Reactivos utilizados

Proveedor Insumos Cdédigo/grado
BioRad Bradford 5000002
GE healthcare HisTrap HP 175248
Peptona 107213
Etanol Para cromatografia, >99%
NaCl Para analisis, >99,5%
KCI Para analisis, >99,5%
Merck MgCI2 Para analisis, >99,5%
MgSO4*7H,0 Para analisis, >99,5%
Casaminoécidos 2240-0OP
L-Triptofano 108374
2-mercaptoetanol > 99%
ADP >95% (HPLC)
_ _ NADH >97% (HPLC)
Sigma-Aldrich
PIPES >99% (Tritation)
Fructosa-6-fosfato >98%
PEG-600 202401
Extracto de levadura >99%
Winkler Glicina >98,5%
KCI Para analisis, >99%
Tris-Base >99,5%
Maestrogen Presg?rfgg ;Ir?)rtgr? Iidder 02101-250
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3.2 Vectores y cepas

La secuencia del gen que codifica para la proteina de Nanohaloarquea
(Uniprot: AOA2P6W462) se envid a sintetizar a la compafia GENSCRIPT
(Piscataway, NJ, United States) inserta en el plasmidio pTA1392, con un
segmento que codifica para un tag de 6 histidinas en el extremo amino terminal.
Este plasmidio introduce un promotor inducible por L-triptéfano y se usé para
transformar la arquea H. volcanii cepa H1895 mediante el método de formacion
de esferoplastos mediado por PEG (Cline, Lam, Charlebois, Schalkwyk, &

Doolittle, 1989).

3.3 Medios de cultivo
Las cepas recombinantes de H. volcanii se crecieron en los medios liquidos

Hv-Ca* y Hv-YPC a 45°C con agitacion (Allers et al. 2004; Guy et al. 2006).
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4. Metodologia

4.1. Métodos de caracterizaciéon bioquimica

4.1.1 Expresion y purificacion de la quinasa dependiente de ADP de
Nanohaloarquea

Los cultivos iniciales de las cepas recombinantes de H. volcanii se crecieron
en el medio liquido Hv-Ca* (50 ml) por aproximadamente 54 horas. Para escalar
el volumen de los cultivos, 1 litro de medio Hv-YPC se inoculé con un cultivo
saturado de Hv-Ca*, las células se crecieron hasta alcanzar una ODeoo de 0,5y
la expresién se indujo con 6 mM de L-triptéfano por 16 horas. Terminada la
induccion, el cultivo se centrifugé por 20 minutos a 6.000 rpm, las células se
resuspendieron en 25 ml de amortiguador de lisis (2M KCI, 25 mM Tris pH 7,8,
40 mM imidazol, 5 mM 2-mercaptoetanol y 1mM PMSF) y se sonicaron a 4°C con
40% de amplitud, pulsos de 20 segundos y 1 minuto de descanso (Digital Sonifier
450, Branson). Posteriormente, se centrifug6 el lisado celular a 18.000 rpm, 4°C
por 40 minutos y el sobrenadante se filtré de modo consecutivo con filtros de 0,45
y 0,22 ym. El filtrado se cargd en una columna de afinidad de iones metalicos
(Ni*?), HisTrap™ HP de 1 mL (GE Healthcare) previamente equilibrada con
amortiguador de union (40 mM imidazol, 2 M KCI, 25 mM Tris pH 7,8, 5 mM 2-
mercaptoetanol, 5% glicerol), luego se lavé con 20 mL de este amortiguador y se
eluyo con un gradiente lineal de imidazol de 40 mM a 350 mM (350 mM imidazol,

2 M KCIl, 25 mM Tris pH 7,8, 5 mM 2-mercaptoetanol y 5% glicerol). Las
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fracciones con actividad fosfofructoquinasa (PFK) se juntaron, se alicuotaron en

200 uL y se congelaron con nitrdgeno liquido para almacenarlas a -80°C.

4.1.2 Cuantificacién de proteinas

La concentracion de proteinas se determind utilizando el método de
Bradford (Bradford, 1976), con el reactivo para ensayo de proteinas Coomassie
G-250 (Bio-rad). Para realizar la curva de calibracion se utilizaron estandares de

diferentes concentraciones de albumina de suero bovino (BSA).

4.1.3 Electroforesis en gel

Para analizar la pureza de las proteinas se utilizaron geles de poliacrilamida
al 12%, en presencia de SDS. Las muestras de proteinas se precipitaron con
acido tricloroacético (TCA) para concentrarlas y disminuir la concentracién de sal,
luego se mezclaron con tampon de carga de proteinas (SDS 1%, glicerol 10%,
Tris-HCI pH 6,8 10 mM, 2-mercaptoetanol 1 mM, y azul de bromofenol), y fueron
sometidas a desnaturalizacion térmica por 5 min a aproximadamente 90 °C. La
electroforesis se llevd a cabo por aproximadamente 2 horas a 120V, utilizando
tampodn Tris-glicina-SDS 1X final. Posteriormente, el gel se tifié con azul brillante
de Coomassie R-250 y se destiid con una solucion de metanol 30%, acido
acético 40% y agua. Como estandar de peso molecular se utiliz6 un marcador de

proteinas pretefiido con un rango de 245-11 kDa.
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4.1.4 lIdentificacion de la proteina de Nanohaloarchaea por mapeo
peptidico

Las fracciones correspondientes al peak de elucion de la cromatografia de
afinidad se juntaron y se cargaron en un gel SDS-PAGE. La banda obtenida (con
el peso molecular esperado para la proteina de Nanohaloarquea) se envié al
instituto Pasteur de Montevideo, Uruguay, para su analisis con espectrometria
masas por la técnica de mapeo peptidico (MALDI-TOF/TOF). La muestra fue

digerida con tripsina y como matriz se utilizé acido a-ciano-4-hidroxicindmico.

4.1.5 Medicidn de la actividad fosfofructoquinasa (PFK)

La actividad PFK se midié segun el protocolo reportado por Kengens et al.
(1994) siguiendo la oxidacion de NADH (nicotinamida dinucleétido reducido) a
340 nm en un ensayo acoplado con las enzimas auxiliares: Aldolasa (1,3
unidades), triosafosfato isomerasa (50 unidades) y a-glicerofosfato
deshidrogenasa (5 unidades), todas de musculo de conejo (Sigma-Aldrich). Las
mediciones con las enzimas auxiliares se hicieron en un volumen final de 500 pl
a 25°C en amortiguador PIPES 25 mM pH 6,5y 0,2 mM de NADH. Los valores
de velocidad inicial se determinaron a partir de la variacion de absorbancia a 340
nm. El cambio en la concentracion de NADH se calcul6 utilizando un coeficiente
de extincion molar de 6220 M-tcm 1. Las mediciones de absorbancia se hicieron
en un espectrofotometro Hewlett Packard 8453. Para el célculo de la actividad
enzimatica a partir de la velocidad inicial, se considerdé una unidad enziméatica

(U), como la transformacién de 1 pmol de sustrato por minuto.
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4.1.6 Ensayos discontinuos actividad PFK

Para medir la actividad PFK en altas concentraciones de sal se utilizaron
ensayos discontinuos (Thomas & Kruger, 1994). Las reacciones se realizaron en
un volumen de 200 pl y se detuvieron con 11 ul de acido perclorico 97% (para
obtener una concentracion final de 3,7%), se dejaron en hielo por 5 minutos y
luego se neutralizaron con 120 ul de bicarbonato de sodio 1,5 M y se
centrifugaron a 4°C por 10 minutos a 13.000 rpm EI pellet fue descartado y el
sobrenadante se almaceno a 4°C para posteriormente realizar la cuantificacion
del producto de la reaccion, fructosa-1,6-bifosfato, con las enzimas auxiliares

descritas en la seccion anterior (Medicidn de la actividad fosfofructoquinasa).

4.1.7 Determinacion de parametros cinéticos

Se hicieron curvas de saturacién para los sustratos ADP-Mg y F6P mediante
ensayos discontinuos. Previo a la determinacion de parametros cinéticos se
hicieron curvas de progreso a concentraciones saturantes de ambos sustratos
(15 mM de F6P y ADP-Mg) y no saturantes (2 mM F6P y 3 mM de ADP-Mg). Para
ambas condiciones la reaccion se realizé a 40°C en presencia de PIPES 25 mM
pH 6,5, 2 M KCl y tiempos variables.

Para la curva de saturacion de F6P se utilizaron distintas concentraciones
de F6P y concentraciones fijas y equimolares de ADP y MgClz (15 mM ADP-Mg).
Para la curva de ADP-Mg se utilizaron distintas concentraciones de ADP-Mg y
una concentracion fija de F6P (30 mM). Para ambas curvas, la reaccion se incubé

10 minutos a 40°C con PIPES 25 mM pH 6,5y 2 M KCl y luego se detuvo con el
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protocolo mencionado anteriormente. La ecuacién de Michaelis-Menten y la
ecuacion de Hill se ajustaron a las velocidades iniciales determinadas. Ambos
ajustes se compararon usando el criterio estadistico de Akaike (Akaike, 1994)
con el software GRAPHPAD PRISMA version 6.0 (GraphPad Software Inc., San
Diego, CA, USA). Para el calculo de Kcat se utilizé el valor de Vmax determinado
para para cada uno de los sustratos y el peso molecular teérico calculado

mediante el servidor ProtParam de Expasy (Gasteiger et al. 2005).

4.1.8 Caracterizacion de la actividad enziméatica

Para caracterizar bioquimicamente la actividad PFK se hicieron ensayos a
distintas concentraciones de sal, temperatura y pH. Estos ensayos se realizaron
en condiciones saturantes (15 mM de F6P y ADP-Mg), y también no saturante de
sustratos (ADP-Mg 3 mMy F6P 2 mM) en el caso de las distintas concentraciones
de sal. En todos los casos, las incubaciones fueron de 30 minutos a 40°C, en
PIPES 25 mM pH 6,5y 2 M KCI (a menos que se indigue que la condicion es
variable). Los tampones usados para las mediciones a distinto pH se indican en
la tabla 4, los que se usaron a una concentraciéon de 100 mM. La actividad en
cada condicion se grafic6 como actividad relativa considerando como 100% la

actividad maxima obtenida en cada condicion.
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Tabla 4. Tampones de pH usados para la caracterizacion enzimatica

Intervalo de pH Tampon
1-25 Glicina-HCI
3-55 Acetato de Sodio

6,0-75 PIPES
8 HEPES
8,5-9,0 Glicina

4.1.9 Medicion de la actividad glucoquinasa
La actividad GK-ADP se midi6 con un ensayo acoplado utilizando la enzima

glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) de Leuconostoc mesenteroides.
Este ensayo se basa en la medicion de la reduccion de NAD* (nicotinamida
dinucledtido oxidado) a 340 nm y se realiz6 en un volumen de 0,2 mL que
contenia NAD* 0,5 mM, 5 mM de ADP-Mg (equimolar),10 mM de glucosay 2 M
KCI. Los ensayos se hicieron a distintos pH: 7,8 (amortiguador HEPES 25 mM) y
6,5 (amortiguador PIPES 25 mM). La reaccion se incub6 a 37°C por 5 horas en

un lector de placas (Synergy 2, Biotek).

4.2 Analisis bioinformaticos

4.2.1 Construccién y evaluacion de los modelos por homologia.
Se hicieron dos modelos por homologia de la quinasa dependiente de ADP

de Nanohaloarquea archaeon SW_4 43 9. Uno de los modelos se hizo con el
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programa Modeller (Sali & Blundell, 1994) utilizando un perfil evolutivo de la
familia de las quinasas dependientes ADP (119 secuencias). Como templado se
uso la estructura del Ultimo ancestro en comun de los Methanosarcinales (PDB
6C82), el que tiene un 29% de identidad con la secuencia de interés. Se hicieron
100 modelos y se seleccion6 el modelo con el menor puntaje DOPE. El otro
modelo fue generado con el servidor online Phyre2 (Kelley, Lawrence A. Stefans
Mezulis, 2016) y también se us6 como templado la estructura 6C8Z. Ademas, se
hicieron modelos por homologia de dos quinasas putativas dependientes de ADP
de los organismos Nanohaloarquea archaeon SG9 y Nanohaloarquea archaeon
SW_7_46_7. Estos modelos se hicieron con el programa Modeller utilizando
como templado la estructura 6C8Z, la que posee un 29% de identidad con ambas
secuencias. Para ambos casos, se generaron 100 modelos y se eligié el modelo
con menor puntaje DOPE.

Todos los modelos fueron refinados con el servidor online GalaxyWeb, con
la herramienta GalaxyRefine (Heo et al. 2013), y fueron evaluados con el servidor
SAVES, que reune las herramientas Verify3D (Eisenberg et al. 1997), ERRAT
(Colovos & Yeates, 1993), PROVE (Pontius et al. 1996) y PROCHECK
(Laskowski et al. 1993).

Verify3D analiza la compatibilidad entre el modelo atdmico y la secuencia
aminoacidica: cada posicion espacial estd asociada a un ambiente y la
preferencia estadistica de un aminoacido por cierta posicion espacial se llama

score 3D-1D, el que es calculado usando estadisticas colectadas de estructuras
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depositadas en PDB. Si un aminoéacido tiene un score 3D1D de mas de 0,2 va a
ser probable que ese aminoacido se encuentre en esa posicion. El porcentaje
gue se reporta en los resultados es el porcentaje de aminoacidos de la proteina

gue tiene un score 3D1D superior a 0,2.

ERRAT analiza las interacciones no enlazantes en una ventana de 9
aminoacidos. El valor que el programa entrega es el error que hay al comparar
las estadisticas de interacciones no enlazantes del modelo predicho, con las
estadisticas de estructuras altamente refinadas. El valor que se reporta en los
resultados es el porcentaje de la proteina para la cual el valor de error calculado

esta dentro del limite de confianza del 95%.

PROVE analiza el volumen atémico del modelo. A partir de estructuras
depositadas en el PDB, calcula un rango de volumen atémico estandar y luego
calcula el volumen atémico del modelo predicho; las desviaciones del modelo con
respecto al rango de volumen atomico estandar se asocian a errores en el
modelo. El porcentaje reportado en los resultados corresponde al porcentaje de

atomos outliers con respecto al rango de volumen atémico estandar.

PROCHECK analiza multiples pardmetros estereoquimicos. En este caso,

se utilizé para analizar las estadisticas del grafico de Ramachandran.
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4.2.2 Analisis de las adaptaciones estructurales por herramientas

bioinformaticas

Se analizaron 18 modelos estructurales de quinasas de azulcar
dependientes de ADP de 4 grupos filogenéticos distintos (Tabla 5); 6 de
Halobacteria, 6 de Eucarionte, 3 de Methanosarcinales halo6filos y 3 de
Nanohaloarquea. Los modelos de Halobacteria, Eucarionte y Methanosarcinales
se obtuvieron del trabajo de Gonzalez-Ordenes et al. (2018) y los de

Nanohaloarguea son trabajo de esta tesis.

4.2.2.1 Distribucién de residuos por grado de exposicién al solvente

Para analizar las caracteristicas estructurales asociadas a la halofilicidad,
se utilizé la herramienta de céalculo de area molecular expuesta, del servidor
WHAT IF (Vriend, 1990). Los residuos con méas 5 A2 de area molecular accesible
se consideraron como residuos de la capa externa y los residuos con menos 5
A2 de area molecular accesible se consideraron como residuos de la capa interna.
Para cada grupo filogenético se calculé el promedio de residuos en la capa
externa e interna tomando como 100% el total de aminoacidos de cada modelo
estructural. Posteriormente, se cuantifico el tipo y nimero de residuos en cada
capa. Para cada grupo filogenético, Halobacteria, Methanosarcinales,
Nanohaloarguea y Eucarionte, se calculé el promedio de cada aminoacido, donde

el 100% corresponde al total de amino&cidos de la capa externa o interna.
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Tabla 5. Secuencias usadas en el analisis estructural de modelos por

homologia.
s *Rango
codigo Organismo Actividad | de saIgM Optimo
UNIPROT
(NacCl)
F7XKY4 Methanosalsum zhiliane PFK-GK 0,2-2,5 0,6
D7ESP3 Methanohalobium PFK-GK | 1,751 | 43
evestigatum
D5E7K4 | Methanohalophilus mahii PFK-GK 0,4-3,5 2
MOCSPO Haloterrigena limicola PFK 1,7-51 3,1
MOLREG6 Halobiforma lacisalsi PFK >1,7 2,6-4,3
LOXHX4 Natronococcus Jeotgali PFK 1,3-51 4,1
LOWMF7 | Natronorubrum bangense PFK 21-43 3,9
LOXEP3 Natronococcus PFK | 1,4-52 | 31
amylolyticus
LOIBNS Halovivax ruber PFK >25 3,4
Q8VvDL4 Mus musculus GK - -
F7DTI9 Xenopus tropicalis GK - -
AO0JIML7 Danio rerio GK - -
Q9VvVUB9 D. melanogaster GK - -
Q9BRR6 Homo sapiens GK - -
Q86S40 C. elegans GK - -
AOA1D8M Nanohaloarquea - - -
RE6 archaeon SG9
AOA2P6W Nanohaloarquea - - -
674 archaeon SW_7_46 7
AOA2P6W Nanohaloarquea - - -
462 archaeon SW_4 43 9

*Se refiere al intervalo de concentracion de sal en el cual hay crecimiento del

organismo.
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4.2.2.2 Volumen de la capa interna

Se estimo el volumen total sumando el volumen de todos los aminoacidos
de la capa interna de la proteina. El volumen de cada residuo se obtuvo del
trabajo de Perkins (1986) y para cada grupo se calcul6 el promedio de volumen

de la capa interna en A3,

4.2.2.3 Potencial electroestatico de superficie y carga neta

Se calculé el potencial electroestatico utilizando la herramienta APBS
(Solucionador adaptativo de la ecuacion de Poisson-Boltzman) (Baker et al.
2001) del programa Pymol. Se utiliz6 una constante dieléctrica interior de 2 y una
exterior de 77, correspondiente al solvente. Los potenciales electroestaticos se
calcularon en un intervalo de -5 ksT/ (rojo, negativo,) y +5 ksT/e (azul, positivo).
Se calcul6 el potencial electroestatico de dos quinasas de azUcar dependiente de
ADP de cada grupo filogenético. Para calcular la carga neta de cada modelo se
utilizé el servidor H** (Gordon et al. 2005) considerando un pH de 7, salinidad de

0,2 My una constante dieléctrica interna y externa de 2 y 77, respectivamente.

4.2.2.4 Controles de modelos por homologia

A modo de control se hicieron 2 modelos por homologia de la quinasa
dependiente de ADP de Nanohalaorquea utilizando como templado una
secuencia de menor identidad. Uno de los modelos se hizo con el programa
Phyre2 y el otro con Modeller (control 1). En Modeller, se utiliz6 el mismo

alineamiento de secuencias de quinasas de azUcar dependientes de ADP
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mencionado en la seccion 4.2.1. y se generaron 100 modelos, de los cuales se
selecciond el modelo con menor puntaje DOPE. En ambos programas se utilizd
como templado la estructura cristalogréafica de la glucoquinasa de ratén (PDB:
5CCF) que tiene un menor porcentaje de identidad (23%). Luego para ambos
modelos se calculd el porcentaje de lisinas e isoleucinas en la capa externa e
interna, respectivamente y se calculo la desviacién estandar de estos valores,
considerando los modelos hechos con los templados de 23 y 29% de identidad.
Como control también se hicieron modelos por homologia de la estructura
cristalografica 6C82, utilizando secuencias con una identidad menor al 40%, con
el fin de calcular el porcentaje de error de los modelos por homologia con
respecto a la estructura experimental (control 2). En este caso también se
hicieron 2 modelos, uno con Modeller y otro con la herramienta “One to
one threading” de Phyre2, que permite elegir el modelo a utilizar como templado.
En Modeller, se utilizé el mismo alineamiento de secuencias de quinasas de
azucar dependientes de ADP mencionado en la seccion 4.2.1 y se generaron 100
modelos de los cuales se selecciond el modelo con el menor puntaje DOPE. En
ambos programas se us6é como templado la estructura cristalografica de la
glucoquinasa dependiente de ADP de Thermococcus litoralis (PDB: 4B8R), que
tiene un 36% de identidad con la secuencia del Gltimo ancestro en comun de los
Methanosarcinales. Ambos modelos fueron refinados con el servidor online
GalaxyWeb, con la herramienta GalaxyRefine (Heo et al. 2013) y se calculé el

porcentaje de lisinas e isoleucinas en la capa externa e interna, respectivamente.
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Finalmente, se calculo el error del porcentaje de los residuos de los modelos por
homologia usando el templado 4B8R, con respecto a la estructura cristalografica

de 6C8Z.
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5.Resultados

5.1 Objetivo especifico 1

5.1.1 Expresién recombinante y purificacion de la quinasa dependiente
de ADP de Nanohaloarquea a partir de H. volcanii

La quinasa dependiente de ADP de Nanohaloarquea se expreso en la
cepa H1895 de H. volcanii, de acuerdo con lo sefialado en la seccion de
metodologia. La enzima tiene un tag de histidina en el extremo amino terminal
por lo que fue purificada en una columna de afinidad de iones metalicos (Ni?*)
(Figura 4A). En el gel de poliacrilamida (Figura 4B) se pueden ver los distintos
pasos de la purificacion y la proteina luego de ser eluida. En el carril 1 se ve
la sobreexpresion de la proteina (48 kDa) en el lisado celular, sin embargo,
tras la purificacion se obtuvieron solo 1,6 mg de proteina por litro de cultivo.
Para confirmar que la proteina purificada corresponde a la quinasa
dependiente de ADP de Nanohaloarquea, una banda del gel correspondiente
a la proteina purificada se analizO mediante mapeo peptidico por
espectrometria de masas (MALDI-TOF/TOF) y se determiné que la muestra
correspondia a la quinasa dependiente de ADP de Nanohaloarquea archaeon
SW_4 43 9 (Anexo 9.1).

Tras la purificacion se logré un enriquecimiento de la actividad PFK y la
proteina se purificé alrededor de 250 veces con respecto al lisado celular
(Tabla 6). En la tabla de purificacion se puede ver que se obtuvo un
rendimiento del 100%, ya que la actividad total es mayor en la proteina pura

que en el lisado total. Esto es poco comun y puede deberse a una
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subestimacion de la actividad en el lisado debido a la presencia de algun
inhibidor o interferente que dificulte la medicién de actividad en esta muestra.
El porcentaje de pureza de la proteina final fue de aproximadamente 90%,

valor calculado a partir del analisis del gel con el programa ImageJ.
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Figura 4. Purificacion de la quinasa dependiente de ADP de Nanohaloarquea.
A) Cromatograma obtenido de la purificacion usando una columna de afinidad Ni-
NTA de 1 ml. B) Gel de poliacrilamida al 12%. En el carril 1: lisado celular, 2:
sobrenadante, 3: pellet, 4: frente de purificacion, 5: lavado, carril 6-11: fracciones

eluidas.
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Tabla 6. Tabla de purificacion de la PFK de Nanohaloarquea

Proteina o Actividad L
Fraccion total Atgigll'?j)d especifica pXﬁ?iiZco:gn Rend(lor/g)lento
(mg) (U/mg)
Lisado
870 39,2 0,05 1 100
celular
Frente de
e ., 725 0,0 0,0 0 0
purificacion
Lavado de
150 0,0 0,0 0 0
la columna
Proteina
. 3,2 40,4 12,6 252 100
purificada

5.1.2 Caracterizacion de la actividad y determinacion de los pardmetros

cinéticos de la quinasa dependiente de ADP de Nanohaloarquea

Una vez purificada la proteina, se realizé su caracterizacion cinética. Se
realizaron mediciones de la actividad GK y PFK probando distintas
concentraciones de sustrato, pH y temperatura. Finalmente, la caracterizacion
se hizo solo con respecto a la actividad PFK ya que no se encontraron valores
significativos de actividad GK (Anexo 9.2). La casi nula actividad GK fue un
hecho inesperado, ya que, mediante el andlisis bioinformatico inicial, se
habian identificado los motivos de secuencia asociados a la bifuncionalidad

descritos para esta familia de enzimas.
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Para medir la actividad PFK se us6 un ensayo acoplado basado en la
oxidacion de NADH (medicion a 340 nm), con las enzimas aldolasa, triosa-
fosfato-isomerasa y a-glicerofosfato deshidrogenasa. Estas enzimas no son
funcionales a una alta concentracion de sal, por lo que la actividad PFK fue
cuantificada de manera discontinua. En este tipo de ensayos no se puede ver
directamente el progreso de la reaccion, por lo tanto, previo a hacer la
caracterizacion cinética se realizé una curva de progreso para determinar el
tiempo de incubacién donde hay una formacién lineal de producto con
respecto al tiempo (Figura 5). De esta forma se determiné un tiempo de
incubacion de 10 minutos para las curvas de saturacion y 30 minutos para los

ensayos en distintas condiciones de temperatura, pH y concentracién de sal.

4000

—®— Saturante

—®— No saturante

Producto ( uM)

0 T T T
0 50 100 150 200

Tiempo (min)

Figura 5. Curvas de progreso actividad PFK. Concentraciones saturantes de 15
mM de F6P y ADP-Mg, concentraciones no saturantes de 2 mM de F6P y 3 mM de

ADP-Mg. Ambos ensayos se realizaron en presencia de 2 M KCI.
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Se realizaron curvas de saturacion para los dos sustratos, ADP-Mg y
fructosa-6-fosfato (F6P). A los valores de velocidad inicial se les ajusto la
ecuacion de Michaelis-Menten y la ecuacion de Hill (Anexo 9.3 y 9.4), con el
fin de evaluar qué modelo describe mejor los datos experimentales. Ambos
ajustes se compararon usando el criterio estadistico de Akaike (Tabla 7) y para
ambos casos el mejor ajuste se obtuvo con la ecuaciéon de Michaelis-Menten,
por lo tanto, esta fue la ecuacion utilizada para el célculo de los parametros
cinéticos (Tabla 8). Las curvas de saturacidbn para ambos sustratos se
muestran en la Figura 6 y los parametros cinéticos en la Tabla 8. La Kwv para
ambos sustratos se encuentra en el rango milimolar de concentracién y los
valores de kcat para ambos sustratos alcanzaron valores cercanos a 5 s*. A
partir de estos valores se calcularon las eficiencias cataliticas, ambas en el

mismo orden de magnitud de 10% Ms™,

A.

0 T T

0 T T T T
0 20 40 60 0 5 10 15 20 25

F6P (mM) ADP-Mg (mM)

Actividad especifica (U/mg)
N
|

Actividad especifica (U/mg)

Figura 6. Curvas de saturacién de la actividad PFK para F6P (A) y ADP (B). A)
Se utilizé una concentracion fija de 15 mM de ADP-Mg y concentraciones variables
de F6P. B) Se utilizé una concentracion fija de 30 mM F6P y concentraciones

variables de ADP-Mg. Para ambos sustratos, los ensayos se realizaron en 2 M KCI.
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Tabla 7. Comparacioén de ambos ajustes con criterio de Akaike

Comparacion de
modelos

F6P

ADP-Mg

Modelo mas simple

Michaelis-Menten

Michaelis-Menten

Probabilidad que esté

77,09% 51,11%
correcto
Modelo alternativo Sigmoide Sigmoide
Probabilidad que este 22.91% 48.89%
correcto
Razon de probabilidad 3,37 1,05

Modelo preferido

Michaelis-Menten

Michaelis-Menten

Diferencia en AlICc -2,427 -0,08886
Tabla 8. Parametros cinéticos para la actividad PFK
Sustrato KM VmaX kcat kcat/KM
(mM) (U/mg) (s™) (Ms™)
F6P 1,4+04 6,8+0,4 54+0,3 | 3,8x10%+521
ADP-Mg | 3,2+0,8 6,2 +0,5 49+0,6 | 1,5x10%+417
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Para caracterizar bioquimicamente la actividad PFK de esta quinasa, se
realizaron ensayos a distintas temperatura, pH y concentraciones de KCI
(Figura 7). Los ensayos a distinta concentracion de sal se realizaron en
condiciones saturantes (F6P 15 mM y ADP-Mg 15 mM) y no saturante (ADP-
Mg de 3 mMy F6P 2 mM). En todos los casos las incubaciones fueron de 30
minutos.

La temperatura donde se alcanza la méaxima actividad es de
aproximadamente 50°C, la que se pierde abruptamente al aumentar la
temperatura (Figura 7A). Por otra parte, la mayor actividad se obtiene
alrededor de pH 5 (Figura 7B). Finalmente, en el grafico de actividad a
distintas concentraciones de sal, se ve un aumento de la actividad enzimatica
a medida que aumenta la concentracion de la sal, demostrando el caracter
halofilo de esta enzima. En el caso de las condiciones saturantes de sustrato,
la actividad méaxima se obtiene a concentraciones menores de sal (1,5 M de
KCIl) y en condiciones no saturantes de sustrato se obtiene a mayores

concentraciones (3 M KCI) (Figura 7C).
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Figura 7. Actividad PFK en distintas condiciones. A) Actividad relativa a distintas temperaturas. Los ensayos se realizaron a
concentraciones saturantes de ambos sustratos en 2 M KCI, PIPES 25 mM pH 6,5. B) Actividad relativa a distintos pH. Los ensayos
se realizaron a concentraciones saturantes de ambos sustratos en 2 M KCI, 40°C y 100 mM de cada amortiguador. C) Actividad
relativa a distintas concentraciones de KCI. Los ensayos se realizaron a concentraciones saturantes (negro) y no saturantes (rojo)

de sustrato en PIPES 25 mM pH 6,5 y 40°C. El 100% corresponde a la actividad mas alta obtenida en cada condicion.
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5.2 Objetivo especifico 2

5.2.1 Construccion de un modelo por homologia de la quinasa
dependiente de ADP de Nanohaloarquea

Las proteinas haléfilas mas estudiadas son las proteinas de los
organismos de la clase Halobacteria. Actualmente, los rasgos observados en
estas proteinas se consideran una caracteristica universal para proteinas
hald6filas, sin embargo, un estudio realizado con proteinas haldfilas del orden
Methanosarcinales, demostré que no todas las proteinas haldfilas tienen las
mismas caracteristicas. Para determinar cual de estas estrategias de
haloadaptacion esta presente en la quinasa de azlcares dependiente de ADP
de Nanohaloarquea archaeon SW 4 43 9, se estudiaron sus adaptaciones
estructurales mediante herramientas bioinformaticas.

Para esto, se hicieron dos modelos por homologia de esta proteina
(Figura 8); un modelo fue construido con el programa Modeller, usando como
templado la estructura cristalogréfica del ultimo ancestro comdn de las
fosfofructoquinasa dependientes de ADP de Methanosarcinales (PDB:6C8Z)
y el otro modelo fue construido con el programa online Phyre2, usando como
templado la misma estructura cristalografica, pero con algoritmos distintos de
alineamiento y de construccion del modelo. La calidad de los modelos
resultantes fue evaluada con el servidor online SAVES, mediante las

herramientas Verify3D, PROVE, ERRAT y PROCHECK (Tabla 9 y 10).
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Superposicién

Phyre2 Modeller de modelos

Figura 8. Modelos estructurales de la quinasa dependiente de ADP de Nanohaloarquea archaeon SW_4 43 9. Modelos por
homologia generados con Phyre2 (primera columna) y Modeller (segunda columna). La tercera columna corresponde a una

superposicion estructural de los modelos hechos con Modeller (celeste) y Phyre2 (verde). Para cada modelo se muestra una vista

frontal y posterior (fila superior e inferior, respectivamente).

45



Tabla 9. Estadisticas del

modelos

grafico de Ramachandran para ambos

Estadisticas del grafico de
Ramachandran

Modelo Modeller

Modelo Phyre2

Residuos en regiones mas
favorecidas

337 (91,8%)

343 (93,50%)

Residuos en regiones

[0) 0,
permitidas adicionales 22 (6,00%) 18 (4,9%)
Residuos en regmngs 2 (0,5%) 4 (1,1%)
generosamente permitidas
Residuos en regiones no 6 (1,6%) 2 (0.5%)

permitidas

Tabla 10. Evaluacion de los modelos por servidores online

Puntaje
Servidor
Modelo Modeller Modelo Phyre2
Verify3D 78,22% 84,36%
Errat 86,89 91,11
Prove 6,90% 6,60%




Verify3D, analiza la compatibilidad del modelo estructural con la
secuencia aminoacidica. Si el modelo tiene un porcentaje mayor al 80%, se
considera que el modelo es compatible con la secuencia aminoacidica. En
nuestro caso, solo el modelo de Phyre2 cumpliria con esta condicion. ERRAT
analiza las interacciones no enlazantes. En las estructuras altamente
refinadas, un 95% de la proteina tiene un error que cae por debajo del valor
del rechazo y en este caso, ambos modelos presentan porcentajes cercanos
a 90, lo que es un valor aceptable considerando que son modelos por
homologia y no estructuras cristalograficas. PROVE analiza el volumen
atomico del modelo y se estima que un modelo es de alta calidad cuando tiene
menos de un 1% de atomos outliers. En este caso, ambos modelos tienen un
porcentaje de outliers entre 6,5 y 7%. PROCHECK analiza multiples
pardmetros estereoquimicos y en este caso se analizaron las estadisticas del
grafico de Ramachandran, donde se espera que un modelo de buena calidad
tenga por lo menos un 90% de los residuos estén en la zona mas favorecida,
criterio que se cumple en ambos modelos.

Al comparar las estadisticas de ambos modelos, el modelo hecho con
Phyre2 tiene una mejor evaluacién en cuanto a su geometria, interacciones
no enlazantes y volumen atémico, por lo tanto, este fue el modelo que se

utilizé para los andlisis posteriores.
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5.2.2 Analisis de las adaptaciones estructurales mediante herramientas
bioinformaticas

Las proteinas haldfilas de Halobacteria se caracterizan por tener un
aumento en el numero de residuos &cidos en la superficie, disminuir el
volumen de su centro hidrofébico y disminuir el nimero de lisinas en la
superficie. Estas adaptaciones estructurales se estudiaron en 18 modelos por
homologia de proteinas PFK-GK dependientes de ADP, agrupados en 4
grupos filogenéticos distintos: Methanosarcinales haldfilos, Halobacteria,
Eucarionte y Nanohaloarquea. Para el grupo Nanohaloarquea se tomé el
modelo realizado con Phyre2 del objetivo anterior y dos modelos por
homologia de quinasas putativas dependientes de ADP, de los organismos
Nanohaloarquea archaeon SG9 y Nanohaloarquea archaeon SW_7_46_7 los
cuales fueron construidos segun el protocolo indicado en la seccién de
metodologia. Los modelos de Methanosarcinales, Halobacteria y Eucarionte
se obtuvieron del trabajo de Gonzales-Ordenes et al. (2018). En todos los
modelos se analizo la distribucion de residuos en la capa externa e interna, el
volumen de la capa interna, el potencial electroestéatico superficial y la carga
neta.

Primero, todos los modelos se analizaron con el servidor WHAT IF para
calcular el area molecular accesible de cada residuo y determinar qué
porcentaje de ellos se encuentra en la capa interior (<5 A2 de area molecular
accesible) o capa exterior (>5 A2 de area molecular accesible). En la Figura
9A se grafica la distribucion de residuos totales segun su exposicion al

solvente. Se observa que las proteinas de Nanohaloarquea y Eucarionte

48



tienen un mayor nimero de aminoacidos en la capa interior, en comparacion
a los grupos haldfilos de Methanosarcinales y Halobacteria, siendo este ultimo
grupo el que tiene el menor porcentaje de aminoacidos en su capa interna.
Posteriormente, se estimé el volumen del centro hidrofobico considerando el
volumen de todos los residuos en la capa interna. En la figura 9B se observa
gue el volumen de la capa interna de las proteinas de Nanohaloarquea,
Eucarionte y Methanosarcinales es bastante similar entre si. La principal
diferencia se ve en el volumen de la capa interna de Halobacteria, la cual tiene
el menor valor de los 4 grupos analizados, esto coincide con los resultados
del andlisis de distribucién de residuos segun su exposicion, donde las

Halobacteria tienen el menor porcentaje de sus residuos en la capa interna.
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Figura 9. Distribuciéon de residuos totales segun su exposicion (A) y volumen de la capa interna (B). A) El 100%
corresponde a los residuos totales de cada proteina. Los datos corresponden al promedio de los modelos analizados para cada
grupo. B) Los datos corresponden al promedio del volumen de la capa interna de las proteinas de los 4 grupos filogenéticos:
Methanosarcinales haléfilos (Met), Halobacteria (Halo), Eucarionte (Euca) y Nanohaloarquea (Nano). Las barras corresponden

a la desviacion estandar.
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También se determind el nimero y tipo de residuo presente en la capa
interior y capa exterior de los distintos grupos filogenéticos. En la capa interna
de Nanohaloarqueas (Figura 10) el cambio mas significativo es la disminucion
en el contenido de aminoacidos hidrofébicos pequefios, como Alay Val, y el
aumento en el contenido de aminoéacidos voluminosos, Phe e lle, con respecto
a Halobacteria y Eucarionte. Una tendencia similar se ve en las proteinas de
Methanosarcinales, excepto por el aumento en Phe. Estos resultados se
contraponen lo observado en Halobacteria, donde hay un aumento en el
porcentaje de Ala y Val y una disminucion en el porcentaje de lle, Phe y Leu
con respecto a Eucarionte.

De acuerdo con estos resultados, la capa interna de las proteinas de
Nanohaloarquea es mas similar a las proteinas de Eucarionte vy
Methanosarcinales en cuanto al volumen vy distribuciébn de residuos,
respectivamente. En consecuencia, las proteinas de Nanohaloarquea no
tendrian, en su capa interna, los rasgos clasicos asociados a halofilicidad
reportados en la literatura, donde la disminucién del centro hidrofébico se ha
descrito como un rasgo altamente conservado en las proteinas halofilas

(Kastritis et al. 2007; Paul et al. 2008).
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Figura 10. Distribucion de residuos de la capa interna. Cantidad y tipo de residuos presentes en la capa interior de la proteina
(<5 A? de area molecular accesible). El 100% corresponde a los residuos totales de la capa interna. Los datos corresponden al

promedio de los modelos analizados para cada grupo. Las barras corresponden a la desviacion estandar.
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Por otro lado, en la capa externa (Figura 11), se ve que los tres grupos
hal6filos presentan un aumento en los aminoacidos negativos, Asp y Glu, en
comparacion a Eucarionte. Esto coincide con lo reportado en la literatura,
donde el aumento en los aminoacidos cargados negativamente en la
superficie se considera como uno de los rasgos mas caracteristicos de las
proteinas haldfilas, asociando estos residuos a una mayor estabilidad y
solubilidad en condiciones de alta salinidad. (Kastritis et al. 2007; Paul et al.
2008; Trevino et al. 2007)

Otro rasgo de la capa externa asociado a halofilicidad es la disminucion
en el niamero de lisinas. En las proteinas de Halobacteria, se observa que el
namero de este residuo disminuye casi a la mitad de lo observado para
Eucarionte. En las proteinas de Nanohaloarquea, sin embargo, se ve un
aumento en el numero de lisinas en comparacién a Halobacteria y Eucarionte.
Esta tendencia se ha reportado previamente en las proteinas de
Methanosarcinales haldfilos y se repite en las de Nanohaloarquea. Un alto
namero de lisinas en la superficie de las proteinas halodfilas es una
caracteristica interesante, puesto que algunos autores han propuesto que la
disminucién del niumero de lisinas en la superficie, podria ser el rasgo mas
importante en la haloadaptacién de proteinas (Britton et al. 2006; Tadeo et al.

2009).
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Figura 11. Distribucién de residuos de la capa externa. Cantidad y tipo de residuo que se encuentra en la capa externa

de la proteina (>5 A2 de area molecular accesible). El 100% corresponde a los residuos totales de la capa externa. Los datos

corresponden al promedio de los modelos analizados para cada grupo. Las barras corresponden a la desviacion estandar.
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Finalmente se calculo el potencial electroestatico de superficie de la PFK
de Nanohaloarquea archaeon SW_4 43 9y el de la quinasa dependiente de
ADP de Nanohaloarguea archaeon SG9 y se compararon con dos quinasas
dependientes de ADP de cada grupo: Halobacteria, Methanosarcinales
hal6filos y Eucarionte (Figura 12). Las proteinas de Nanohaloarquea,
Methanosarcinales y Eucarionte tienen una superficie con cargas tanto
positivas como negativas, las tres con una leve tendencia a las cargas
negativas que se hace mas evidente en las proteinas de Nanohaloarquea. Las
proteinas de Halobacteria en cambio, tienen una superficie cargada
negativamente, casi sin cargas positivas, lo cual concuerda con lo reportado
previamente en la literatura. Esta diferencia en el potencial electroestatico
superficial se puede cuantificar al analizar la carga neta de las proteinas de
estos cuatro grupos filogenéticos (Figura 13). Se puede observar que, si bien
todas estas proteinas tienen carga negativa, las proteinas de
Methanosarcinales halofilos y Nanohaloarquea, tienen una carga neta
negativa de menor magnitud que las proteinas de Halobacteria, pero aun asi
en promedio mas negativa que las proteinas de Eucarionte. Las proteinas de
Eucariontes presentan una gran dispersion en la carga neta ya que dos
proteinas de este grupo tenian carga positiva y todas las demas carga

negativa.
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Nanohaloarquea

Methanosarcinales
halofilos

Halobacteria

Eucarionte

Figura 12. Potencial electroestéatico de superficie de quinasas dependientes
de ADP. Los potenciales electroestaticos se muestran con un gradiente de color:
rojo (negativo, -5 kgT/e) y azul (positivo, +5 kg T/e) Para cada proteina se muestra
una imagen frontal y una posterior (A'y B).

1) Nanohaloarquea archaeon SW_4_43 9, 2) Nanohaloarquea archaeon SG9
3) Methanohalobium evestigatum 4) Methanohalophilus zhilinaea

5) Natronococcus Jeotgali, 6) Halobiforma lacisalsi

7) Mus musculus , 8) Homo sapiens
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Figura 13. Carga neta. Cada barra corresponde al promedio de la carga neta de las
proteinas de cada grupo filogenético: Methanosarcinales haléfilos (Met), Halobacteria
(Halo), Eucarionte (Euca) y Nanohaloarquea (Nano). Las barras corresponden a la

desviacion estandar.

Enla Tabla 11 se resumen los cambios en la distribucion de aminoacidos
en la capa interna y en la capa externa de las proteinas haldéfilas estudiadas
en este trabajo. Se observa que la Unica caracteristica compartida entre las
proteinas de Nanohaloarquea y Halobacteria es el aumento de aminoacidos
acidos en la superficie de la proteina, y que las caracteristicas de la
Nanohaloarguea concordarian mejor con el mecanismo no candnico de

adaptacion reportado para las proteinas de Methanosarcinales halofilos.
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Tabla 11. Resumen de las variaciones en distribucion de aminoacidos en

Halobacteria, Methanosarcinales haléfilos y Nanohaloarquea

Distribucion | Halobacteria Methano,sqrcmales Nanohaloarquea
halo6filos

T Ala 1Val 1 lle tlle = Phe
Capainterna

IPhe | ile lAla |Phe lAla | Val

1 Asp 1 Glu
Capa externa T Asp 1 GlutLys | 1 Asp 1 Glu tLys

ILys

Las flechas indican aumento o disminucion respecto a proteinas de Eucarionte. En
rojo se muestran los cambios que no concuerdan con lo observado para las

proteinas de Halobacteria.

A modo de control, se estudio el efecto de la calidad del modelo sobre
los pardmetros estudiados. Para esto se hicieron dos controles: el control 1
(Tabla 12) corresponde a dos modelos de la quinasa de N. archaeon
SW_4 43 9 generados con Phyre2 y Modeller utilizando como templado la
estructura de la glucoquinasa de raton (PDB: 5CCF) que tiene un menor
porcentaje de identidad (23%) y peor evaluacién en el servidor SAVES, es
decir un modelo con mayor error (Anexo 9.6 y 9.7). Para estos modelos se
cuantifico el porcentaje de isoleucina en la capa interna y lisina en la capa
externa y se comparo al valor obtenido para los modelos hechos con Modeller
y Phyre2 con el templado 6C8Z, (identidad 29%), ambos con mejor evaluacion
segun los mismos servidores. Para el control 2 (Tabla 13) se calcul6 el
porcentaje de isoleucina en la capa interna y el de lisina en la capa externa de
la estructura cristalografica del ultimo ancestro en comun de los

Methanosarcinales (PDB:6C8Z) y se compard con los porcentajes obtenidos
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para un modelo de esta misma secuencia generado con Phyre2 y Modeller,
utilizando como templado la estructura de la glucoquinasa dependiente de
ADP de Thermococcus litoralis (PDB: 4B8R), con un 36% de identidad.

Para el control 1 se calcul6 la desviacion estandar para el porcentaje de
isoleucina en la capa exterior y lisina en la capa exterior, la cual fue de 1,3y
0,9 respectivamente. Estos valores nos indican que no hay diferencias
significativas en la distribucion de estos aminoacidos al realizar estos analisis
con el modelo hecho con 29% o 23% de identidad, indicando que los posibles
errores en los modelos analizados no influyen significativamente en los
resultados obtenidos.

Para el control 2 se calculé el porcentaje de error al comparar el
porcentaje de lisinas e isoleucinas de la estructura experimental con el
porcentaje de las estructuras modeladas con Phyre2 y Modeller utilizando
como templado la estructura 4B8R. En el porcentaje de lisinas, ambos
programas tienen un error del 9,8%. El porcentaje de isoleucinas tiene un error
del 8,2% y 1,6% en Modeller y Phyre2, respectivamente. Estos resultados
indican que los cambios en los porcentajes obtenidos con los modelos son
robustos, y por lo tanto validan los resultados de distribucién de residuos

obtenidos para los modelos por homologia.
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Tabla 12. Control 1. Distribucion de aminoacidos en modelos de la quinasa de

N. archaeon SW 4_43 9 hechos con un templado de menor identidad (23%).

Residuo Phyre2 Modeller Phyre2 Modeller
6C8Z 6C8Z 5CCF 5CCF
Isoleucina 12.4% 10,9% 12.7% 10.4%
capa interior
Lisina capa 8.7% 8,1% 9.1% 7.4%
exterior

Tabla 13. Control 2. Distribucién de residuos de la estructura original 6C8Z y

modelos hechos con Phyre2 y Modeller para la misma secuencia.

. . Modelo 6C8Z Modelo 6C8Z
Residuo | 6C8Zoriginal |\ elier con 4B8R Phyre2 con 4B8R
Isoleucina 17.4% 15,9% 17,6%

capa interior
Lisina capa 15,3% 13,8% 13,8%
exterior
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6. Discusion

6.1 Caracterizaciéon de la actividad enziméatica y determinacién de
parametros cinéticos

De acuerdo con la caracterizacion de la actividad enzimatica, la quinasa de
Nanohaloarguea tiene actividad PFK, pero no se detectaron valores significativos
de actividad GK. Este resultado es inesperado ya que mediante ensayos
bioinforméticos se habia determinado que esta enzima tenia los motivos de
secuencia asociados a la bifuncionalidad (Zamora et al. 2017). Las enzimas
bifuncionales tienen dos actividades cataliticas fisiologicamente relevantes, en el
caso de esta familia de enzimas, actividad glucoquinasa y fosfofructoquinasa.
Este tipo de enzimas bifuncionales se ha identificado principalmente en arqueas
metandgenas (orden Methanosarcinales y Methanococcales), donde la glicdlisis
probablemente ocurre como una via metabdlica secundaria a la metanogénesis,
gue es la principal via de obtencién de energia (Castro-Fernandez et al. 2017,
Zamora et al. 2017). La presencia de una segunda actividad catalitica, sin
relevancia fisiolégica, se define como promiscuidad. En el caso de la quinasa de
Nanohaloarquea, la actividad glucoquinasa detectada fue muy baja y no fue
posible determinar los parametros cinéticos. Segun estas definiciones la actividad
GK detectada en la quinasa de Nanohaloarquea podria ser un remanente
evolutivo de bifuncionalidad, que en esta enzima se manifiesta como una minima
promiscuidad. La ausencia de una quinasa bifuncional no implica que esta

Nanohaloarquea no tenga actividad GK, ya que esta actividad podria estar
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presente en otro gen con actividad especifica para glucosa, como sucede en el
caso de los Thermococcales, donde se ha reportado la presencia de dos
quinasas especificas (PFK y GK) dependientes de ADP, codificadas por dos
genes distintos (Koga et al. 2000; Tuininga et al. 1999). A la fecha, en la
Nanohaloarquea archaeon SW_4 43 9 solo se ha identificado esta quinasa
dependiente de ADP, sin embargo, su genoma no esta completamente
secuenciado, por lo que es posible que posea otra enzima con actividad GK.

La ausencia de actividad GK fisiolégicamente relevante en esta proteina
indica que es necesario reevaluar los motivos usados para clasificar esta familia
de enzimas segun su especificidad de sustrato, ya que probablemente hay
determinantes estructurales que aun no se han identificado.

Metabolicamente, la evidencia bioinforméatica apunta a que las
Nanohaloarguea son organismos heterotréficos con capacidades biosintéticas
limitadas debido a su estilo de vida como organismos simbiontes (Hamm et al.
2019). En otras arqueas heterotrdficas, como las del orden Thermococcales, la
via glicolitica juega un papel fundamental en la produccion de energia y poder
reductor, por lo que la presencia de enzimas glicoliticas en algunas de las
Nanohaloargquea estudiadas a la fecha, sugiere que esta también podria ser una
via metabdlica de importancia en estos organismos (Crits-Christoph et al. 2016;

Emerson et al. 2011).
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En cuanto a los parametros cinéticos obtenidos para esta enzima (Tabla 8),
el valor de kcat para ambos sustratos esta en el mismo orden de magnitud de lo
reportado para otras quinasas dependientes de ADP. Sin embargo, la Km para
ambos sustratos es mayor a la reportada para otras enzimas de esta familia, la
cual suele estar en el rango micro molar. Este alto valor de Km se traduce en una
eficiencia catalitica 1 o 2 6rdenes de magnitud mas baja de lo reportado para
otras enzimas de la familia (Castro-Fernandez et al. 2017; Gonzalez-Ordenes et
al. 2018; Zamora et al. 2017). Aun cuando se desconoce la concentracion
citosdlica de F6P y ADP en Nanohaloaquea, estos valores se estudiaron en el
organismo halofilo M. acetivorans del orden Methanosarcinales y se determiné
gue la concentracion de ambos sustratos se encontraba en el rango milimolar
(Santiago-Martinez et al. 2016). Suponiendo que en el citoplasma de las
Nanohaloarguea hay concentraciones similares de estos sustratos, la Km para la
actividad PFK de esta enzima si se correlacionaria con las condiciones
fisiologicas.

Las enzimas provenientes de organismos halofilos se caracterizan por ser
estables y funcionales a altas concentraciones de sal, sin embargo, sus
requerimientos de sal son variados. Algunas proteinas alcanzan su maxima
actividad cuando la concentracion de sal llega a niveles molares (1-4M) (Rao et
al. 2009; Shirodkar et al. 2020; Wang et al. 2019), mientras que otras alcanzan
su maximo de actividad a concentraciones menores a 1 M de sal (Miyashita et al.

2017). En los gréficos de actividad a distinta concentracién de sal (Figura 7C)
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vemos que la actividad PFK de esta enzima depende fuertemente de la
concentracion de sal y que en condiciones saturante y no saturante de sustratos
la actividad aumenta significativamente al aumentar la concentracion de sal en el
medio de reaccion. En condiciones saturantes de sustratos, el maximo de
actividad se alcanza a 1,5 M de KCl y al seguir aumentando la concentracion de
sal, la proteina retiene aproximadamente un 80% de su actividad. En el caso de
la condicién no saturante, la actividad maxima se alcanza a los 3 M de KCI, que
fue la méxima concentracion evaluada. Estos resultados evidencian que la sal
tiene un efecto activador sobre la actividad PFK de la quinasa dependiente de
ADP de Nanohaloarquea, y que éste depende de la concentracion de sustrato.
El efecto de la sal en la actividad enzimatica se ha estudiado en otras
enzimas de esta familia que no provienen de organismos halofilos, como la
glucoquinasa de Thermococcus litoralis. En este caso, la actividad enzimética
disminuye al aumentar la concentracion de sal, sin embargo, la enzima mantiene
aproximadamente un 60% de su actividad a concentraciones molares de sal
(Seminario de titulo Nicolas Fuentes Ugarte). La enzima de T. litoralis es
hipertermdfila por lo que es posible que los rasgos que le permiten ser
termoestable, como el aumento de los residuos cargados, también le permitan
mantener su actividad a concentraciones molares de sal. Si bien la glucoquinasa
de T. litoralis no se inactiva con las altas concentraciones de KCI, la sal
claramente no tiene el efecto activador que si se observa en la quinasa de

Nanohaloarquea. Esto nos sugiere que la resistencia a las altas concentraciones
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de sal no seria una caracteristica de esta familia de enzimas, sino que estaria
dada por el caracter halofilo del organismo estudiado. De igual forma, hace falta
mas evidencia para confirmar estas observaciones.

La sal puede afectar la actividad enzimatica en multiples formas; en gran
parte de las enzimas haldfilas descritas, la inactivacion a bajas concentraciones
de sal se explica por el desplegamiento ya sea parcial o completo de la enzima
(Bandyopadhyay & Sonawat, 2000; Pundakk & Eisenberg, 1981; Souza et al.
2012). En nuestro caso, no se puede determinar si el desplegamiento completo
o parcial es la causa de la baja de actividad a bajas concentraciones de sal, ya
gue no se hicieron analisis estructurales a distintas concentraciones de sal.
Estudios de dicroismo circular o fluorescencia intrinseca de triptéfano a distintas
concentraciones de sal, podrian dar cuenta del efecto de la sal en la estructura
de esta quinasa.

El efecto activador de la sal y su dependencia con la concentracion de
sustratos en la actividad PFK de esta enzima, también pueden estar explicados
por una variacion de los parametros cinéticos (Hecht et al. 1989; Ryu et al. 1994;
Souza et al. 2012; Wright et al. 2002). La diferencia en la concentracion de sal a
la que la enzima alcanza la maxima actividad en los graficos a distinta
concentracion de sal (en la condicién saturante y no saturante) (Figura 7C) puede
indicar que la sal no solo afecta la catalisis enzimética, sino también la unién de
los sustratos a la enzima. En condiciones saturantes de sustrato solo se ve el

efecto de la sal en la catdlisis, ya que cualquier cambio en la afinidad de la enzima
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no seria visible debido a la alta concentracion de ambos sustratos. Por otra parte,
la curva a concentraciones no saturantes de sustrato permite ver el efecto de la
sal en la catalisis y también en la unién de los sustratos. En el caso de que la sal
no afectara la union de los sustratos a la enzima, la actividad maxima se
alcanzaria en ambos casos en la misma concentracién de sal y las curvas de
actividad relativa a distinta concentracion de sal se superpondrian. Para
determinar el efecto de la sal en los parametros cinéticos (kcaty Km) €S necesario
hacer curvas de saturacion de sustrato a distintas concentraciones de sal. Segun
lo reportado en la literatura, no es posible establecer un patrén general de
comportamiento para la dependencia de los pardmetros cinéticos a distintas
concentraciones de sal (Madern et al. 2000). Se ha reportado que en algunas
enzimas el aumento en la concentracion de sal genera un aumento en la Kwm
(Hecht et al. 1989; Muriana et al. 1991), mientras que en otras este parametro
disminuye (Ryu et al. 1994; Souza et al. 2012) o se mantiene constante
(Liebermanf & Lanyi, 1972; Okamoto et al. 2009), lo mismo sucede con la Kcat.
Finalmente, un aspecto escasamente estudiado de la haloadaptacion en
enzimas es la union especifica de iones a la proteina. En el caso de la malato
deshidrogenasa de Haloarcula marismortui se identificaron sitios de unién a CI-
en la interfaz de unién entre dimeros y entre monémeros, lo cuales estabilizarian
la estructura tetramérica de la enzima a 4 M de sal (Irimia et al. 2003). Otro caso
es la glucosa deshidrogenasa de Haloferax mediterranei, donde uno de los

sustratos (NADP) se localiza en un bolsillo formado por las cadenas laterales de
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aminoacidos altamente conservados (argininas) y dos iones de potasio (Britton
et al. 2006). Este tipo de interaccion es mas compleja de estudiar, sin embargo,
es posible hacerlo mediante estructuras cristalograficas de la proteina de interés.

En la Figura 7C también podemos observar que la enzima retiene un 18%
de su actividad a 0,5 M de KCI, la menor concentracion de sal ensayada. La
inactivacion en ausencia de sal no es un requisito de las enzimas haldfilas, si bien
la mayoria de ellas se inactivan en ausencia de sal, también se han reportado
casos donde la actividad se retiene a pesar de la ausencia de sal (Madern &
Zaccai, 2004, Ishibashi et al. 2001, Hutcheon et al. 2005). En este caso, habria
gue hacer ensayos enzimaticos en ausencia de sal para determinar si ésta es
indispensable o no para la actividad PFK. Cabe mencionar que las mediciones a
distinta temperatura, concentracion de sal y pH (Figura 7) se realizaron luego de
una incubacién de 30 minutos y, como no tenemos conocimiento sobre la cinética
de desplegamiento de esta proteina, no existe certeza de que en este tiempo se
haya alcanzado el equilibrio. Es posible que el 18% de actividad retenido a 0,5 M
de KCI sea consecuencia del tiempo de incubacién insuficiente para desplegar la
proteina. Teniendo esto en consideracion seria util realizar estas mismas
mediciones (distinto pH, temperatura y concentracion de sal) pero con un tiempo
de incubacion mayor para asegurar que se haya alcanzado el equilibrio.

Al analizar la actividad enzimatica a distintas temperaturas (Figura 7A) se
observa que el maximo se encuentra alrededor de los 50°C y que ésta disminuye

abruptamente a medida que aumenta la temperatura. En cuanto a los ensayos
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de pH (Figura 7B), se ve que el maximo de actividad se alcanza entre pH 5-6, y
gue la enzima se inactiva casi completamente al bajar el pH de 5. Segun estas
mediciones la enzima quinasa dependiente de ADP de Nanohaloarquea no seria
resistente a condiciones extremas de pH ni temperatura. El genoma de este
organismo se obtuvo a partir de un depoésito de sal en el salar Llamara, en el
desierto de Atacama, donde la temperatura ambiental maxima alcanza
aproximadamente 40°C y un minimo de -6°, por lo tanto, en este ambiente la alta

termoestabilidad no seria un requisito.

De acuerdo con los resultados de este trabajo, la quinasa dependiente de
ADP de Nanohaloarquea es especifica para F6P y su actividad maxima se

alcanza a concentraciones molares de KCI.

6.2 Modelos por homologia y adaptaciones estructurales asociadas a
halofilicidad

La calidad de un modelo por homologia es un factor importante para evaluar
las conclusiones que se pueden derivar de él. En este trabajo, la estructura con
mayor identidad de secuencia con las tres proteinas de interés fue la del ultimo
ancestro en comun de los Methanosarcinales (PDB: 6C8Z), la cual tiene un 29%
de identidad con las tres quinasas dependientes de ADP de Nanohaloarquea.
Cuando la identidad entre el templado y la secuencia objetivo es menor al 40%,
la exactitud del alineamiento es el factor mas importante que afecta la calidad del

modelo (Rigden, 2017). En este trabajo, para obtener el mejor alineamiento
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posible, los modelos hechos con Modeller se hicieron con un perfil evolutivo de
119 secuencias de quinasas de azucares dependientes de ADP. De esta forma,
es posible obtener un alineamiento mas robusto entre la proteina de interés y el
templado. En el caso de Phyre2, este servidor utiliza la metodologia de
comparacion perfil-perfil (profile-profile matching/comparison) para buscar
homologos y alinear el templado a la secuencia de la proteina de interés. El perfil
de una secuencia (construido a partir de un alineamiento multiple de secuencias
homologas) entrega mas informacién sobre la familia de proteinas que una sola
secuencia, lo que se traduce en mayor sensibilidad al buscar secuencias
homologas (se encuentran homologos remotos) y mayor exactitud al hacer los
alineamientos (Eddy, 1998; Séding, 2005).

En nuestro caso, hicimos analisis estructurales generales sobre el tipo y
namero de residuos en la proteina, por lo tanto, errores en el empacamiento de
cadenas laterales o en la conformacion de los loop, no afectarian mayormente
las conclusiones obtenidas a partir de estos analisis. Esto fue comprobado con
los controles que se muestran en la seccion 5.2.2, donde se comprueba que el
bajo porcentaje de identidad no influye mayormente en los resultados de
distribucion aminoacidica.

Los analisis de distribucion de residuos, carga neta y volumen del centro
hidrofébico evidencian que las quinasas dependientes de ADP de
Nanohaloarquea se adaptan a la alta concentracibn de sal mediante un

mecanismo alternativo, distinto al reportado para las proteinas Halobacteria. En
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estos andlisis se puede ver que las quinasas dependientes de ADP de
Halobacteria conservan los tres rasgos clasicamente asociados a halofilicidad:
aumento de los residuos negativamente cargados en la superficie, disminucion
del tamafio del centro hidrofébico y disminucion de las lisinas en la superficie,
mientras que en Methanosarcinales y Nanohaloarguea el Unico rasgo haléfilo
conservado es el aumento de residuos cargados negativamente en la superficie.

Los andlisis de la capa interna indican que las proteinas de Nanohaloarquea
no reducen el tamafio de su centro hidrofébico, de hecho, este tiene un valor
similar al valor observado para Eucarionte y Methanosarcinales hal6filos y es 1,4
veces mayor a lo visto para Halobacteria (Figura 9B). Este aumento en el
volumen se explica porque un mayor porcentaje de sus aminoacidos totales se
encuentra en el interior de la proteina (Figura 9A) y un alto porcentaje de éstos
son residuos hidrofébicos voluminosos como isoleucina y fenilalanina (Figura 10).
El principal razonamiento tras la reduccion del centro hidrofébico en las proteinas
haléfilas, visto clasicamente en Halobacteria, es evitar que la conformacién
plegada de la enzima sea demasiado rigida, ya que las interacciones hidrofébicas
de la capa interna se ven intensificadas por la alta concentracion de sal (Ghosh
et al. 2005). Los resultados obtenidos con los modelos de Nanonaloarquea nos
indican que la reduccién del centro hidrofébico no seria un requisito para la
haloadaptacion y que proteinas con un centro hidrofébico de tamafio similar a las
proteinas mesofilas también pueden ser funcionales a altas concentraciones de

sal. Tomando esto en consideracion, la disminucién del centro hidrofébico visto
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en las proteinas de Halobacteria podria ser una variacion permitida en los
entornos de alta salinidad, donde un centro hidrofobico de menor tamafio seria
suficiente para promover el plegamiento de la proteina.

En cuanto a la capa externa, se observa que las quinasas de
Nanohaloarguea tienen 7,2 veces mas lisinas que las quinasas de Halobacteria
y 2 veces mas de lo observado para los Eucarionte (Figura 11). La disminucion
de lisinas en la superficie de las proteinas haldfilas esta asociada principalmente
a una disminucion de la superficie hidrofébica expuesta a solvente (Britton et al.
2006; Tadeo et al. 2009), la cual seria beneficiosa en un ambiente donde la
disponibilidad de agua es limitada. En el caso de la quinasa de Nanohaloarquea
el numero de lisinas en la superficie es mas similar al de las proteinas de
Methanosarcinales halofilos.

Las proteinas de organismos hal6filos también se caracterizan por tener una
carga neta altamente negativa, debido a su alto nimero de aminoacidos acidos.
Las proteinas de Nanohaloarguea tienen un porcentaje de aminoacidos acidos
comparable a lo visto para Halobacteria (Figura 11). Sin embargo, la carga neta
en este caso es menos negativa que la encontrada en las proteinas de
Halobacteria (Figura 12 y 13). Esta disminucidon en la carga negativa se podria
explicar por el aumento en el porcentaje de lisina, que compensaria las cargas
negativas del acido aspartico y acido glutamico.

Estas diferencias en la distribuciébn de aminoé&cidos en la capa interna y

externa reflejan que estos tres grupos filogenéticos, Methanosarcinales,
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Halobacteria y Nanohaloarquea, han desarrollado distintas estrategias para
adaptarse a las altas concentraciones de sal. Al comparar las caracteristicas
estructurales de estos tres grupos, se puede observar que las proteinas de
Nanohaloarquea tienen mas rasgos en comun con las proteinas de
Methanosarcinales haldfilos que con las proteinas de Halobacteria. Los
Methanosarcinales halofilos en su mayoria han sido descritos como organismos
gue utilizan la estrategia de solutos compatibles. En este contexto, una superficie
con carga heterogénea y un centro hidrofébico y area hidrofébica expuesta al
solvente similar a las proteinas de Eucarionte tendria sentido, ya que en estos
organismos no hay altas concentraciones de sal en el citoplasma. Efectivamente,
se ha reportado que algunas de las proteinas de estos organismos se inactivan
al aumentar la concentracion de sal (Gonzalez-Ordenes et al. 2018). Esta
tendencia en la distribuciéon de residuos, donde no se ve una adaptacion a nivel
de centro hidrofébico o carga superficial, se ha observado también en otras
proteinas de organismos hal6filos que usan la estrategia de salt-out (Siglioccolo
etal. 2011).

Los estudios realizados hasta ahora con las Nanohaloarquea no han
determinado experimentalmente si estos organismos utilizan la estrategia de salt-
in 0 de solutos compatibles, sin embargo, la evidencia bioinformatica apunta a
gue estos organismos utilizarian la estrategia de salt-in. En el caso de la quinasa
de Nanohaloarquea estudiada en este trabajo, se puede observar que el aumento

en la concentracion de sal produce un aumento de la actividad enzimética (Figura
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7C), lo que apoyaria la hipotesis de que estos organismos utilizan la estrategia
de salt-in y a la vez, pone en evidencia que esta enzima es funcional a altas
concentraciones de sal, a pesar de no tener las caracteristicas clasicamente
asociadas a halofilicidad: carga superficial altamente negativa y reduccion del
tamafo de su centro hidrofobico y area hidrofébica expuesta a solvente. Esto
contrasta fuertemente con lo descrito en la literatura, donde estos rasgos
estructurales se consideran requisitos para la estabilizacion de las proteinas
hal6filas a una alta concentracion de sal, y apoya la idea de que podria existir
mas de un mecanismo de haloadaptacion. En la literatura es posible encontrar
otros ejemplos, aunque escasos, de proteinas hal6filas que tampoco poseen las
caracteristicas estructurales asociadas a halofilicidad. En el orden
Halanaerobium de bacterias halofilas se ha demostrado la acumulacién de KCI
en el citoplasma. Sin embargo, al analizar su genoma las enzimas no presentan
un contenido alto de aminoacidos negativos ni un bajo numero de aminoacidos
hidrof6bicos, a pesar de ser activas en altas concentraciones de sal (Bardavid &

Oren, 2012).

La idea de que existe mas de un mecanismo para lograr la adaptacion a
condiciones extremas ha sido explorada principalmente en las proteinas
termofilas, las proteinas extreméfilas mas ampliamente estudiadas. Estudios
hechos con reconstruccion de proteinas terméfilas ancestrales, reportaron que si

bien la estabilidad es el principal factor que dirige la evolucion de las proteinas,
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éstas pueden explorar distintas secuencias y mecanismos de estabilizacion,
generando diversidad biofisica y nuevas vias evolutivas (Hart et al. 2014).
Efectivamente, en estas proteinas no se ha identificado un mecanismo general
anico para la adaptacion a altas temperaturas, en cambio, se ha descrito que
existen distintos factores que contribuyen a la termoestabilidad (aumento en
puentes salinos, contactos hidrofébicos, puentes de hidrogeno, entre otros) y que
las proteinas termdéfilas ocupan diferentes combinaciones de estos mecanismos
para adaptarse a las altas temperaturas. Considerando esto, algunos autores han
propuesto que las diferencias observadas en las estrategias de estabilizacion
podrian ser explicadas por las distintas historias evolutivas de los organismos. El
2005, Berezovsky y colaboradores describieron que proteinas de organismos que
se originaron en ambientes hiperterméfilos comparten ciertas caracteristicas (son
mas compactas e hidrofébicas), mientras que proteinas de organismos que
evolucionaron como mesofilos, pero luego recolonizaron ambientes de alta
temperatura, comparten otras caracteristicas (aumento de puentes salinos). De
igual forma, el 2006 Mizuguchi y colaboradores determinaron que la distribucién
aminoacidica en proteinas terméfilas de arquea y de bacteria, a pesar de tener
ciertas similitudes, era distinta para ambos grupos filogenéticos. Los resultados
de esta tesis nos indican que, al igual que la termoadaptacion, la haloadaptacion
en proteinas podria lograrse mediante mas de una estrategia.

En términos de distribucién aminoacidica, la estrategia de haloadaptacion

de las proteinas de Nanohaloarquea consistiria principalmente en un alto nimero
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de aminoacidos cargados en la superficie: Asp, Glu y Lys, sin embargo, las bases
moleculares por las cuales estos residuos otorgarian resistencia a la salinidad en
esta quinasa son una interrogante. Segun la teoria de solvatacion-estabilizacion,
el acido aspartico y el acido glutdmico serian capaces de formar interacciones
electroestaticas estabilizadoras con iones hidratados, sin embargo, aun no hay
suficiente evidencia experimental que avale esta teoria. Otros estudios también
plantean la importancia de los residuos negativos en la formacion de puentes
salinos (Dym et al. 1995), union de moléculas de agua con mas fuerza (Lenton et
al. 2016), prevenir la agregacion de las proteinas (Lenton et al. 2016) y favorecer
la estabilidad (Trevino et al. 2007) y solubilidad (Kramer et al. 2012) en
condiciones de alta salinidad. Si bien el rol de los residuos negativos en la
superficie no esta claro, la conservacion de este rasgo en Halobacteria,
Methanosarcinales y Nanohaloarquea indica que esta podria ser una
caracteristica importante en la haloadaptacion.

Por otro lado, en multiples ocasiones se ha reportado que en las proteinas
haléfilas el nimero de lisinas en la superficie es muy reducido en comparacion a
Eucarionte. El rol de este residuo no ha sido extensamente estudiado, no
obstante, algunos estudios indican que no contribuye a la estabilidad de
proteinas con carga neta negativa (Trevino et al. 2007) y que une moléculas de
agua débilmente (Collins, 1997; Kramer et al. 2012). Segun esta evidencia, un

aumento en el porcentaje de este residuo no seria favorable en las proteinas
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haldfilas, por lo que su rol en el mecanismo de haloadaptacion de esta proteina
debe ser estudiado.

La existencia de mas de un mecanismo de adaptacion es un concepto
nuevo dentro del estudio de proteinas haldfilas, ya que practicamente todas las
proteinas descritas a la fecha compartian las mismas adaptaciones estructurales.
El hecho que no existan mas reportes sobre proteinas halodfilas con otras
caracteristicas estructurales podria explicarse, en primer lugar, por la limitada
diversidad de los grupos filogenéticos que han sido estudiados, de los cuales un
gran porcentaje pertenece a la clase Halobacteria y, en segundo lugar, porque
estos mecanismos alternativos podrian ser menos conservados y estar acotados
a un grupo reducido de organismos. En este contexto, ganar conocimiento sobre
la diversidad de microorganismos que habita los ambientes extremos es un
elemento muy importante a la hora de profundizar nuestros conocimientos sobre
la haloadaptacion, como ha sido demostrado en este caso con las

Nanohaloarguea.

Si bien este trabajo constituye parte inicial para la evidencia de que existen
mecanismos alternativos de haloadaptacion, son necesarios mas estudios, con

mayor nimero y diversidad de secuencias, para confirmar estas observaciones.

Actualmente la relacion filogenética de las Nanohaloarqueas con las

Halobacteria y Methanosarcinales aun es tema de debate. Las caracteristicas
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conservadas entre estos tres grupos filogenéticos podrian a atribuirse tanto a
procesos de divergencia evolutiva, en caso de que estos tres organismos tuvieran
un ancestro en comun, como a procesos de convergencia evolutiva, si las
Nanohaloarguea no tuvieran un ancestro en comun con las Halobacteria y
Methanosarcinales, lo que ha sido propuesto por diversos autores.

Los resultados obtenidos en este trabajo evidencian que no todas las
proteinas haldfilas (activas a altas concentracion de sal) tienen las caracteristicas
estructurales descritas en la literatura como requisitos para la haloadaptacion. En
vista de esto, resulta necesario reevaluar los rasgos estructurales asociados a
halofilicidad y considerar que puede existir mas de un mecanismo por el cual las
proteinas haléfilas se adaptan a la alta concentracion de sal, el cual puede variar
segun el grupo filogenético que se estudie. Por otro lado, este trabajo también
destaca la importancia de analizar secuencias de proteinas de distintos grupos
filogenéticos, para asi explorar sin sesgos las caracteristicas estructurales de
estas proteinas y entender de mejor manera la adaptacion a altas

concentraciones de sal.

77



7. Conclusiones

1)

2)

3)

4)

De acuerdo con la caracterizacion de su actividad enzimatica, la quinasa
dependiente de ADP de Nanohaloarquea es una enzima haldfila, activa a
concentraciones molares de KCI y, aun cuando tiene los motivos

asociados a la bifuncionalidad, es especifica para F6P.

Los andlisis de los modelos por homologia indican que en esta quinasa
hay un aumento de los residuos Asp, Glu y Lys en la superficie, mientras
que en la capa interna hay un aumento en Phe, lle y una disminucién en

Val y Ala (en comparacién a Halobacteria).

La distribucibn aminoacidica observada indica que esta proteina se
adaptaria a las altas concentraciones de sal mediante una estrategia que
consiste en un aumento de aminoacidos positivos y negativos en la

superficie, distinta a la descrita para Halobacteria.

Los resultados obtenidos en este trabajo evidencian que es necesario
redefinir los determinantes estructurales asociados a halofilicidad
descritos en literatura hasta la fecha y reevaluar el concepto de que

existiria un mecanismo estructural unico de haloadaptacion.
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9. Anexos

9.1 Espectro de masa de la muestra de la quinasa dependiente de ADP de
Nanohaloarquea archaeon SW_4 43 9.

TOFITOF™ Reflector Spec #1 MC=>BC=>NF0.7=>MC=>MC[BP = 1971.0, 38208]

100 % 3BE+
20 = i
a0 g
70 -
z s
g 50
40 -
24254 3288.6 4151.8 5015.0
Mass (m/z)
9.2 Actividad glucoquinasa a distintos pH
oH Actividad especifica
(U/mg)
7,8 0,022 + 0,007
6,5 0,018 + 0,004
Control sin glucosa (pH 7,8) -0,0011 + 0,0004

La actividad es el promedio de la medicion en triplicado.
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9.3 Valores de ajuste a la ecuacion de Michaelis-Menten.

Michaelis-Menten FeP ADP-Mg
Vmax (U/mg) 6,8+0,4 6,2+0,5
Kw (MmM) 1,4+04 3,2+0,8
9.4 Valores de ajuste a la ecuacion sigmoide.
Sigmoide FeP ADP-Mg
Vmax (U/mg) 6,6 +0,4 53+0,5
Coeficiente de Hill 1,2+0,3 15+04
Km (mM) 1,3+0,3 2,3+0,5
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9.5 Actividad PFK en distintas condiciones. A) Actividad especifica a distintas temperaturas. Los ensayos se realizaron a
concentraciones saturantes de ambos sustratos en 2M KCI, PIPES 25 mM pH 6,5. B) Actividad especifica a distintos pH. Los
ensayos se realizaron a concentraciones saturantes de ambos sustratos en 2M KCI, 40°C y 100 mM de cada amortiguador. C)
Actividad especifica a distintas concentraciones de KCl. Los ensayos se realizaron a concentraciones saturantes (azul) y no
saturantes (rojo) de sustrato en PIPES 25 mM pH 6,5 y 40°C. Los puntos azules y rojos representan las mediciones en triplicado

para condicion y la linea negra corresponde al promedio de cada triplicado. La barra de error muestra la desviacion estandar.
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9.6 Evaluacién de los modelos por homologia de los controles 1y 2

Modelo 6C8Z Modelo 6C8Z
Servidor | Phyre2 5CCF | Modeller 5CCF | Modeller con Phyre2 con
4B8R 4B8R
Verify3D 59,4 % 55,7 % 85,3 % 83,4 %
Errat 40,6 % 73,9 % 86 % 93,8 %
Prove 12,6 % 6,2 % 53 % 5,6 %

9.7 Evaluacion de los modelos por homologia de los controles 1y 2

Estadisticas Modeller Modelo 6C8Z Modelo 6C8Z
del grafico de | Phyre2 5CCF 5CCE Modeller con Phyre2 con
Ramachandran 4B8R 4B8R
Residuos en

regiones mas
favorecidas

294 (88,4%)

338 (92,1%)

404 (91,2%)

409 (93%)

Residuos en
regiones
permitidas
adicionales

34 (10,1%)

25 (6,8%)

29 (6,5%)

26 (5,9%)

Residuos en
regiones
generosamente
permitidas

3 (0,9%)

3 (0,8%)

5 (1,1%)

1 (0,2%)

Residuos en
regiones no
permitidas

2 (0,6%)

1 (0,3%)

5 (1,1%)

4 (0,9%)







