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SUMMARY

Human activities produce a remarkable amount of compounds, many of
them harmful to the natural environment. Microbial communities have
developed a natural capacity to degrade recalcitrant compounds and so
to clean-up polluted areas. Based on this potential, humans have tried to
repair the environment. However the results have been not as good as
expected, implying the necessity for a better knowledge of the
biodegradation processes.

In an attempt to understand this process better, first I have associated
protein sequences to a large number of reactions in the network
allowing the study of the topology, organization and the evolution of
the global biodegradation network from a systems biology point of
view, and second I, designed and modeled a synthetic bioremediation
system for arsenic.

The results show that the global biodegradation network is scale-free
and small-world like the Central Metabolism Network, but unlike this,
the biodegradation network is not hierarchical and has a funnel
structure. Also this analysis reveals an increase in complexity and the
promiscuity of the enzymatic complexes more distant to the Central
Metabolism, and an increase in the number of homologs with the same
specificity of the proteins in this zone. In the same manner, this work
shows that it is not possible to detect a close evolutionary relation by
sequence comparison between the majority of the biodegradation
proteins and those of the Central Metabolism Network. The
quantification of the evolutionary mechanisms in the biodegradation
network shows that the driving force behind it is the same as the
Central Metabolism, the patchwork model, followed by the pathway
duplication model and rarely the retro-evolution. Also, each one of
these theories has a tendency in the type of duplication, patchwork and
retro-evolution gene duplication and pathway duplication functional
duality. Finally, using my background as engineer and the learned
knowledge about biodegradation, I designed modeled and simulated a
regulatory circuit controlled by arsenic concentration which has the
potential for bioremediation of arsenic pollution in soil
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Glosario
ADN: Acido Desoxirribonucleico.

API: del término inglés Application Program Interface, interfaz de
programacion de aplicaciones.

BioNeMo: Biodegradation Network Modelling.

BTEX: hidrocarburos aromaticos: Benceno, Tolueno, Etilbenceno y
Xileno.

CGI: del inglés Common Gateway Interface., interfaz de entrada
comun.

CM: del inglés Central Metabolism, se traduce como Metabolismo
Central.

C02: Dioxido de Carbono.

Coeficiente de clustering: indica la probabilidad de que dos nodos
conectados directamente a un tercer nodo, estén conectados entre si.

Conectividad de un nodo: ntimero de enlaces que le conectan con
otros nodos de la red.

Diametro de una red: o distancia media entre nodos se define como el
tamafio medio de los caminos minimos entre todos los pares de nodos.

DDT : 2,2-bis-(p-clorofenil)-1,1,1-tricloroetano

Distancia entre nodos: nimero minimo de enlaces que hay que
atravesar para alcanzar desde el nodo origen el nodo destino.

DNT: 2,4-Dinitrotolueno.
Dualidad funcional: Cuando las reacciones se relacionan por similitud

de secuencia (RRSS) debido a que son realizadas por la misma
metaenzima.
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Duplicacién genética: Cuando las reacciones se relacionan por
similitud de secuencia (RRSS) debido a que son realizadas por
metaenzimas homologas pero no la misma.

EGFP: del ingles Enhanced Green Fluorescent Protein, proteina verde
fluorescente.

Estructuras 3D: Estructuras tridimensionales
FAD: Flavin Adenin Dinucleotido

GenBank: Base de datos de secuencias del National Institutes of
Health (NIH) de Estados Unidos.

Grafo: Conjunto de nodos y enlaces que permite representar relaciones
entre elementos.

GFP: del inglés Green Fluorescent Protein, proteina verde
fluorescente.

HGT: del inglés Horizontal Gene Transfer, transferencia horizontal de
genes.

HTML.: del inglés HyperText Markup Language, lenguaje de etiquetas
de hipertexto.

Hub: nodos con alta conectividad (muchas conexiones).

Isoenzima: enzimas que difieren en la secuencia de aminoacidos, pero
que catalizan la misma reaccion quimica.

KEGG: del inglés Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, es una
base de datos con una coleccion manual de rutas metabdlicas.

Matlab: del inglés Matrix Laboratory, es un programa de analisis
numérico creado por “The MathWorks”.

Metaenzima: concepto abstracto que englobaria todos los complejos
de proteinas distintos capaces de realizar la misma reaccion.

MGEs: del inglés Mobile Genetic Elements, elementos genéticos
moviles.
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NAD: Nicotinamida Adenin Dinucleo6tido

NCBI: National Center for Biotechnological Information.

Numero EC: Enzyme Commission number, esquema de clasificacion
numérica para las enzimas basado en las reacciones quimicas que
realizan.

OGMs: Organismos Genéticamente Modificados.

Operon: grupo de genes cuya expresion esta regulada por los mismos
elementos de control (promotor y operador) y genes reguladores.

PAHSs: del ingles Polycyclic Aromatic Hydrocarbons, Hidrocarburos
aromaticos policiclicos.

PCBs: del inglés Polychlorinated Biphenyls, policlorobifenilos
PCE: Percloroetileno

PDB: Del inglés Protein Data Bank. Es una base de datos sobre
estructura de las proteinas y acidos nucleicos.

Perl: Lenguaje Practico para la Extraccion e Informe.

Pfam: Base de datos compuesta por los perfiles obtenidos para
distintos dominios o regiones conservadas de proteinas. Representan
algunas estructuras conservadas evolutivamente que tienen una
implicacion con la funcion de la proteina.

pH: potencial Hidrogeno.

PostgreSQL: es un servidor de base de datos objeto relacional libre
bajo la licencia de Berkeley Software Distribution.

Reaccidn: transformacion que convierte un substrato en un producto, y
al cudl se le puede asignar una metaenzima. complejo de proteinas

encargadas de llevar a cabo tal transformacion.

RRSS: Reacciones relacionadas por similitud de secuencia.
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SQL.: Lenguaje de Consulta Estructurado. Lenguaje de acceso a bases
de datos relacionales.

Swissprot: es una base de datos biologica de secuencias de proteinas
anotadas manualmente.

TCE: Tricloroetileno
TNT: Trinitrotolueno.

Trembl: Del inglés Translation of EMBL es una base de datos
bioldgica de secuencias de proteinas anotadas de forma automatica.

UMBBD: del inglés University of Minnesota
Biocatalysis/Biodegradation Database, es una base de datos de rutas

de degradacion de compuestos recalcitrantes

Uniprot: Base de datos que engloba la informacion de Swissprot y la
de Trembl.

XFP: Proteina fluorescente.
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1.1 Biodegradacion.

La biodegradacion es la capacidad metabolica de los microorganismos
para transformar compuestos organicos en otros mas simples que
pueden integrarse en los ciclos biogeoquimicos naturales. Desde hace
alrededor de 100 afios la actividad industrial se ha incrementado de
manera considerable. Este hecho ha provocado el aumento de la
concentracion final de compuestos toxicos que de manera natural, pero
en menores cantidades, se encuentran en la naturaleza y de la aparicion
de nuevos compuestos contaminantes sintetizados artificialmente (Diaz,
2004).

En algunas ocasiones la liberacion de dichos compuestos en el medio
ambiente ha producido efectos nocivos inicialmente desconocidos. Este
es el caso del insecticida de 2° generacion DDT (2,2-bis-(p-clorofenil)-
1,1,1-tricloroetano) (Beard, 2006), el cual pas6 de ser un benefactor de
la humanidad a enemigo publico entre los afios 1970 a 80 y con ello
llegd su prohibicion. De este modo, aunque en 1948, el quimico suizo
Miiller recibid el Premio Nobel en reconocimiento al impresionante
avance que este producto habia representado en la lucha contra las
enfermedades y las plagas, mas tarde se fueron descubriendo
importantes problemas asociados a su uso, como su lenta conversion a
sustancias no toxicas y su poca solubilidad en agua, lo que evita que se
elimine en la orina, permaneciendo en los tejidos de los organismos y
acumulandose a lo largo de la cadena trofica.

En otras ocasiones, el dafio se ha producido por una gran acumulacion
de residuos industriales o por vertidos accidentales. En 2002, el
petrolero “Prestige” vertid miles de toneladas de fuel frente a las costas
gallegas produciendo una gran marea negra. Las consecuencias de este
desastre ecologico no solo afectaron a la vida marina y al ecosistema
terrestre, sino que las pérdidas econdmicas asociadas a la actividad de
esas zonas costeras fueron considerables (Suris-Regueiro et al, 2007).

La estabilidad de la estructura quimica de estos compuestos
contaminantes es la razdn principal de su persistencia en la biosfera sin
alterarse y por lo que se les denomina compuestos recalcitrantes. Ante
la presencia de estos compuestos en el medio, los microorganismos han
adaptado su comportamiento extendiendo sus capacidades metabolicas
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para sobrevivir, convirtiendo estos compuestos en otros menos toxicos,
u obtener energia, gracias a la presencia de carbonos e hidrogenos en
las estructuras de estos compuestos.

Los microorganismos dotados genéticamente para la degradacion
pueden utilizar su potencial enzimdtico para transformar los
contaminantes (biodegradar completamente hasta CO;) o bien,
simplemente degradarlos hasta productos intermedios, ya sea en un
ambiente aerobio o anaerobio. El recorrido, catalizado por las enzimas
microbianas a través de los diversos subproductos, se conoce como ruta
de degradacion. Esta atenuacion natural (Rosenberg, 1996), aquella que
se lleva a cabo por los microorganismos autdctonos, puede verse
limitada por la carencia de nutrientes esenciales, la ausencia de
aceptores adecuados de electrones y la inexistencia de condiciones
medioambientales apropiadas (pH, potencial redox, humedad,
temperatura). También la ausencia de poblaciones microbianas con el
potencial enzimatico adecuado para degradar los contaminantes, es
decir, sin la adecuada induccion del operdén/es o sin las enzimas
catabolicas necesarias que reconozcan a los compuestos contaminantes
de interés como substratos también limita la atenuacion natural. Por
ultimo, la presencia de componentes toxicos en la mezcla contaminante
que causen estrés en la célula pueden evitar que se produzca dicha
atenuacion (King, 1997).

1.2 Biorremediacion.

Basandose en esta adaptacion y potencial metabdlico, el hombre ha
tratado de subsanar los dafios ocasionados en la naturaleza utilizando
los microorganismos. A este proceso se le denomina biorremediacion y
trata de transformar contaminantes organicos en compuestos mas
simples poco o nada contaminantes.

La biorremediacion puede aplicarse para eliminar cualquier compuesto
que los microorganismos puedan captar o absorber, como son los
hidrocarburos de todo tipo (alifaticos, aromaticos, BTEX, PAHs, ...),
hidrocarburos clorados (PCBs, TCE, PCE, pesticidas, herbicidas, ...),
compuestos nitroaromadticos (TNT, ...), y otros compuestos como
organofosforados, cianuros, etc (Alexander, 2001). Es de gran utilidad
en situaciones donde la degradacion “in situ” del contaminante sea
necesaria. Estas situaciones pueden producirse cuando la zona
contaminada es de dificil acceso, y por tanto otros métodos como la
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excavacion no pueden utilizarse, o cuando no es posible retirar el
vertido desde la zona contaminada, como es el caso de los numerosos
escapes de petrdleo que se producen en el mar.

La aplicabilidad de esta técnica depende de varios factores (Cases & de
Lorenzo, 2005). Por una parte depende de las propiedades del
contaminante, su biodegradabilidad; mientras en general los
hidrocarburos alifaticos se degradan rapidamente, las cadenas
ramificadas, dobles enlaces, sustituciones quimicas y anillos
bencénicos hacen a la molécula mas resistente. Por otro lado también
depende de la presencia de comunidades microbianas con capacidad
enzimatica para metabolizar el compuesto. La biorremediacion también
es funciéon de la disponibilidad del contaminantes; para que la
degradacion de un contaminante se pueda producir, es necesario que
interaccione con la célula. Por ultimo depende de las condiciones del
medio contaminado (nutrientes, pH, temperatura, etc), las cuales
permiten o limitan el crecimiento microbiano y el metabolismo del
compuesto.

Para salvar las limitaciones mencionadas en la atenuacion natural de los
microorganismos, en biorremediacion se han utilizado las siguientes
aproximaciones. Por una parte la bioaumentacién consiste en la
introduccion de microorganismos especificos para mejorar la
biodegradacion (Walter, 1997; Atlas, 1999). Los microorganismos
afadidos deben sobrevivir a los depredadores y competir con éxito con
la poblacion autdctona antes de ocupar los nichos potenciales. Por otro
lado, la bioestimulacion consiste la introduccion de modificaciones en
el medio, mediante el aporte de nutrientes, aireacion y otros procesos
(ej. cambios en el pH). Esta aproximacion sera valida siempre cuando
los microorganismos autoctonos sean capaces de degradar el
contaminante tras un proceso mas o menos corto de aclimatacion.

Haciendo uso de la bioaumentacion, se comenzd a investigar como
modificar genéticamente a los organismos para poder dotarlos de las
capacidades degradativas necesarias (Timmis & Pieper, 1999; de
Lorenzo, 2001).

A finales del 1970 y comienzo de los afios 80, los genes de bacterias
que codifican enzimas que catabolizan compuestos recalcitrantes
empezaron a ser clonados y caracterizados. Estos esfuerzos guiaron a
que en 1981 Gunsalus y Chakrabarty patentaran una cepa de
Pseudomonas capaz de degradar camfor, octano, salicilato y naftaleno
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[US Patent #425944]. Del mismo modo, a finales de los 80 Timmis
demostro la posibilidad de incorporar capacidades en microorganismo,
usando técnicas de DNA recombinantes con material genético de
diferentes organismos y situando el conjunto de genes resultante bajo el
control de promotores suficientemente fuertes (Ramos et al, 1987; Rojo
et al, 1987). Siguiendo esta metodologia consiguieron una cepa de
Pseudomonas que eliminaba compuestos tan recalcitrantes como son
los clorobenzoatos o alquil-benzoatos.

La utilizacion de estos organismos genéticamente modificados (OGMs)
levantdé un gran debate acerca de los posibles riesgos ecoldgicos
(Lindow et al, 1989). Para evitarlos y controlar su utilizacion se exigio
minimizar la transferencia lateral de los genes clonados, poder hacer un
seguimiento de los genes y cepas modificadas y programar la muerte
celular una vez que la biocatalisis ha cumplido su funcion o que los
genes modificados se transfieran accidentalmente (Diaz et al, 1994;
Ramos et al, 1994; Timmis & Pieper, 1999).

Aunque la ingenieria genética ha producido numerosas cepas capaces
de degradar contaminantes intratables de otra forma, en una placa Petri
o en un bioreactor (Reineke, 1998; Mishra et al, 2001), su aplicacion
“in situ” ha producido resultados bastante pobres (Sayler & Ripp, 2000;
Diaz, 2004). Lo que se ha visto es que los OGMs son menos eficientes
que sus homoélogos naturales no manipulados (von Canstein et al, 1999;
Strong et al, 2000). Esta ineficiencia es debida a la falta de
conocimiento entorno al proceso de biodegradacion, por lo tanto antes
de poder utilizar la biorremediacion de manera realista es necesario
conocer mejor las reglas generales detrds de los procesos de
biodegradacion.

1.3 Nuevas disciplinas.

Los resultados anteriores muestran la necesidad de aplicar nuevas
metodologias tanto para obtener mas informacion sobre los procesos de
biodegradacion como para producir nuevas aplicaciones en
biorremediacion.

Aunque en un principio la modificacion genética parecido ser la
respuesta para solucionar contaminaciones ambientales, se ha visto que
los procesos de biodegradacion estan enmarcados en una compleja red
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de interacciones metabolicas y de regulacion, dificiles de estudiar con
las aproximaciones reduccionistas (Cases & de Lorenzo, 2005). La
reciente aparicion de las tecnologias “omics™ (gendmica, protedmica,
metabolomica) y la aplicacion en biologia de la teoria de redes han
dado lugar a la denominada biologia de sistemas. Esta disciplina abre
una nueva perspectiva en el analisis de la red de biodegradacion que
podria proporcionar nuevos caminos por donde avanzar en
biorremediacion.

Por otra parte, la “recién nacida” biologia sintética, aprovechando
métodos y procedimientos de disciplinas tales como la biologia
molecular, la ingenieria genética, la ingenieria metabdlica y la biologia
de sistemas, trata de introducir nuevos circuitos biologicos en los
microorganismos como remodelar los existentes, empleando un
proceso de estandarizacion analogo al utilizado en la ingenieria
electronica. Este campo presenta mucho potencial a la hora de disefiar e
implementar nuevas aplicaciones en biorremediacion.

1.3.1 Biologia de sistemas.

La biologia de sistemas es un area de investigacién cientifica que
estudia las complejas interacciones de los procesos bioldgicos usando
un enfoque global (Kitano, 2001). Este campo comenz6 a desarrollarse
en los anos sesenta, pero hasta el afio 2000 no se ha producido su
institucionalizacidon académica. La idea en la que se basa la biologia de
sistemas no es nueva. Los cientificos ya sabian que el estudio detallado
de proteinas individuales (reduccionismo) era solo el primer paso hacia
la comprension del proceso completo de la vida. Sin embargo, los
procedimientos experimentales disponibles solo permitian analizar una
proteina cada vez (Cases & de Lorenzo, 2005).

En biologia de sistemas no se divide el sistema en partes para
estudiarlas una a una y asi comprender su comportamiento global, sino
que se estudia las interacciones entre las partes y coémo esas
interacciones dan lugar a la funcidén y comportamiento del sistema
(Noble, 2006; Sauer et al, 2007). La vision de los procesos bioldgicos
como sistemas ha permitido por una parte aplicar la teoria de redes para
estudiar sus propiedades funcionales y por otra parte estudiar los
mecanismos que participan en la formacion y expansion de estos
sistemas bioldgicos.
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1.3.1.1 Topologia de las redes.

1.3.1.1.1 Teoria: Estudio de la topologia de las redes.

Durante los ultimos afios se ha desarrollado una activa investigacion
para explicar y comprender la estructura de las conexiones entre los
elementos de diversos sistemas sociales (e.g. redes de colaboracion
cientifica o la World Wide Web ), biologicos (e.g. redes de regulacion
entre genes o metabolicas), tecnoldgicos (e.g. la red de conexiones
entre routers ), etc ... En estos sistemas cada elemento se representa por
un nodo y cuando entre dos nodos existe una relacion (que dependera
del sistema) ésta se representa por una conexion entre ambos.

La Topologia de una red es la descripcion de la forma en la que se
conectan sus nodos. Como explica Albertz-Lazl6 Barabasi en Linked
(Barabasi & Bonabeau, 2003), los grafos y las redes tienen
propiedades, debidas a su estructura, que explican el funcionamiento
del sistema que componen. Por lo tanto, el conocimiento de la
topologia de la red haciendo uso de la teoria de redes es un paso clave a
la hora de interpretar el funcionamiento, organizacion y evolucion de la
misma.

En biologia de sistemas, muchos de los trabajos realizados se han
centrado en el andlisis topoldgico de los sistemas. El estudio de la
topologia estd basado en el andlisis de una serie de parametros que dan
una idea acerca de la estructura del sistema. Entre ellos se encuentra la
conectividad de un nodo, definida como el nimero de enlaces que le
conectan con otros nodos de la red. Si la red es dirigida, es decir, los
enlaces tienen una direccion (que el nodo A esté conectado al nodo B,
no implica que el nodo B esté conectado con el nodo A) se puede
diferenciar entre conectividad de entrada (si s6lo se tienen en cuenta los
enlaces que entran en el nodo), conectividad de salida (si solo se
estudian los nodos que salen del nodo) y conectividad total (si se tienen
en cuenta todos los enlaces del nodo sin distinciones). Otro parametro
es el coeficiente de clustering entendido como la probabilidad de que
dos nodos conectados directamente a un tercer nodo, estén conectados
entre si. La distancia entre dos nodos A y B, se medird como el numero
de enlaces que hay que atravesar para alcanzar desde el nodo origen A
el nodo destino B. De esta forma, se define la distancia media entre
nodos o didmetro de una red como el tamafio medio de los caminos
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minimos entre todos los pares de nodos. Estos pardmetros han sido
ampliamente estudiados tanto en la las redes regulares, en las cuales
todos los nodos tienen el mismo numero de vecinos (el mismo grado de
conectividad), como en las redes aleatorias donde los nodos estan
conectados al azar (Figura 1Aa, 1Ab).

A Alealoria
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Figura 1. Modelos de redes y sus propiedades topoldgicas. A) Red aleatoria. Aa.
Los nodos de ésta red se unen aleatoriamente. Ab. La distribucion de la conectividad
de los nodos sigue una distribucion de Poisson. Ac.El coeficiente de clustering es
independiente del grado de los nodos. B) Red libre de escala. Ba. En la red existen
nodos altamente conectados (hubs), representados en azul. Bb. La distribucion de las
conectividades de los nodos sigue una ley de potencias. Be. El coeficiente de
clustering es independiente al nimero de conexiones de los nodos. C) Red Jerarquica.
Ca. Los nodos se disponen en clusteres. Cb. La distribucion de las conectividades de
los nodos sigue una ley de potencias. Cc. El coeficiente de clustering sigue una ley de
potencias Figura obtenida del articulo (Barabasi & Oltvai, 2004).
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1.3.1.1.1.1 Redes “libre de escala™.

Se ha descubierto que muchas redes biologicas presentan una estructura
libre de escala. Esto implica una alta heterogeneidad en el nimero de
conexiones de sus nodos. Mientras que la mayoria de los nodos de la
red presenta una baja conectividad, unos pocos nodos tienen una alta
conectividad, llamados hubs. (Barabasi & Bonabeau, 2003) (Figura
1Ba, 1Bb).

Una propiedad especialmente importante de las redes libres de escala,
es la robustez de sus conexiones frente a la supresion aleatoria de
nodos. En estas redes es mas probable la eliminacién de un nodo poco
conectado que la de uno muy conectado, aunque la supresion de un hub
puede producir un cambio en el sistema que cause su fragmentacion
(Albert et al, 2000).

Se ha explicado la existencia de hubs en la mayoria de las redes a partir
de la combinacion de dos mecanismos, crecimiento y acoplamiento
preferente. Seglin el primero, la mayoria de las redes son el resultado
de un proceso de crecimiento durante el cual nuevos nodos se afadiran
al sistema tras un periodo de tiempo mas o menos largo. Segln el
segundo, los nodos prefieren conectarse a nodos que ya tienen muchos
enlaces (Barabasi & Albert, 1999).

1.3.1.1.1.2 Redes de “mundo pequeio”.

En 1967 el controvertido psicélogo social Stanley Milgram realizé un
experimento bastante original: selecciond cincuenta personas a las que
entregd un mensaje para un unico destinatario. El mensaje solo podia
ser entregado a un conocido y, por estos, a otro conocido, hasta
alcanzar el objetivo final. Aunque el experimento no salié muy bien las
primeras veces, en sucesivos intentos la tasa de recepcion se elevo
incluso hasta el 97%. Poco a poco emergio de los experimentos la idea
de los “seis grados de separacion”: cualquier persona podria llegar a
cualquier otra siguiendo tan sélo seis pasos de "amigos de amigos"
(Travers, 1969).

Duncan J. Watts y Steve Strogatz llegaron a la conclusion de que

muchas redes biologicas presentan caracteristicas similares, y en 1998
publicaron el célebre articulo en la revista Nature (Watts & Strogatz,
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1998) donde proponen el modelo tedrico que explica la existencia de
estas redes de “mundo pequenio”. Este tipo de redes se encuentra entre
una red regular y una aleatoria y se caracterizan por tener un clustering
mayor que €l de una red aleatoria y parecido al de una red regular, pero
una longitud de caminos parecida al de una red aleatoria (Watts &
Strogatz, 1998) (Figura 2).

Incrementar la aleatoriedad

Figura 2. Recableado. La figura muestra el tipo de conectividad que presenta cada
tipo de red. La red de libre de escala se encuentra en un punto intermedio entre una
red regular y una aleatoria. Esta grafica se ha obtenido del articulo (Watts & Strogatz,
1998).

Para el caso de grafos regulares, el diametro crece linealmente con el
nimero de nodos. Para grafos aleatorios, sin embargo, crece como el
logaritmo del numero de nodos. Este resultado expresa
matematicamente que es mas rapido alcanzar cualquier punto desde un
nodo escogido al azar en una red aleatoria que en una regular (Barabasi
& Oltvai, 2004).

Lo que descubrieron Watts y Strogatz es que al introducir muy pocas
conexiones al azar y probablemente a larga distancia, el didmetro de la
red pasaba bruscamente de crecer linealmente a hacerlo
logaritmicamente. La red adquiria esta propiedad tipica de las redes
aleatorias manteniendo el alto grado de clustering asociado a las redes
regulares (Watts & Strogatz, 1998).

Se ha visto que las redes metabolicas son redes de “pequefio mundo™.

En ellas los caminos entre nodos se corresponden con rutas metabolicas
conectando dos substratos. Por tanto, las perturbaciones locales en la
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concentracion de un metabolito alcanzard muy répidamente la red
entera, recuperando la estabilidad del sistema rapidamente (Jeong et al,
2000; Wagner & Fell, 2001).

1.3.1.1.1.3 Jerarquia y modularidad en las redes.

El andlisis de la modularidad en las redes bioldgicas ha sido también
foco de estudio por su aportacion en la comprension de la estructura y
comportamiento del sistema. El rasgo que define que un sistema sea
jerarquico es que su coeficiente de clustering siga una ley de potencias
(C(k) ~ k™), es decir, a medida que los nodos presentan una
conectividad mayor, su coeficiente de clustering es menor (Figura 1C).

Cuando se habla de modularidad, se hace referia a un grupo de
moléculas (nodos) fisicamente o funcionalmente conectadas que
trabajan juntas para realizar una funcidn relativamente clara. Por lo
tanto, en una red, un modulo o cluster aparece como un grupo de nodos
muy interconectados (Hartwell et al, 1999; Alon, 2003; Ravasz &
Barabasi, 2003).

En los sistemas biologicos, la modularidad jerarquizada concuerda con
la nociéon de que la evolucion puede actuar en varios niveles de
organizacion simultdneamente. La acumulacion de muchos cambios
locales que afectan a moddulos pequeios y altamente integrados,
podrian lentamente tener impacto en las propiedades de modulos mas
grandes y menos integrados. De esta manera, la evolucion podria
operar copiando y rechazando modulos existentes para incrementar la
complejidad del organismo. Bajo esta teoria, las redes jerdrquicas
surgirian a partir de la duplicacion e integracién de nodos que forman
clusteres, proceso que en principio podria ser repetido indefinidamente
(Barabasi & Oltvai, 2004). Por lo tanto, es comprensible la necesidad
de conocer como esos mddulos y la interaccion entre ellos determinan
la funcion del sistema. Existe un gran interés en explorar el origen de la
evolucion que contribuye a la formacion de la red, y el impacto de esa
estructura en funciones experimentalmente observables y caracteristicas
de su comportamiento (Parter et al, 2007; Tamames et al, 2007).
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1.3.1.1.2Topologia de la red del Metabolismo Central.

Un sistema biologico que ha suscitado gran interés cientifico es el que
describe los procesos metabolicos generales a muchos organismos, al
cual se le denomina Metabolismo Central (CM) (Jeong et al, 2000;
Teichmann et al, 2001b; Teichmann et al, 2001a; Wagner & Fell, 2001;
Alves et al, 2002; Ravasz et al, 2002; Rison & Thornton, 2002;
Schmidt et al, 2003). Gracias al esfuerzo realizado por grupos de
investigacion, como fue el caso del Centro de Bioinformatica de la
Universidad de Kyoto con el desarrollo de la base de datos KEGG
(Kanehisa & Goto, 2000; Kanehisa et al, 2006), y a colaboraciones
entre instituciones, es el caso del proyecto que dio lugar a la base de
datos MetaCyc (Caspi et al, 2007), comenzaron a estar disponibles
colecciones de datos con informacion muy completa de la mayoria de
las rutas metabolicas acumulada durante décadas, dando paso a
estudios sistémicos del metabolismo central.

MetaCyc es una base de datos de rutas metabolicas que ocurren en
microorganismos y plantas, elucidadas experimentalmente. Alberga en
su mayoria informacion cualitativa mas que cuantitativa y su principal
mision consiste en la prediccion computacional de redes metabolicas en
organismos que tengan su genoma anotado. Ademas puede utilizarse
para disefiar alteraciones en el metabolismo de un organismo mediante
ingenieria genética. Por su parte, KEGG (Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes) engloba una coleccion manual de rutas
metabodlicas que representan el conocimiento que de ellos se tiene a
nivel de interaccion molecular y la red de reacciones que forman. En
ambos casos, las bases de datos engloban tanto informacién bioquimica
(es decir, sus reacciones enzimdticas y rutas metabolicas) como
gendmica (genes encargados de realizar esos procesos metabolicos).
Sin embargo, en KEGG normalmente se define una ruta metabolica
combinando las pertenecientes a diferentes organismos, mientras que
MetaCyc guarda de forma separada las rutas de cada organismo (Karp
et al, 2002).

Esta informacién detallada de los procesos metabdlicos permite
estudios estructurales y topolédgicos de la red metabdlica que forman.
Gracias al andlisis de las redes del Metabolismo Central de 43
organismos distintos, se observd que a pesar de las variaciones
significativas en los compuestos y rutas metabdlicas, todas ellas
presentaban una topologia libre de escala. Esto fue interpretado como
que todas las redes de los organismos cumplian con unos principios de
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disefio que aseguraban la robustez y tolerancia a errores del sistema
(Jeong et al, 2000).

Por su parte Ravasz utilizando las redes del Metabolismo Central de
esos 43 organismos, descubrid que todas ellas estaban organizadas en
moédulos muy pequeios y altamente conectados, los cuales se
combinaban de manera jerarquica en unidades mayores y menos
cohesionadas. Ademas se vio que en Escherichia coli ésta modularidad
jerarquica practicamente se solapaba con diferentes tipos de funciones
metabolicas conocidas (Ravasz et al, 2002).

A su vez, Wagner y Fell (Wagner & Fell, 2001) utilizando la teoria de
redes analizaron la red del Metabolismo Central de Escherichia coli
encontrandose que ésta red era de “mundo pequefio”. A partir de este
resultado propusieron que este tipo de estructura podia servir para
minimizar los tiempos de transicion entre estados metabolicos.

1.3.1.1.3 Antecedentes en el estudio de la topologia de la red
de Biodegradacion.

Anélogamente a lo que sucede en el metabolismo, numerosos estudios
experimentales han aportado informacion acerca de la naturaleza
bioquimica y genética de reacciones particulares y rutas especificas en
microorganismos aislados (Warhurst et al, 1994; Seeger et al, 1995;
Casellas et al, 1997). Utilizando toda esta informacién, en 1995, la
Universidad de Minnesota desarrollo la base de datos UMBBD la cual
recopilaba informacion acerca de numerosas rutas de biodegradacion de
compuestos quimicos recalcitrantes realizadas por microorganismos
(Ellis et al, 2006).

En 2005 Pazos realiz6 una base de datos llamada Metarouter a partir de
la informacion disponible en la UMBBD. Esta base de datos fue
disefiada para pronosticar el destino ambiental de compuestos
recalcitrantes o mezclas de ellos, y de este modo definir estrategias en
biorremediacion (Pazos et al, 2005).

La biodegradacion es cominmente mediada por la coordinacion de
comunidades microbianas, las cuales transfieren substratos y productos
entre ellos, y contribuyen con los genes necesarios para llevar a cabo la
degradacion en las diferentes partes de la ruta. Esta cooperacion
metabolica es conocida desde hace mucho tiempo (Pelz et al, 1999;
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Abraham et al, 2002). También se ha descrito que la transferencia
horizontal de genes (HGT) es mucho més frecuente de lo que se habia
esperado (Wilkins, 2002) y que juega un papel clave a la hora de
incorporar capacidades biodegradativas en comunidades bacterianas a
través de la transferencia directa de genes catabolicos (Dejonghe et al,
2000). Por ultimo se ha visto que los fendmenos atmosféricos
movilizan y dispersan grandes cantidades de compuestos contaminantes
a sitios lejanos de su lugar de origen (Carrera et al, 2002). Estas tres
premisas hacen ver los procesos de biodegradacion como una
interconexion de reacciones (cooperacion metabdlica) donde los limites
entre los organismos estan difuminados (facilidad para incorporar
nuevas capacidades por HGT) y sin una localizacion geografica exacta
(dispersion de los contaminantes).

Utilizando esta informacion, en 2003 Pazos realiz6 el primer estudio en
biodegradacion desde la aproximacion de biologia de sistemas. En ¢l se
analiz6 la red que formaban los compuestos que participan en los
procesos de biodegradacion, los compuestos inicial y final de las
transformaciones. En este andlisis se determin6 que la red de
compuestos de biodegradacion poseia una estructura libre de escala al
igual que la mayoria de las redes biologicas. También se observo que
su comportamiento era similar al descrito en las redes metabodlicas
dentro de un solo organismo, lo que demostré la validez de considerar
como un sistema al conjunto de reacciones de biodegradacion
independientemente del organismo (Pazos et al, 2003).

A su vez, en 2007 Goméz estudio la correlacion entre la frecuencia de
las triadas comunes en compuestos recalcitrantes y la capacidad de los
microorganismos para metabolizarlos, desarrollando un sistema para
predecir ¢l destino metabdlico de estos compuestos (Gomez et al,
2007).

Tanto la informacién contenida en la base de datos UMBBD y en la
base de datos Metarouter, como los resultados obtenidos en el estudio
realizado por Pazos en 2003 y Gomez en 2007 se orientan al analisis
bioquimico de la red de biodegradacion. El foco de atencion en ambos
casos se centra en las transformaciones de los compuestos mas que en
los genes que realizan esas transformaciones.

Sin embargo, como ya se ha sefalado, se han realizado estudios

experimentales donde se describe para ciertos organismos su potencial
a la hora de participar en la transformacion de compuestos
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recalcitrantes y se ha identificado los complejos de proteinas
encargados de dichas transformaciones (Warhurst et al, 1994; Seeger et
al, 1995; Casellas et al, 1997). Haciendo uso de ésta informacion
experimental y como complemento de los estudios sobre la red de
compuestos de biodegradacion descritos (Pazos et al, 2003; Pazos et al,
2005; Ellis et al, 2006; Gomez et al, 2007), parece necesario analizar la
red de biodegradacion fijandose en las enzimas que realizan las
reacciones, mas que en las transformacion de los compuestos.

1.3.1.2 Evolucion de las redes.

1.3.1.2.1Teoria: Formacion v evolucidn de las redes.

Todos los organismos vivos cuentan con rutas para sintetizar proteinas,
acidos nucleicos, lipidos y carbohidratos y catabolizar los compuestos
que participan en los procesos celulares (Teichmann et al, 2001b). Se
sabe que las enzimas son especificas y que catalizan reacciones
particulares con sorprendente precision y velocidad. Sin embargo para
que se produzca evolucidn y adaptacidbn a nuevos requisitos es
necesario justamente lo opuesto: poder reconocer nuevos substratos y
que las actividades enzimaticas evolucionen (Bork et al, 1993; Schmidt
et al, 2003).

Aunque las rutas que realizan estos procesos podrian haberse creado
“de novo”, se han propuesto varias teoria que explicarian la formacion
y evolucion de estas redes (Lazcano & Miller, 1999; Schmidt et al,
2003) (Figura 3).
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Figura 3. Teorias evolutivas en redes metabdlicas. Los objetos representan
enzimas, su forma indica la actividad catalitica que realizan y la forma de su muesca
el tipo de substrato sobre el que actuam. A. En la teoria de retro-evolucion los
substratos de las enzimas son similares mientras que sus actividades cataliticas
cambian a medida que la ruta se va formando. B. En el modelo de mosaico, la
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formacioén de una nueva ruta se basa en reclutar enzimas de reacciones similares en
diferentes rutas. C. En el modelo de duplicacion de rutas, la nueva ruta se forma a
partir de la duplicacioén de un conjunto de reacciones similares en otra ruta. La grafica
la he realizado basando en el articulo (Schmidt et al, 2003)

En 1945 Horowitz postulo que las rutas evolucionan “hacia atras”
desde un metabolito clave (Horowitz, 1945; Horowitz, 1965). A este
modelo se le denomind “retro-evolucién”. Un organismo usard un
metabolito X hasta que este se agote. Si éste metabolito le era necesario
para su crecimiento, supervivencia, etc, ser capaz de producirlo a partir
de otro metabolito Y presente en el medio le dard una ventaja selectiva.
Al utilizar este segundo metabolito Y llegard un momento que el
metabolito Y también desaparezca, teniendo que ser capaz de obtenerlo
a partir de otro precursor Z (repitiéndose el proceso). Horowitz afirma
que la formacion de las rutas metabolicas se basa en el mecanismo
anterior y que por lo tanto al buscar precursores que vayan dando los
compuestos que se van agotando, los metabolitos de la ruta tendran una
estructura quimica muy similar y por tanto las enzimas de esas rutas
tendran una union a substrato parecida aunque una actividad catalitica
diferente, cada paso metabolico requerird una transformacion diferente
(Rison & Thornton, 2002; Schmidt et al, 2003). Sin embargo la
aplicacion del modelo de retro-evolucion requiere que en el medio
ambiente se encuentren acumulados compuestos organicos utiles y
precursores potenciales. Aunque esta premisa podria haberse dado en el
comienzo de la vida, estos compuestos deberian haberse convertido en
menos comunes a medida que la vida se volvia mds compleja y se
agotaban en la naturaleza. Ademas, muchas rutas metabolicas producen
compuestos intermedios que son inestables y podrian no persistir en la
naturaleza el tiempo suficiente para provocar la presion selectiva
necesaria que dé lugar al reclutamiento de una nueva enzima que
catalice una nueva reaccion.

En 1976, Jensen promulgé el modelo en mosaico (en inglés
“patchwork™), por el cual las rutas habrian evolucionado desde enzimas
ya existentes y poco especificas, las cuales se reutilizarian y
combinarian para dar lugar a otras nuevas rutas. Esto produciria un
mosaico de enzimas homologas a otras ya existentes dentro de la red
que catalizan reacciones en rutas diferentes (Ycas, 1974; Jensen, 1976).
Esta teoria se vuelve mas probable conforme la vida se vuelve mas
compleja y el nimero de enzimas que pueden utilizarse incrementa
considerablemente. Incluso este repertorio de actividades cataliticas
disponibles se vuelve mucho mayor gracias a la capacidad de muchas
enzimas para catalizar reacciones secundarias a un nivel, aunque bajo,
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potencialmente util. Esta promiscuidad catalitica de las enzimas puede
ser utilizada para producir una nueva funcidon cuando la realizacion de
esa reaccion secundaria aporte una ventaja selectiva al organismo.

Por ultimo, existe un tercer modelo de evolucion denominado
“duplicacion de rutas” el cual sugiere que bloques de varias reacciones
consecutivas son duplicadas para divergir posteriormente y realizar una
nueva funcion (Huynen & Snel, 2000; Rison & Thornton, 2002).

1.3.1.2.2 Evolucidon: Red del Metabolismo Central.

Numerosos estudios se han centrado en el analisis de la evolucion del
Metabolismo Central. Entre ellos, Sarah Teichmann, analizdo los
mecanismos que guiaban la formacidon de las rutas del Metabolismo
Central de Escherichia coli. Los resultados obtenidos mostraron que
por lo general las enzimas homdlogas conservaban su actividad
catalitica o unidén a cofactor, mientras que su reconocimiento al
substrato en raras ocasiones se mantenia. También se vid que las
enzimas homologa se distribuian tanto a través de la red como dentro
de la misma ruta y que el reclutamiento de dos enzimas consecutivas de
una ruta a otra diferente era poco habitual. Por tltimo observaron que la
homologia entre pares de enzimas consecutivas conservando la union a
substrato pero cambiando su actividad catalitica ocurria de manera muy
rara 'y muy puntual. Esto les llevo a proponer que el mecanismo
principal en la formacion de la red del Metabolismo Central era el
modelo de mosaico, seguido del modelo de duplicacion de rutas y muy
por detras el modelo de retro-evolucion (Teichmann et al, 2001a;
Teichmann et al, 2001b).

Este estudio fue continuado por varios cientificos. Por una parte Rison,
corrobord los resultados anteriores y afiadid un estudio filogenético
cuyos resultados mostraron que la ultima enzima en una cadena
metabdlica no era necesariamente la mas antigua. Esta observacion
descartaba que la teoria de que la retro-evolucion ha jugado un papel
importante en el Metabolismo Central (Rison & Thornton, 2002). Por
su parte, Schmidt definio superfamilias de enzimas como el conjunto de
enzimas con origen comin que podia ser detectado mediante
homologia de secuencia o estructural. Lo que observo es que mientras
el 44% de las superfamilias realizaban solamente un tipo de actividad
catalitica y sus enzimas participaban Unicamente en un 10% de las
reacciones de la red del Metabolismo Central, un 10% de las
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superfamilias realizaban actividades cataliticas muy diferentes y sus
enzimas participaban en el 45% de las reacciones del Metabolismo
Central. Estos resultados muestran que los eventos de retro-evolucion
son muy poco habituales en el Metabolismo Central ya que Ginicamente
un porcentaje pequefio de superfamilias son capaces de realizar
actividades cataliticas diferentes (Schmidt et al, 2003).

Los estudios anteriores sobre la evolucion, han focalizado su analisis al
estudio del Metabolismo Central descrito para Escherichia coli y han
condicionado su resultado a su clasificacion en rutas metabdlicas. En
2002, Alves y Sternberg enunciaron que limitar el estudio a un solo
organismo y la definicion de rutas producian un sesgo en los resultados
obtenidos. Para solventar estos problemas utilizaron en su estudio los
genomas de bacteria, totalmente secuenciados, disponibles hasta ese
momento e introdujeron el concepto de distancia metabolica entre pares
de enzimas de la red. Sus resultados mostraron que los pares de
proteinas homologas solian estar separadas no mdas de tres pasos
(evolucion a nivel local de la red del Metabolismo Central) y que entre
estas proteinas se solia conservar su actividad catalitica (Alves et al,
2002).

1.3.1.2.3 Antecedentes en el estudio de la evolucién en la red
de biodegradacion.

Se ha analizado a nivel molecular los mecanismos por los cuales las
bacterias han podido adaptarse rdpidamente a la presencia de estos
contaminantes en el medio (van der Meer et al, 1992; Top & Springael,
2003; Diaz, 2004; Springael & Top, 2004; Wackett, 2004).

En 1992 Van der Meer postuld que ésta adaptacion genética estd
basada en la transferencia de genes, mutaciones puntuales y
transposiciones y recombinaciones genéticas. Concluye su trabajo
afirmando que para saber si estas enzimas especializadas en la
degradacion de compuestos recalcitrantes en las bacterias han
evolucionado desde isoenzimas mas comunes tras la introduccion de
grandes cantidades de productos en el medio ambiente, se necesitaria
tener informacién acerca de la tasa de mutacion en presencia de tales
compuestos (van der Meer et al, 1992).

En 2003 Top insisti6 en la importancia de la transferencia horizontal de
genes (HGT) en la adaptacion de los microorganismos. Esta HGT es
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frecuentemente mediada por elementos genéticos moviles (MGEs) tales
como transposones, integrones, islas gendmicas, fagos y plasmidos
facilmente transferibles, como es el caso de los plasmidos IncP-2 y
IncP-9, los cuales codifican la maquinaria de degradacion de
compuestos recalcitrantes naturales (Top & Springael, 2003). En 2004
Springael, continué el estudio insistiendo en que la transferencia
horizontal de genes y su ensamblaje en “mosaico” ocurren con una
eficiencia relativamente alta y en un periodo de tiempo mas o menos
corto. También expuso la posible conexion entre las enzimas que
degradan compuestos recalcitrantes y aquellas que transforman
compuestos similares que aparecen en el medio ambiente de manera
natural (Springael & Top, 2004).

También se ha estudiado la posible formacion de ciertas rutas de
biodegradacion (Minshull, 1995; Copley, 2000; Janssen et al, 2005). En
2000 Copley describio como la ruta de degradacién del pesticida
pentaclorofenol en Sphingomonas chlorophenolica probablemente se
habia formado recientemente a partir del reclutamiento y posterior
ensamblaje (modelo evolutivo en mosaico) de enzimas que provienen
de la ruta de degradacion de un fenol clorinado, que se encuentra de
manera natural en el medio, y de la ruta metabolica de la tirosina.
También sefial6 la ineficiencia del supuestamente reciente ensamblaje
de las enzimas debido a una pobre eficiencia catalitica, a la inhibicion
de una enzima por su substrato y a la carencia de regulacion en la ruta,
la expresion constitutiva de las enzimas asegura que van a estar
disponibles cuando se necesiten pero implica un “derroche” (Copley,
2000).

1.3.2 Biologia Sintética.

1.3.2.1 Contexto.

Al igual que la biologia de sistemas, la biologia sintética abre un
abanico de posibilidades en el disefio e implementacion de nuevas
aplicaciones. En los afios 60, se comenzod a descubrir la logica
matematica que se encontraba tras la regulacion de los genes. Tal es el
caso de Monod y Jacob, cuando en 1961 estudiaron el funcionamiento
del operon “lac” (Jacob & Monod, 1961). Estos descubrimientos junto
con la utilizacién de la tecnologia de ADN recombinante a comienzos
de los afios 70 (Chakrabarty et al, 1973; Shaham et al, 1973), con la
que es posible aislar y manipular un fragmento de ADN de un
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organismo para introducirlo en otro, pusieron las bases de lo que mas
tarde se llamaria biologia sintética.

La biologia sintética es un nuevo campo de investigacion que combina
ciencia e ingenieria. Su objetivo es el disefio y la construccion de
nuevas partes bioldgicas, dispositivos y sistemas y el redisefio de
sistemas bioldgicos naturales para aplicaciones utiles. Su aplicacion
estd condicionada al coste y al tiempo en el que se realice la sintesis del
ADN, a la abstraccion y la estandarizacion de la funcion biologica de
las entidades, y al desarrollo de mejores herramientas para el estudio
del comportamiento de los sistemas sintéticos(Tucker & Zilinskas,
2006).

Los esfuerzos que se estan realizando en el campo se podrian clasificar
en a) estandarizar y definir el comportamiento del mayor niimero de
entidades biologicas (reguladores, activadores, represores, etc), de
manera analoga a las hojas de especificacion de los componentes
electronicos, para poder utilizarlas en la construccion de los sistemas
biologicos (Endy, 2005; Bio et al, 2006), b) desarrollar e incorporar
métodos y herramientas para el disefio y modelado de los circuitos
biologicos (MathWorks, Inc.), c) redisehar partes biologicas y
mecanismos preexistentes para ampliar el juego de funciones que
podemos usar y programar (Becskei & Serrano, 2000; Elowitz &
Leibler, 2000; Gardner et al, 2000; Becskei et al, 2001), d) recrear y
redisefar nuevas funcionalidades en bacterias al ser organismos
relativamente sencillos (Basu et al, 2005).

Al igual que en la electronica se utilizan transistores, resistencias,
condensadores, etc., para implementar circuitos, en la biologia se utiliza
material genético y el conocimiento de las interacciones (regulacion)
entre ellos para producir circuitos biologicos que simulen a los
anteriores.

Siguiendo el paralelismo existente entre los circuitos electronicos y la
biologia sintética, se han disefiado sistemas biologicos que responden a
comportamientos descritos en los sistemas electrénicos que los
modelan (Becskei & Serrano, 2000; Elowitz & Leibler, 2000; Gardner
et al, 2000; Becskei et al, 2001). Este es el caso de los eventos de
autorregulacion. La retroalimentacion es el proceso por el cual una
parte de la sefial de salida se vuelve a aplicar a la entrada. Esta
retroalimentacion es positiva si un aumento en la sefial de salida da
como resultado un aumento todavia mayor de la magnitud de la sefial
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de salida, actuando por lo tanto como un amplificador. Por el contrario
esta retroalimentacion sera negativa si el sistema responde en direccion
opuesta a la perturbacién, haciendo que el nivel de salida del sistema se
encuentre constante en un rango de funcionamiento.

En el caso bioldgico la autorregulacion ocurre cuando una proteina
modifica directa o indirectamente su propia tasa de produccion. Serrano
et al. disend tanto un sistema de retroalimentacion negativa (Becskei &
Serrano, 2000) como un sistema de retroalimentacion positiva (Becskei
et al, 2001), demostrando la estabilidad del primero de los sistemas
frente a los sistemas no regulados o con retroalimentacion positiva
(Figura 4).
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Figura 4. Sistemas de autoregulacion. a) Este sistema natural de realimentacion
negativa en el bacteriofago, el promotor PR controla la expresion de la proteina Cro la
cual le reprime. b) Este es un sistema artificial de realimentacion negativa usando el
promotor PLtetO1 para controlar la expresion de TetR-EGFP, una fusion del represor
de tetraciclina (TetR) y una proteina florescente (EGFP). La realimentacion negativa
surge porque TerR reprime la transcripcion de PLtetO1. Sustituyendo TetR por
TetRY42A elimina la realimentacion dando lugar a un sistema no regulado. En la
figura se muestra como la distribucion de la expresion para el sistema no regulado es
tres veces mas ancha que la distribucion del sistema con realimentacion negativa,
demostrando el incremento de estabilidad que proporciona la realimentacion negativa.
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En otras ocasiones la realizacion de circuitos sintéticos ha ido dirigida
a dotar a un organismo con nuevas capacidades. Este es el caso del
trabajo realizado por Weiss et al. en el cual desarrollo en la levadura
Saccharomyces cerevisiae un sistema de comunicacion célula a célula
utilizando para ellos elementos de sefializacion en Arabidopsis thaliana
(Chen & Weiss, 2005).

1.3.2.2 Aplicacibn de la biologia sintética en
biodegradacion.

Las expectativas puestas en la ingenieria genética como herramienta
para la remediacion “in situ” de problemas medioambientales, no se
han visto cumplidas y aunque la biologia sintética no es algo nuevo, ya
que por ejemplo en 1987 el trabajo realizado por Rojo formaria parte de
esta disciplina (Rojo et al, 1987), si que se presenta como la evolucion
logica y racional de la ingenieria genética en cuanto a sus aplicaciones
medioambientales. De esta forma la aplicacion de la biologia sintética
en biodegradacion daria lugar al redisefio de organismos mas eficientes
en la descontaminacion de ecosistemas.

Los esfuerzos en el campo de la biorremediacién han sido dirigidos
principalmente hacia la realizaciéon de biosensores de compuestos
contaminantes. Los biosensores son dispositivos capaces de reconocer
e interaccionar con las sustancias de interés y de producir una sefial de
salida como consecuencia de esa interaccion.

En algunos casos, la fabricacion de estos biosensores consiste en la
modificacion del sitio de union al ligando de una proteina para asi
reconocer el contaminante deseado. Este es el caso de la investigacion
realizada en la Universidad de Durham (Estados Unidos), en el cual se
ha disefiado en Escherichia coli un biosensor capaz de detectar la
presencia del explosivo Trinitrotolueno (TNT). La bacteria redisefiada
es capaz de emitir una respuesta (en este caso fluorescencia) como
consecuencia de su exposicion al explosivo (Looger et al, 2003).

En otros casos, el biosensor se obtiene a partir de la incorporacion de
mecanismos que no son propios de las bacterias. Es el caso del
biosensor realizado en Saccharomyces cerevisiae en donde se utilizo
una ruta de sefalizacion de mamiferos asociada con proteinas
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fluorescentes, para reportar la presencia del explosivo 2,4-
Dinitrotolueno (DNT) (Radhika et al, 2007).

Un paso mads alla a la deteccion de contaminantes es la asociacion al
biosensor de un sistema de biorremediacion. Para intentar biorremediar
las contaminaciones por arsénico, en esta tesis se ha propuesto un
sistema biologico capaz de eliminar el arsénico de lugares
contaminados y por lo tanto actuar como “detoxificador”.

El arsénico es un caso muy representativo del dafio que puede causar
estos compuestos recalcitrantes al medio ambiente y a los seres
humanos. El arsénico se encuentra de forma natural en la Tierra en
pequetias concentraciones y es extremadamente dificil de convertir en
productos solubles en agua. Ha sido usado como insecticida (arseniato
de plomo), herbicida (arsenito de sodio) y veneno, como pigmento y en
pirotecnia (disulfuro de arsénico), como decolorante en la fabricacion
del vidrio (trioxido de arsénico) y como preservante de la madera
(arseniato de cobre y cromo) (Jones, 2007).

Existen mecanismos muy diversos con los que los organismos eliminan
el arsénico tras su absorcion accidental. Uno de ellos es un sistema de
bombeo que tienen bacterias como Pseudomonas putida o Escherichia
coli gracias al cual tras la asimilacion fortuita del arsénico, las bacterias
son capaces de expulsarlo de nuevo al medio. Otro mecanismo es el
que tiene el higado del raton y consiste en una proteina capaz de metilar
el arsénico y asi transformarlo en volatil y asi expulsandolo al aire.

Para intentar biorremediar las contaminaciones por Arsénico, en esta
tesis se ha desarrollado un sistema que combinando de manera artificial
estos mecanismos naturales de defensa, es posible modular su actividad
en funcion de la concentracion de arsénico en el medio.
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2.1 Objetivo General.

Aplicar las metodologias propias de la Biologia de Sistemas y la
Biologia Sintética al campo de la biodegradacion, para determinar sus
propiedades y origen, y su potencial en el desarrollo de aplicaciones.

2.2 Objetivos Especificos.

1. Desarrollar una base de datos de biodegradacion que contenga
informacion sobre rutas, reacciones, complejos, proteinas y genes y que
su estructura permita el estudio de las relaciones entre estas entidades.

2. Realizar un estudio topoldgico de la red de reacciones de
biodegradacion.

3. Analizar la organizacion de las reacciones en la red de
biodegradacion.

4. Estudiar la formacién y evolucion de la red de reacciones de
biodegradacion.

5. Utilizando mi formacion como ingeniero y los conocimientos
adquiridos en el estudio de la red de biodegradadacion, disenar,
modelar y simular un circuito biologico: un sistema de detoxificacion
de arsénico.
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3.1 Base de datos BioNeMo.

3.1.1 Asociacion de cada nodo de la red (reaccién) con su
enzima.

Una metaenzima es el conjunto de complejos de proteinas que pueden
realizar una reaccion. La busqueda de las metaenzimas se llevo a cabo
partiendo de la informacion bioquimica que hay en la base de datos
UMBBD (Ellis et al, 2006) y utilizando las base de datos de secuencias
del NCBI (Maglott et al, 2007; Pruitt et al, 2007).

La informacion en la UMBBD que se utilizd fue el nimero EC y el
nombre de la actividad catalitica de la reaccidn, el articulo donde se
describe esa transformacion bioquimica, el nombre del autor del
articulo, el organismo y el nombre de la ruta a la que pertenece. Sin
embargo, a medida que iba recopilando informacion de las reacciones
de una ruta, también la utilizaba para obtener informacion de otras
reacciones, por ejemplo viendo si en el mismo operdn existian genes
que codificaban proteinas que realizaban esa transformacion.

Las busquedas las realic¢ de manera manual debido a que la
combinacion de datos que da un resultado positivo es para cada
reaccion totalmente diferente. Introduciendo esas combinaciones en el
motor de busqueda “Entrez” del NCBI (Maglott et al, 2007) y
supervisando los resultados manualmente, asocié¢ los complejos a las
reacciones.

La agrupacion de las proteinas asociadas a una reaccion en complejos
enzimaticos, se realizé utilizando la informacion que tiene las entradas
de GenBank de cada proteina donde se indica el complejo enzimatico al
que pertenecen.

3.1.2 Realizacién de la base de datos.

La base de datos BioNeMo ha sido implementada utilizando
PostgreSQL  (Berkeley Software Distribution). Las tablas mas
significativas desde el punto de vista enzimatico son la de rutas,
reacciones, complejos, proteinas, secuencia de proteinas, homologia,
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pfam y pdb. Estas y sus relaciones aparecen en la siguiente grafica
(Figura 5).
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Figura 5. Estructura de la informacion "enzimatica™ en la base de datos
BioNeMo. Los cuadrados morados representan tablas de entidades, mientras que los
rombos azules tablas de conexion.

El contenido de las tablas mas importantes de la parte enzimatica de
BioNeMo se describe a continuacion.

Tabla ruta
Campo Tipo Ejemplo
id_pathway Entero 10
name Caracter Benzoate
abrev Caracter benz
tipo Caracter anaerdbica
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Tabla ruta_reaccion
Campo Tipo Ejemplo
id_pathway Entero 9
1d_reaction Entero 218
Tabla reaccion
Campo Tipo Ejemplo
id_reaction Entero 218
minnesota _code react Caracter 10245
Tabla reaccion_complejo
Campo Tipo Ejemplo
id_complex Entero 657
1d_reaction Entero 218
ec_code Caracter 1.14.12.10
Tabla complejo
Campo Tipo Ejemplo
id_complex Entero 657
activity Caracter ENZ
description Text benzoate 1,2-dioxygenase

Materiales

La actividad de los complejos puede ser enzimatico (ENZ) o regulacion
(REG), aunque en esta tesis solo considero los complejos enzimaticos.

Tabla complejo_proteina
Campo Tipo Ejemplo
id_complex Entero 657
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id_protein Entero 828
Tabla proteina
Campo Tipo Ejemplo
1d_protein Entero 828
gb_protein Caracter CAG68302
1d_gene Entero 828
code sw Caracter sp:| BENC_ACIAD
Tabla proteina_secuencia_proteina
Campo Tipo Ejemplo
1d_sequenc Entero 828
id_protein Entero 828
gi_number Entero -
Tabla secuencia_proteina
Campo Tipo Ejemplo
id_sequenc Entero 828
Sequence Caricter MSLYLNR I PAMSNHQVALQFED

GVTRFIRIAQGETLSDAAYRQQ
INIPMDCREGACGTCR
AFCESGNYDMPEDNY IEDALTP
EEAQQGYVLACQCRPTSDAVFQ
1QASSEVCKTKIHHFE
GTLARVENLSDSTITFDIQLDD
GQPDIHFLAGQYVNVTLPGTTE
TRSYSFSSQPGNRLTG
FVVRNVPQGKMSEYLSVQAKAG
DKMSFTGPFGSFYLRDVKRPVL
MLAGGTGIAPFLSMLQ
VLEQKGSEHPVRLVFGVTQDCD
LVALEQLDALQQKLPWFEYRTV
VAHAESQHERKGYVTG
H1EYDWLNGGEVDVYLCGPVPM
VEAVRSWLDTQG IQPANFLFEK
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En las tablas “secuencia_pfam” y “pfam” se guardan los resultados de
aplicar modelos ocultos de markov obtenidos de Pfam a las secuencias
de las proteinas que participan en procesos de biodegradacion contra la
base de datos de dominios Pfam (Finn et al, 2007).

Tabla secuencia_pfam

Campo Tipo Ejemplo
id_sequence pfam Entero 1090
id_sequence Entero 828
id_pfam Entero 96
query_start Entero 19
query end Entero 99
hmm_ start Entero 1
hmm_end Entero 95
bit score Caracter 89,1
evalue Caracter 1,3e-23
Tabla pfam
Campo Tipo Ejemplo
id_pfam Entero 96
code pfam Caracter PFOO111.17
description Texto 2Fe-2S iron-sulfur cluster
binding domain
ga Is sequence Caracter 7.0
ga ls _domain Caracter 7.0
tc_Is sequence Caracter 7.0
tc_Is_domain Caracter 7.0
nc_Is sequence Caracter 6.9
nc_ls domain Caracter 6.9
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En la tablas “secuencia_pdb” y “pdb” se guardan los resultados del
Blast de las secuencias de las proteinas que participan en reacciones de
biodegradacion contra la base de datos de Pdb (Berman et al, 2000;
Berman et al, 2002), con un “e-value” de 1-10°.

Tabla secuencia_pdb
Campo Tipo Ejemplo
id_sequence pdb Entero 1254
1d_sequence Entero 828
id_pdb Entero 398
query_start Entero 11
query_end Entero 348
hit_start Entero 1
hit_end Entero 338
long_query Entero 348
long_hit Entero 338
long_align Entero 338
total coverage Caracter N

Tabla pdb

Campo Tipo Ejemplo
id_pdb Entero 398
code pdb Caracter 1KRH
chain Caracter B

En la tabla “homologia” se guardan los resultados del Blast de cada una
de las proteinas que participan en reacciones de biodegradacion contra
la base de datos Swissprot y Trembl (version Enero 2007).
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Tabla Homologia

Campo Tipo Ejemplo
id_homology Entero 40644
id_query Entero 828
sw_code query Caracter BENC _ACIAD
query_start Entero 14
query_end Entero 348
query length Entero 348
id_hit Entero 1333
sw_code hit Caracter QO0WZ45 PSEPU
hit_start Entero 3

hit end Entero 335
hit_length Entero 336
score Caracter 381
evalue Caracter 2e-107
alignment length Entero 335
percentage identities Doble Precision 55,22

Una vez que habia asociado y almacenado en BioNeMo para cada
reacciébn sus complejos enzimaticos, y para cada complejo sus
proteinas, utilizando sus secuencias obtenidas de GenBank, anoté el
codigo Uniprot de las proteinas a través de un Blast contra Swissprot y
Trembl con un “e-value” de 1-10°. Si una secuencia de proteina de
BioNeMo tenia en Swissprot una con el 100% de porcentaje de
identidad, una longitud que no se diferenciara en mas de un 10% y que
su alineamiento al menos la cubriera en un 90%, entonces le asignaba
ese codigo Swissprot. En caso contrario si se encontraba en Trembl una
secuencia que cumpliera las condiciones anteriores, entonces asociaba
el codigo Trembl a esa proteina de BioNeMo.
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3.1.3 Realizacion del servidor web.

La estructura que he seguido para desarrollar el servidor web de la base
de datos BioNeMo es el siguiente. Parto de una interfaz de entrada
comun ("Common Gateway Interface”, CGI) que permite a un
explorador web solicitar datos de un programa ejecutado en un servidor
web. Este programa usa y llama un modulo de aplicacidén que ejecuta y
maneja los modos de ejecucion de la aplicacion. Cada modo de
ejecucion se corresponde con una pagina web (la pagina de
busqueda/inicio, la de resultados “google”, la de reacciones, la de
genes/proteinas, la de rutas y la de unidades de transcripcion). Cada
uno de estos modos de ejecucion contiene funciones que se encargan de
recopilar la informacidon necesaria en cada pagina. Una vez que cada
modo ha recopilado la informaciéon, ejecuta un moddulo
“HTML::Template” que contiene el codigo HTML de cada una de las
paginas del servidor web de BioNeMo. Dependiendo de los parametros
que se le pasen una parte del programa sera ejecutada (aquella que se
corresponda con el cédigo HTML de la pagina a mostrar). Esta
estructura permite independizar el codigo Perl (que se muestra) del
codigo HTML (como se muestra).
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3.2 Andlisis del nivel de descripcion de la red de
Biodegradacion.

3.2.1 Formacion de la red de biodegradacion.

En esta tesis se ha optado por representar los procesos de
biodegradacion de compuestos recalcitrantes mediante una
aproximacion centrada en las reacciones en lugar de la clasica
representacion de los procesos metabdlicos centrados en la
transformacion de los compuestos. Por tanto, la red de reacciones de
biodegradacion es una red dirigida en donde los nodos son las
reacciones y los enlaces son los compuestos (Figura 6).

C1 C2 C3

Figura 6. Transformacién: red de compuestos a red de reacciones. La red de la
izquierda representa una red de compuestos en la cual los nodos (circulos) son
compuestos y los enlaces (flechas) las reacciones de las que son substratos y
productos. Dos compuestos estan unidos (por ejemplo C3 y C5) si hay una reaccion
que transforma el primero en el segundo (en este caso "R3"). Este tipo de red es la
estudiada por Pazos (Pazos et al, 2003) y la descrita en las bases de datos de UMBBD
y Metarouter. Su transformacion a una red de reacciones se muestra en la figura de la
derecha. En este caso dos reacciones (R1 y R4) estan unidas si un producto de la
primera es substrato de la segunda (en el ejemplo C4). Ambas redes llegan a un nodo
que representa la entrada al Metabolismo Central (CM).
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Dos nodos o reacciones, A y B, estdn conectados con una determinada
direccion cuando alguno de los productos de la reaccion A se
corresponde con alguno de los subtratos de la reaccion B. Cuando una
reaccion tiene mas de un substrato o producto, he construido todas las
posibles conexiones. Los compuestos quimicos anotados como
cofactores en UMBBD no se han considerado para construir la red.
Todas las reacciones en UMBBD se han incluido en la red
independientemente de su naturaleza aerdbica o anaerdbica y el
organismo en el cual se ha descrito que se realiza. La red se compone
de 945 reacciones.

La definicién de las rutas de biodegradacion en las que participan las
reacciones también se ha tomado de la base de datos de UMBBD. Al
mismo tiempo, debido a que muchas de estas rutas de biodegradacion
producen un compuesto final que pertenece al metabolismo central, se
ha introducido en la red un nodo artificial que representa la entrada a la
red del Metabolismo Central.

3.2.2 Comparacion de la red de Biodegradacion con la
red del Metabolismo Central.

La red del Metabolismo Central se ha obtenido a partir de las rutas del
metabolismo comin definidas en KEGG (Kanehisa & Goto, 2000;
Kanehisa et al, 2006). Las rutas utilizadas se describen en el Apéndice
1.

El nivel de descripcion de las reacciones del Metabolismo Central se
obtuvo de la siguiente manera. Por una parte se identifico las
reacciones que participan en estas rutas utilizando el fichero “reaction”
que suministra KEGG en la direccion
ftp://ftp.genome.jp/pub/kegg/ligand/reaction/reaction. Solo se tomaron
las reacciones para las que los digitos de la ruta de la que forma parte
(rmXXXXX) coincidiera con las del la lista anterior (mapXXXXX). De
este fichero también se obtuvieron el codigo de ortologia utilizado por
KEGG (KO) el cudl es un sistema de clasificacion de genes ortdlogos
incluyendo grupos de genes paralogos. KEGG utiliza este codigo para
asignar a las reacciones, los genes que las realizan.

Una vez que cada reaccion tiene asignado su codigo KO, utilizando el
fichero ftp://ftp.genome.jp/pub/kegg/linkdb/genes/genes ko.list asocio
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a cada grupo de ortélogos (KO) sus genes, para posteriormente
utilizando el fichero
ftp://ftp.genome.jp/pub/kegg/linkdb/genes/genes uniprot.list identificar
el codigo Uniprot que tiene cada uno de los genes. Relacionando estas
informaciones, puedo saber si la reaccion tiene una proteina en
Swissprot/Trembl asociada o no.

Para saber si las reacciones del Metabolismo Central tienen asociado
dominios funcionales (Pfam) y estructuras tridimensionales (PDB), ya
que tengo los cddigos Uniprot (Swissprot o Trembl) he buscado la
informacion en esa base de datos (2007).

3.2.3 Comparacion de las reacciones que llegan al
Metabolismo Central de las que no.

Considerando que la entrada de los compuestos en el Metabolismo
Central es un nodo mas en la red de reacciones de biodegradacion, una
reaccion se conecta directamente con éste nodo cuando alguno de sus
productos esta asignado en UMBBD como que forma parte de la red
del Metabolismo Central. De esta manera, una reaccion se considera
que forma parte de un proceso de biodegradacion completo cuando
forma parte de una ruta en la que alguno de los productos producidos
entran al Metabolismo Central, es decir, podemos conectar (a través de
una serie de reacciones) a esta reaccidon con una reacciéon en donde
alguno de sus productos conectan con el nodo del Metabolismo Central.
Por el contrario, si la reaccion no puede conectarse con una reaccion
que enlace con el Metabolismo Central, esa reaccion formara parte de
una biodegradacion parcial.

3.2.4 Distancia al Metabolismo Central.

La distancia desde un determinado nodo (reaccion) al Metabolismo
Central se define como el minimo niimero de enlaces que les separan
en la red. Para calcularlo he utilizado el algoritmo de Dijkstra y
programacion recursiva. La idea subyacente en este algoritmo consiste
en ir explorando todos los caminos mas cortos que parten del vértice
origen y que llevan a todos los demds vértices; cuando se obtiene el
camino mas corto desde el vértice origen, al resto de vértices que
componen el grafo, el algoritmo se detiene.
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3.3 Topologia de la red de Biodegradacion.

Para el estudio de la topologia de la red de reacciones de
Biodegradacion utilicé las relaciones entre las reacciones contenidas en
la base de datos de la Universidad de Minnesota (UMBBD). La
metodologia utilizada para ver si cada una de estas caracteristicas se
cumplen en la red de biodegradacion, la he obtenido de la revision
sobre redes biologicas publicada por Barabasi, en la cual se describe
con detalle los pasos a seguir (Barabasi & Oltvai, 2004).

3.3.1 Red libre de escala.

Para averiguar si la estructura de la red es libre de escala, he calculado
la probabilidad de que una enzima tenga un cierto nimero de
conexiones. Una red se dice que es libre de escala, cuando la mayoria
de los nodos tienen muy pocas conexiones y solo un numero pequeno
de ellos estan muy conectados (llamados hubs). Por lo tanto en una red
de este tipo la probabilidad de que un nodo tenga un numero de enlaces
(k) sigue una ley de potencias (p(k) ~ k®) donde “g” es el grado del
exponente.

3.3.2 Red “mundo pequeno”.

Una red de “mundo pequefio” se caracteriza por tener un coeficiente de
clustering mayor que él de una red aleatoria pero una longitud de
caminos parecida al de una aleatoria. El coeficiente de clustering de un
nodo “I” se define por la ecuacion siguiente: C; = 2ny/k(k-1) donde ny es
el numero de enlaces conectando el nodo I con sus k; vecinos, y k(k-1)
es el nimero maximo de conexiones que se podrian establecer si todos
los vecinos del nodo I estuvieran conectados unos con otros. A su vez
para calcular la longitud de caminos entre los nodos de la red he
utilizado el algoritmo de Dijkstra.

La red aleatoria que he utilizado para realizar las comparaciones la he
construido con el programa Matlab (MathWorks, Inc.). Esta consta del
mismo numero de nodos y conexiones totales que la red de reacciones
de biodegradacion, y donde cada nodo ademdas mantiene el nimero de
conexiones de entrada y de salida. Se realiz6 utilizando el programa
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Matlab (MathWorks, Inc.) para a partir de la red de reacciones de
biodegradacion obtenerla. He utilizado Perl (Practical Extraction and
Report Language) para obtener los resultados.

3.3.3 Red jerarquica.

En la red del Metabolismo Central se ha observado que los clusteres
(conjunto de nodos muy conectados) se combinan generando una
estructura jerarquizada. Para esto, el coeficiente de clustering de la red
(C(k)) debe disminuir a medida que la conectividad (k) aumenta
siguiendo una ley de potencias (C(k) ~ k), es decir cuanto mayor sea
la conectividad de un nodo, sus nodos vecinos estaran menos
conectados. He utilizado Matlab (MathWorks, Inc.)para obtener los
resultados.
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3.4 Organizacion de la red de Biodegradacion.

3.4.1 Complejidad.

Los datos utilizados en el estudio de la complejidad de las reacciones se
han obtenido utilizando la base de datos BioNeMo. De esta manera el
nimero de dominios funcionales que tiene una reaccién se extrae
viendo para cada reaccion de biodegradacion, los complejos
enzimaticos que puedan realizarla, las proteinas que forman parte de
estos complejos y los dominios funcionales asociados a las secuencias
de estas proteinas. Esta compleja consulta a la base de datos, se realiza
facilmente haciendo uso de la API.

Para conocer el nimero de dominios funcionales de cada proteina y el
numero de proteinas por complejo también he utilizado la base de datos
BioNeMo. En este caso las consultas son muy sencillas y directas
utilizando la API (proteina -> pfam; complejo enziméatico -> proteinas).

La distribucion de los datos anteriores (niimero de dominios por
reaccion, numero de proteinas por complejo, nimero de dominios
funcionales por proteina) en la red de reacciones de biodegradacion se
obtiene al introducir la distancia entre la reaccidbn que tiene esos
dominios, para el primero de los datos anteriores, o en la que participa
cada complejo, para el segundo de los datos, o de la que forma parte las
proteinas, para el tercero de los datos, al nodo que representa la entrada
al Metabolismo Central (ver apartado 3.2.4 para detalles del método).

De esta forma se obtiene el porcentaje de reacciones en cada distancia
que tiene un numero de dominios funcionales, el porcentaje de
complejos en cada distancia que tienen un nimero de proteinas,
teniendo en cuenta que si un complejo aparece en mas de una reaccion,
se contabiliza tantas veces como reacciones diferentes participe y en las
distancias al Metabolismo Central en las que esas reacciones se situen,
y el porcentaje de proteinas en cada distancia que tienen un nimero de
dominios funcionales, si una proteina forma parte de un complejo que
participa en mas de una reaccion, aparecera en todas las distancias de
esas reacciones y tantas veces como reacciones esté asociada.
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3.4.2 Especificidad.

La especificidad de los complejos hace referencia al namero de
reacciones que un mismo complejo puede llevar a cabo. Para analizar la
distribucioén de la especificidad de las reacciones dentro de la red de
biodegradacion realicé varios pasos. Primero identifiqué para cada
complejo de proteinas el niimero de reacciones de biodegradacion que
realizaba, haciendo uso de la base de datos BioNeMo y de su API.
Segundo, calculé la distancia a la que se encontraba cada uno de los
complejos viendo la distancia de las reacciones que podia realizar. De
esta forma, un mismo complejo se contabiliza tantas veces como
reacciones participe y en las distancias en las que se encuentren estas
reacciones. Por tanto, los datos obtenidos muestran en cada distancia la
especificidad de todos los complejos de las reacciones a esa distancia.

3.4.3 Variabilidad.

Para calcular la variabilidad de las proteinas de biodegradacion, he
utilizado las proteinas homologas a las de biodegradacion almacenadas
en la base de datos BioNeMo. Esta coleccion de proteinas se ha
obtenido mediante un Blast de las secuencias de las proteinas en
BioNeMo contra las bases de datos Swissprot y Trembl con “e-value”
de 1:10°. De todos los resultados obtenidos solo se han almacenado en
BioNeMo cuando su diferencia de longitudes no era superior a un 10%
y el alineamiento no diferia mas de un 10% de la longitud de la
secuencia de la proteina de biodegradacion.

A partir de esta coleccion y fijando en cada caso un porcentaje de
identidad minimo diferente (95% y 50%) se ha estudiado como afecta
el porcentaje de conservacion de la secuencia en el nimero de
homologos de las proteinas.

La distribucién de la redundancia a lo largo de la red de biodegradacion
se ha calculado al asignar a cada proteina que forma parte de un
complejo enzimadtico, la distancia o distancias de las reacciones en las
que participa (si una proteina forma parte de un complejo que realiza
varias reacciones, la proteina aparecera en el estudio tantas veces como
reacciones participe).
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3.5 Evolucién de la red de Biodegradacion.

3.5.1 Dominios funcionales de la red de Biodegradacion y
la del Metabolismo Central.

Para cada dominio funcional asociado a proteinas que forman parte de
alguno de los complejos enzimaticos de la red de biodegradaciéon y que
se encuentran almacenados en la base de datos BioNeMo, he calculado
el porcentaje de reacciones de biodegradacion en los que aparece.

Utilizando el mismo grupo de dominios funcionales y la asociacion
antes definida entre las reacciones del Metabolismo Central y sus
dominios funcionales, he calculado el porcentaje de reacciones en el
Metabolismo  Central donde los dominios funcionales de
biodegradacion estan presentes. Relacionando estos dos porcentajes he
realizado la comparativa funcional entre las dos redes.

3.5.2 Evolucion de las proteinas.

La relacion evolutiva de las proteinas de la red de biodegradacion con
la de la red del Metabolismo Central se obtuvo primero realizando un
blast a partir de las proteinas que estaban asociados a un complejo
enzimatico en biodegradacion y que estan almacenadas en la base de
Datos Bionemo, contra la coleccion de secuencias de proteinas de
Swissprot y Trembl. Segundo, como para cada reaccion del
Metabolismo Central (las que forman parte de las rutas de KEGG
seleccionadas), tengo el codigo Uniprot que tienen sus proteinas (ver
apartado 3.2.2 para detalles del método), comprobé si en los resultados
del Blast existian proteinas del Metabolismo Central.

Dos proteinas se consideran homologas si el porcentaje de identidad
entre sus secuencias es mayor del 30%, para estar segura de que existe
relacion evolutiva (Rison & Thornton, 2002), la diferencia de
longitudes entre ellas es menor del 10% y la diferencia entre la longitud
del alineamiento y las longitudes de las secuencias no es superior al
10%.
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3.5.3 Evolucién de las reacciones.

La relacion evolutiva entre las reacciones de Biodegradacion y del
Metabolismo Central se calcula a partir de la relacion evolutiva de las
proteinas que forman parte de sus complejos enzimaticos (ver apartado
3.5.2 para mas detalles). Los pasos a seguir son: primero, identificar la
conexion entre las proteinas, los complejos enzimdticos a los que
pertenecen y las reacciones de biodegradacion en las que participan
utilizando para ello la base de datos BioNeMo. Segundo, definir para
cada reaccion, con al menos un complejo asociado, el “complejo mas
informativo”, el cual se corresponde con el complejo que tiene un
mayor numero de subunidades (proteinas). Esto podemos realizarlo al
haber visto que excepto para dos reacciones, los complejos de proteinas
asociados a una reaccion tienen proteinas homologas. Tercero,
identificar la relacion evolutiva de las proteinas de los “complejos mas
informativos” mediante comparacion de secuencia. De esta forma, si
todas las proteinas del complejo tienen una relacion evolutiva
detectable con el Metabolismo Central, clasifico la reaccion como
“CM”, si ninguna de las proteinas del complejo lo tienen, clasifico la
reaccion como “no CM” y si no se cumplen los casos anteriores
clasifico la reaccion como mixta.

Para analizar la robustez de los resultados, he repetido el experimento
utilizando mil redes aleatorias andlogas a la de biodegradacion (es
decir, con el mismo nimero de reacciones, y donde cada complejo
asociado a la reaccion tiene el mismo numero de proteinas) pero con la
diferencia de que las proteinas que forman cada uno de esos complejos
es aleatoria.

La manera en la que la he realizado es la siguiente. Tomando al azar
dos reacciones de la red que tengan ‘“complejo mas informativo”
asociado, selecciono al azar de cada uno de los complejos una proteina
y intercambiandoselas. Este proceso lo repito 1400 veces y al terminar
de realizarlo cuento el numero de reacciones “CM”, “no CM” y
“mixtas” que hay en esa red y los almaceno guardando. Todo esto se
repetira a su vez 1000 veces, pudiendo hacer una distribucion del
nimero de reacciones de cada tipo con la coleccion de datos
almacenada.

El valor del z-score de un evento indica como de lejos y en qué
direccion este evento se desvia respecto a la media de una distribucion,
expresandose en fracciones o multiplos de la desviacion estdndar de esa
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distribucion. Se calcula mediante la formula siguiente: Z = (X - px)/0x,
donde x es el valor para el cual quiero calcular el z-score, i la media
de la distribucidn con la que quiero comparar el valor y o la desviacion
de esa distribucion.

3.5.4 Bloques de reacciones consecutivas.

Para analizar si dos reacciones consecutivas de la red de
biodegradacion que tuvieran relaciéon evolutiva con el Metabolismo
Central, sus reacciones relacionadas por similitud de secuencia en el
Metabolismo Central también se encontraban consecutivas (seguidas y
manteniendo el orden de aparicidn, ya que son redes direccionales) es
necesario saber ademas de las proteinas asociadas a cada reaccion del
Metabolismo Central (ver apartado 3.2.2), las conexiones entre las
reacciones. Esto implica formar la red de reacciones del Metabolismo
Central. Para ello utilizando el fichero facilitado por KEGG
ftp://ftp.genome.jp/pub/kegg/ligand/reaction/reaction, — obtengo  los
substratos y productos de cada una de las reacciones. Con ellos, dos
reacciones A y B estdn conectadas con un sentido (A->B) si alguno de
los productos de A son substrato de B. Si una reaccion tiene varios
substratos o productos se establecen conexiones a partir de todos sus
substratos y productos. Una vez formada la red de reacciones del
Metabolismo Central, para cada par de reacciones de biodegradacion
consecutivas y con relacion evolutiva en el Metabolismo Central, se
identifico exactamente con que reacciones del Metabolismo Central se
relacionaban y si estdn se encontraban conectadas consecutivamente. Si
la busqueda era positiva, entonces el par de reacciones de
biodegradacion tienen una relacion evolutiva con el Metabolismo
Central y han mantenido su ensamblaje. En caso contrario, las
reacciones solo tienen relacion evolutiva con el Metabolismo Central.

Igual que en el apartado anterior he repetido mil veces el experimento
anterior utilizando redes aleatorias analogas a la de biodegradacion. En
este caso se trata de redes donde se mantienen las conexiones de la red
de biodegradacion y el numero de reacciones de cada tipo (CM, no CM
y mixtas).

La manera en la que la he realizado es la siguiente. Tomando al azar
dos reacciones de la red que tengan ‘“complejo mas informativo”
asociado, intercambio sus complejos. Este proceso lo repito 1400 veces
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y al terminar de realizarlo cuento el numero de reacciones que siendo
consecutivas en la red y siendo las dos del tipo CM, los complejos
homoélogos a ellos en el Metabolismo Central también estén
consecutivos o no y almaceno guardando. Todo esto se repetird a su
vez 1000 veces, pudiendo hacer una distribucidon del nimero de bloques
CM con el mismo ensamblaje o diferente ensamblaje que en el
Metabolismo Central con la coleccion de datos almacenada

3.5.5 Teorias de evoluciéon de las redes metabdlicas.

Para este andlisis he utilizado el definido el concepto de par de
reacciones relacionadas por similitud de secuencia (RRSS). Dos
reacciones de biodegradacion podran forman un par de RRSS si las
proteinas de sus complejos mas informativos (ver apartado 3.5.4) son
homologos. Si los complejos tienen un niimero diferente de proteinas,
son homologos si todas las proteinas del complejo menor son
homologas a alguna de las proteinas del complejo mayor. La homologia
entre las proteinas de ambos complejos se define de la manera descrita
en el apartado 3.5.2 (porcentaje de identidad mayor del 30%, diferencia
en la longitud de las secuencias menor al 10% y diferencia entre las
longitudes de las secuencias y el alineamiento menor del 10%).

Una vez identificado los pares de RRSS, para estudiar el tipo de
mecanismo evolutivo que se encuentra detras de cada uno de estos
pares es necesario establecer cuando las reacciones del par son
metabolicamente cercanas o lejanas. He fijado el umbral para decidir si
dos reacciones son cercanas o lejanas en cinco paso metabdlicos
basandome en que la mitad de las rutas de biodegradacion tienen una
longitud menor de cinco pasos siendo ademas estas rutas las que tienen
mas del 50% de sus reacciones con un metaenzima asociado. De esta
forma cuando la distancia entre el par de reacciones homologas es
menor o igual a cinco pasos, las reacciones se consideran cercanas y si
su distancia metabdlica es superior a cinco pasos las reacciones se
consideran lejanas.

El criterio utilizado para definir el tipo de mecanismo evolutivo
asociado a un par de RRSS es el siguiente. Si un par de RRSS estan a
menos de cinco pasos, se corresponde con un evento de retro-
evolucion. Si en cambio se encuentran a una distancia superior de cinco
pasos, y alguna de sus reacciones vecinas (previas a cada una de las
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reacciones del par o posteriores a ellas) constituyen también un par de
RRSS, entonces el par se corresponde con un evento de duplicacion de
rutas. Por ultimo si la distancia entre las reacciones del par es superior a
cinco pasos y sus reacciones vecinas no forman otro par de RRSS, es
un evento de mosaico.

3.5.6 Tipos de duplicacibn entre pares de reacciones
relacionadas por similitud de secuencia.

Un par de RRSS presentan una duplicacion genética si la homologia
entre las proteinas de sus complejos mas informativos cumple que el
porcentaje de identidad entre sus secuencias es superior al 90% (para
estar muy segura de mantener su actividad catalitica y union a substrato
(Devos & Valencia, 2000; Devos & Valencia, 2001; Tian & Skolnick,
2003; Hatzimanikatis et al, 2004)), ademas de cumplir que la diferencia
de longitudes entre ellas sea menor del 10% y la diferencia entre la
longitud del alineamiento y las longitudes de las secuencias no sea
superior al 10%. Si el nimero de proteinas de estos complejos es
diferente, es necesario que todas las proteinas del complejo menor
tengan una proteina homologa en el complejo mayor cumpliendo las
condiciones anteriores.

Si en cambio, las proteinas de los complejos més informativos de un
par de RRSS tienen un porcentaje de identidad de secuencia inferior o
igual al 90% (pero siempre superior al 30% y cumpliendo los requisitos
de diferencia entre sus longitud de secuencia y con el alineamiento, ya
que forman parte de un par de reacciones homologas), entonces el par
de reacciones presentan una dualidad funcional.
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3.6 Biologia Sintética: EIl detoxificador de arsénico.

El tipo de modelado utilizado en este trabajo se denomina cinético de
ley de masas (mass-action kinetic) y consiste en la descripcion de los
reactantes y productos de cada reaccion quimica como una ecuacioén
donde la velocidad o tasa de la transformacion es directamente
proporcional a la concentracién de los reactantes. De esta manera el
circuito del detoxificador de arsénico puede expresarse a través de las
siguientes ecuaciones:

Ecuacion | Tasa
Transcripcion ArsR
Placlq + RNAp DRNAp + Placlq + mRNAarsR | kI
Degradacion mRNA,r
mRNAarsR = null | Kk
Traduccion ArsR
mRNAarsR + rRNA & mRNAarsR + rRNA + ArsR | k3
Degradacion de ArsR
ArsR 2 null | k4
Dimerizacion de ArsR
ArsR + ArsR 2 ArsR2 k5
ArsR2 2 ArsR + ArsR k6
Unidn Cooperativa ArsR
Pars + ArsR2 - ParsArsR2 k8
ParsArsR2 = Pars + ArsR2 k9
Unién de ArsR a As
ArsR2 + As 2> ArsR2As k11
ArsR2As 2 ArsR2 + As k12
Transcripcion l-c-g
Pars + RNAp 2>RNAp + Pars + mRNAlcg | k14
Degradacion mRNAlcg
mRNAlcg - null | k15
Traduccién de Lacl
mRNAlcg + rRNA - mRNAlcg + rRNA + Lacl | k16
Traduccion Cyt19
mRNAlcg + rRNA & mRNAlcg + rRNA + Cyt19 | k17
Traducciéon GFP
mRNAlcg + rRNA 2 mRNAlcg + rRNA + GFP | kI8

Degradacion Lacl
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Lacl = null k19
Degradacion Cyt19

Cyt19 - null k20
Degradacion GFP

GFP = null k21
Metilacion del Arsénico

Cytl9 + As 2 Cytl9 k22
Tetramerizacion Lacl

Lacl + Lacl + Lacl + Lacl - Lacl4 k23
Lacl4 = Lacl + Lacl + Lacl + Lacl k24
Union cooperativa Lacl4

Plac + Lacl4 - PlacLacl4 k26
PlacLacl4 - Plac + Lacl4 k27
Unidn cooperativa Lacl8

PlacLacl4 + Lacl4 = PlacLacl8 k29
PlacLaclI8 - PlacLacl4 + Lacl4 k30
Transcripcion de CI

Plac + RNAp =2 RNAp + Plac + mRNAcI k32
Degradacion mRNAcI

mRNAcI = null k33
Traduccion cl

mRNAcI + rRNA =2 mRNAcI + rRNA + CI k34
Degradacion CI

CI = null k35
Dimerizacion CI

ClI+CI-> CI2 k36
CI2 2> CI+CI k37
Unioén cooperativa CI2

Pr + CI2 - PrCI2 k39
PrCI2 - Pr+ CI2 k40
Unidn cooperativa CI4

PrCI2 + CI2 - PrCl4 k42
PrCI4 - PrCI2 + CI2 k43
Transcripcion de Pr

Pr + RNAp = RNAp + Pr + mRNAbcx k45
Degradacion mRNAbcx

mRNAbcx = null k46
Traduccion ArsB

mRNADbcx + rRNA - mRNAbcx + rRNA + ArsB k47
Traduccion ArsC

mRNADbcx + rRNA 2 mRNAbcx + rRNA + ArsC k48
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Traduccion XFP

mRNAbcx + rRNA > mRNAbcx + rRNA + XFP | k49
Degradacion ArsB
ArsB 2 null | k50
Degradacion ArsC
ArsC = null | k51
Degradacion XFP
XFP - null | k52

Para realizar la simulacion del sistema he asignado a cada tipo de
reacciéon un parametro por defecto cuyo valor he obtenido tras el
analisis de los valores utilizados en trabajos previos (Basu et al, 2004;
Feng et al, 2004; Basu et al, 2005; Hooshangi et al, 2005). Las tasas se
muestran en la siguiente tabla:

Descripcion Valor
Tasa de Degradacion 0.0050 segundo™
Tasa de Transcripcion 0.033 moléculas/segundo
Tasa de Traduccion 0.033 moléculas/segundo
Tasa de Dimerizacion directa 0.00001 moléculas/segundo
Tasa de Dimerizacion inversa 0.20 segundo™’
Unidn cooperativa directa 0.5 moléculas/segundo
Union cooperativa inversa 0.0010 segundo™
ArsR unién a Arsénico directa 0.1 moléculas/segundo
ArsR unién a Arsénico inversa 0.0010 segundo'1

Los valores iniciales de los elementos del modelo son todos 0
moleculas excepto para los promotores cuyo cantidad inicial es de 1
molécula, la RNAp que tiene 5 moleculas y el rRNA con otras 5
moléculas (aunque al haber cuatro promotores con 4 moléculas es
suficiente). Para realizar la simulacion he utilizado el paquete de
Matlab llamado “SimBiology” (MathWorks, Inc.).
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4.1 Conceptos importantes de la red de Reacciones
de Biodegradacion.

La red global de biodegradacion que se utiliza en este trabajo es una red
donde los nodos son las reacciones y las conexiones los compuestos (es
decir, una red de reacciones). Dos reacciones se conectan si un
producto de la primera reaccion es substrato de la segunda. A
consecuencia de esto, las conexiones entre reacciones son dirigidas,
proporcionando direccion a la red. Al mismo tiempo, debido a que
muchas rutas de biodegradacion producen un compuesto final que
pertenece al metabolismo central, se ha introducido en la red un nodo
artificial que representa la entrada a la red del Metabolismo Central.
Utilizando este nodo artificial y la direccion de los enlaces, podemos
cuantificar para las reacciones que tienen un camino hacia el
Metabolismo Central, a qué distancia se encuentran de éste.

La estructura y relacion de los conceptos enzimaticos que describen los
procesos de biodegradacion es la siguiente (Figura 7). Las proteinas se
agrupan en complejos enzimaticos (complejos de proteinas) para poder
realizar una reaccion. Cada proteina tiene un papel dentro de la
reaccion, y solo cuando sus acciones se combinen puede llevarse a
cabo. En muchas ocasiones una misma reaccion puede ser realizada por
complejos de proteinas distintos que pertenecen a diferentes
organismos o que siendo del mismo organismo no tienen las mismas
proteinas. Por ello he llamado metaenzima a la abstraccion de esos
complejos, es decir, una metaenzima englobaria todos los complejos de
proteinas distintos capaces de realizar la misma reaccioén. Por ultimo,
estas reacciones forman parte de rutas de biodegradacion.
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Figura 7. Conceptos enzimaticos y sus relaciones.

Aunque los complejos de proteinas que realizan la misma reaccion de
biodegradacion son homologos, he encontrado dos casos en que no lo
son. La escasez de estos eventos de convergencia funcional (la misma
funcion en secuencias no homoélogas) es logica al tratarse de un evento
bastante raro en la evolucion de las proteinas (Doolittle, 1994). Uno de
los casos de convergencia funcional en la red de biodegradacion se da
en la reaccidbn que transforma el cloroacetato en glicolato. Esta
transformacion puede llevarse a cabo por dos dehalogenasas
haloacidicas que no son homologas entre ellas, una de Alcaligenes
xylosoxydans (dhIB) y otra de Xanthobacter autotrophicus (dhIB) (van
der Ploeg et al, 1991; Brokamp et al, 1996). El otro caso de
convergencia se da con dos arsenato reductasas (arsC), una en
Escherichia coli y otra en Staphylococcus aureus que sin ser
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homologas entre si transforman el arsenato en arsenito (Chen et al,
1986; Gill et al, 2005).
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4.2 La base de datos BioNeMo y sus herramientas.

4.2.1 Base de Datos.

El conocimiento de los mecanismos que llevan a la formacién y
evolucion de la red de biodegradacion requiere recopilar y relacionar
toda la informacidon sobre biodegradacion disponible. Ademas es
necesario estructurarlos de tal manera que permita su facil manejo.

Por ello, he disefiado e implementado una base de datos relacional
llamada BioNeMo (Biodegradation Network Modelling), la cual
engloba un importante recopilatorio de informacion metabodlica y de
regulacion sobre biodegradacion, y la dispone de manera adecuada para
sacar el madximo conocimiento de sus relaciones. Esta base de datos se
ha implementado utilizando PostgreSQL (Berkeley Software
Distribution). Las unidades que componen la base de datos son tablas
que contienen datos y relaciones que los conectan.

La base de datos de la Universidad de Minnesota (UMBBD) (Ellis et
al, 2006) es un recopilatorio muy completo en cuanto a la
biodegradacion de compuestos recalcitrantes realizados por bacterias y
otros organismos. La caracteristica principal de esta base de datos, es
que toda su informacion es bioquimica y se encuentra estructurada en
rutas las cuales describen las transformaciones bioquimicas y los
metabolitos intermedios producidos por la degradacion de un
compuesto inicial. Las rutas finalizan cuando todos los productos de
una transformacion o bien son compuestos que se encuentran en el
Metabolismo Central, o bien son metabolitos ya existentes en otras
rutas de biodegradacion (si dos rutas tienen una parte comun, las dos
rutas interseccionan en este punto y la serie de transformaciones solo se
encuentra en una de las rutas).

Como es usual en las bases de datos metabolicas, las reacciones en
UMBBD se describen mediante su numero enzimdtico EC (en inglés
“Enzyme Commission number”). El nimero EC es un esquema de
clasificacion numérica para las enzimas, basado en las reacciones
quimicas que catalizan (su actividad bioquimica). Cada coédigo EC
consta de 4 numeros separados por puntos. Estos nimeros representan
una clasificacion progresivamente mas especifica, desde el tipo de
reaccion indicada por el primer digito (oxidoreductasas, transferasas,
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hidrolasas, liasas, isomerasas, y ligasas) hasta el substrato que
transforma representado por el tltimo digito.

El nimero EC no es suficiente para identificar la entidad bioldgica (el
complejo proteico) que llevaria a cabo la reaccion. Prueba de ello es
que mas del 60% de las reacciones en biodegradacion comparten su
codigo enzimatico pero sin embargo la mayoria de ellas no pueden ser
realizadas por el mismo complejo proteico ni realizan exactamente la
misma transformacion. Este hecho se debe principalmente a la
ambigiiedad a la hora de definir estos codigos y a los diferentes
criterios usados por los anotadores cuando fueron asignados.

Para solventar este problema, manteniendo las rutas y las reacciones
descritas en UMBBD, he asignado al mayor nimero posible de
reacciones la entidad biologica encargada de realizarla. Esta
informacion se ha obtenido mediante biisquedas manuales en la base de
datos de secuencia y en la base de datos bibliografica del NCBI
(Entrez). El resultado es la identificaciéon para cada reaccion de las
proteinas, los complejos enzimaticos y de lo que he denominado
metaenzima.

Las proteinas realizan una actividad dentro de la transformacion
(actividad catalitica, unién a cofactor, etc.). Cuando ha sido posible, he
asignado su cddigo Uniprot (Swissprot y Trembl), su codigo NCBI, sus
dominios funcionales descritos en la base de datos Pfam, su estructura
tridimensional en la base de datos PDB, el gen (con su codigo NCBI)
que codifica para la proteina y su organismo (con su codigo NCBI).

Teniendo en cuenta los conceptos de proteina, complejo de proteinas,
enzima y reaccion definidos en la descripcion de la red de reacciones,
la estructura de la informacién enzimatica en BioNeMo se dispone de
la siguiente manera (Figura 8). Las rutas de biodegradacion contienen
reacciones, cada reacciones tienen complejos de proteinas capaces de
realizarlas, cada complejo de proteinas tiene asociado unas proteinas y
cada proteina cuenta con una gran cantidad de informacién tanto en la
propia base de datos de BioNeMo como gracias al gran ntimero de
enlaces a bases de datos publicas y de interés.
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Figura 8. Relaciones en BioNeMo. La figura muestra las conexiones entre todas los
elementos tanto enzimdticos como de regulacion contenidos en BioNeMo y sus
conexiones con bases de datos externas. Las flechas continuas representan relaciones
internas en BioNeMo y las flechas discontinuas relaciones con bases de datos
externas.

La metodologia utilizada en la obtencion de estos datos se explica en la
seccion de Materiales y Métodos, sin embargo creo importante resaltar
la gran inversion de tiempo dedicado en su realizacion. Como resultado
de este esfuerzo, la coleccion de datos enzimaticos se muestra en la
siguiente tabla:

Entidad NUmero
Rutas 146
Reacciones 945
Complejos enzimaticos 533
Proteinas 836
Secuencia de proteinas 779
Dominios funcionales 192
Estructuras tridimensionales 332
Microorganismos 195

Gracias a toda esta informacion, la base de datos BioNeMo es una
herramienta muy util para obtener nuevo conocimiento sobre
biodegradacion a partir de la relacion y el andlisis de los datos
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asociados a un gran numero de reacciones de biodegradacion. Sin
embargo dada la complejidad de su estructura, su manejo no resulta
facil salvo que se tenga experiencia realizando consultas mediante el
lenguaje de bajo nivel SQL (Structured Query Language) y se conozca
perfectamente las relaciones entre sus tablas.

4.2.2 Interfaz de programacion de aplicaciones (API).

Para solventar dicho problema y evitar que las consultas a la base de
datos sean tediosas, se ha desarrollado e implementado una interfaz de
programacion de aplicaciones (API) utilizando el lenguaje de
programacion Perl y una interfaz web.

Un API (del término inglés Application Program Interface) es el
conjunto de funciones y métodos que ofrece una cierta libreria para ser
utilizado por otro software como una capa de abstraccion. Uno de los
principales propodsitos de una API consiste en proporcionar un conjunto
de funciones de uso general, de forma que los usuarios (programadores)
pueden hacer uso de su funcionalidad evitandose programar todo desde
el principio.

La API que hemos desarrollado engloba un conjunto de paquetes los
cuales se corresponden con cada una de las entidades que se encuentran
en BioNeMo: rutas, reacciones, complejos, proteinas, secuencias de
proteinas, genes, dominios funcionales (Pfam), estructuras 3D (Pdb) y
organismos. Cada uno de estos paquetes contienen métodos que son
consultas mas o menos sencillas a la base de datos acerca de las
propiedades de esas entidades. Enlazando esos métodos es posible
realizar consultas muy complejas utilizando un cddigo de programacion
muy logico y estructurado.

Un ejemplo que lo ilustra es el siguiente. Si quisiera saber las
secuencias de las proteinas que participan en las reacciones de la ruta
del “Acrilonitrile”, la consulta SQL a la base de datos seria la siguiente:

SELECT sp.sequence FROM sequence_protein sp, protein_sequence_protein
psp, protein p, complex_protein cp, reaction_complex rc,
pathway_reaction pr, pathway pa WHERE pa.name = “Acrylonitrile® AND
pa.id_pathway = pr.id_pathway AND pr.id_reaction = rc.id_reaction AND
rc.id_complex = cp.id_complex AND cp.id_protein = p.id_protein AND
p.id_protein = psp.id_protein AND psp.id_sequence = sp.id_sequence;
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Sin embargo utilizando la API, la consulta es:

$pathway_object = $conexobj->get path( description, "Acrylonitrile” );
$pathway_object->[0]->display_description("text");
$array_reaction_objects = $pathway_object->[0]->its_reactions;

foreach my $reaction_object (@%array_reaction_objects) {
$array_complex_objects = $reaction_object->its_complexes;
foreach my $complex_object (@%array_complex_objects) {
$array_protein_objects = $complex_object->its_proteins;
foreach my $protein_object (@$array_protein_objects) {
print ">";
$protein_object->its_sequence->display_sequence("flat");
}
}
}

El acceso a la base de datos de este modo resulta mucho mas intuitivo,
no precisa de un conocimiento exhaustivo de las tablas implicadas en la
consulta ni de los campos dentro de las tablas. Simplemente sabiendo
que una ruta tiene reacciones, las reacciones tienen complejos
enzimaticos, los complejos enzimaticos estan formados por proteinas, y
las proteinas tienen secuencia, se consigue realizar la consulta.

4.2.3 Servidor Web.

La segunda herramienta desarrollada es una interfaz web de la base de
datos BioNeMo. Dado que BioNeMo puede ser de gran utilidad para
laboratorios trabajando en biodegradacion, esta aplicacion permite
consultarla sin necesidad de programar.

El servidor muestra la informacidn y sus relaciones en la base de datos
utilizando diferentes tipos de paginas y enlazando/cruzando su
informacion. Existe una pagina inicio, una de resultados “google” (que
se explicara luego), una para mostrar la informacion acerca de la ruta,
una para mostrar la informacion acerca de la reaccién y su complejo-
enzima (el conjunto de complejos de proteinas que la realizan), una
para los datos del gen y por ultimo otra con la informacion de la unidad
transcripcional. La relacion entre todas ellas se muestra en la Figura 9.
Explicar¢ las mas relevantes y relacionadas con la actividad metabdlica,
no la regulacion, ya que no es el tema de esta tesis y ha sido realizado
por Guillermo Carbajosa.
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Figura 9. Estructura del servidor web de BioNeMo. Las flechas verdes gruesas
indican transiciones entre paginas, las flechas verdes discontinuas enlaces con bases
de datos externas, las flechas discontinuas marrones buisquedas "tipo google" a partir
del nombre de un compuesto y las flechas discontinuas azules busquedas de los genes
que tiene un organismo. Los bloques azules hacen referencia a las paginas del
servidor web y los naranjas a las bases de datos externas. Los bloques (morados, azul
claro y amarillos) dentro de las paginas indican el diferente tipo de informacion que
se puede mostran en ellas.

La péagina inicio permite introducir un texto a buscar (Figura 10). Su
funcionamiento se asemeja al motor de busqueda “google”, es decir,
muestra como resultado todo lo que dentro de la base de datos contenga
o se corresponda con el texto introducido.
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Figura 10. Pagina de inicio del servidor web BioNeMo.

Los resultados de la busqueda se muestran clasificados en genes,
unidades transcripcionales, reacciones, complejos de proteinas, rutas,
organismos y compuestos (Figura 11). Cada uno de estos resultados
enlaza con una serie de paginas o sucesivas busquedas “tipo google”
para refinar el resultado. A continuacion explicaré aquellas que son mas
relevantes a nivel metabolico.
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Bionemo |

Biodegradation Network Modelling Database

We found:

Reactions(16) Pathways(22) Compounds(24)

Complex: benA benB benC Acinetabacter sp. ADP1
Reaction: o-Methylbenzoate --> 1 2-Dihydroxy-6-methylcyclohexa-3 5-dienecarboxylate
Reaction: m-Methylbenzoate --> 1 2-Dihydroxy-3-methylcyclohexa-3 5-dienecarboxylate
Reaction: Benzoate --> cis-1 6-Dihydroxy-2 4-cyclohexadiene-1-carboxylicacid
Complex: cbdA cbdB cbdC Burkholderia sp. TH2

Reaction: 2-Chlorobenzoate --> CarbonDioxide + Catechol

Complex: badA Rhodopseudomonas palustris CGADDS
Reaction: Benzoate --> Benzoyl-Col

Complex: ohbi ohbB Pseudomonas aeruginosa PAC433

Reaction: 2-Chlorobenzoate --> CarbonDioxide + Catechol

hi
hl
Complex: cbdB cbdC chdC Burkholderia cepacia
Reaction: 2-Chlorobenzoate > CarbonDioxide + Catechol

Compiex: pobB Pseudomanas sp
Reaction: 4-Hydroxybenzoate --> 3 4-Dihydroxybenzoate
Reaction: 4-Hydroxybenzoate --> 3 4-Dihydroxybenzoate

Compiex: belA Azoarcus sp. EbN1
Reaction: Benzoate -> Benzoyl-CoA

Compilex: hapE Pseudomonas fluorescens LPGa
Reaction: 4-Hydroxyacetophenone --> 4-Hydroxyphenyl acetate

Figura 11. P4gina de resultados ""google™ (Busqueda por Benzoate). Desde la
informacién proporcionada por cada complejo se puede acceder a la pagina de sus
genes/proteinas y a la de las reacciones que participa. También se puede mostrar
todos los genes del organismo al que pertenece.

Una ruta sera resultado de la busqueda si el texto introducido se
corresponde con el substrato o el producto de alguna de sus reacciones.
Cada ruta resultado enlaza con las paginas de cada una de esas
reacciones y con una vista general de la ruta.

Del mismo modo, una reaccion sera resultado de la busqueda “google”,
si el substrato o el producto contienen el texto introducido. Desde una
reaccion resultado se puede navegar hacia la pagina de la propia
reaccion y a la pagina de los genes de los complejos enzimaticos
capaces de llevar a cabo esa reaccion. También desde los organismos
donde se ha descrito que se da dicha reaccidon se puede realizar una
nueva busqueda y obtener todos los genes que en BioNeMo hay de ese
organismo.

Los complejos de proteinas resultado se obtienen si el texto introducido
se encuentra presente en el nombre de los genes del complejo o en el
nombre de la actividad enzimdatica que se le ha dado al complejo-
enzima que realiza la reaccion. Cada complejo encontrado enlaza a la
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pagina de cada una de sus proteinas/genes, a las paginas de las
reacciones que realiza ese complejo, y de nuevo se puede realizar una
busqueda a partir del organismo que tiene ese complejo.

Los genes resultado de la busqueda se obtienen si el texto introducido
coincide o estd contenido en el nombre del gen. Desde €l se puede
acceder a la unidad transcripcional (u operdn) en el que se encuentra y
realizar una busqueda a partir de su organismo.

Los compuestos resultado se dan porque su nombre contiene o se
corresponde con el texto introducido. A partir de €l se puede acceder a
las paginas de las reacciones en las cuales es substrato y a las paginas
de las reacciones en las cuales es producto. También se puede realizar
una nueva busqueda “tipo google” con el nombre de cualquiera de los
compuestos resultado para refinar la consulta.

La pagina de ruta (Figura 12) ofrece una vision general de la misma y
de manera muy visual permite el acceso facil y directo a toda la
informacion disponible sobre ella. Esta vista diferencia las reacciones a
las que he asignado una metaenzima y las reacciones que solo
contienen informacion bioquimica.

Bionemo [l

Biodegradation Network Modelling Database

Benzoate Pathway

Pbrevistion: benz2 Ouygen need: serckic [NESES

|G|u compaunds FROM these pathways: Benzoste (Anwenobic] { Banzoate ) Mérobenzens [ Catechol ) Phencd { d-Hydrorybenzoste ) Vanlin { & )

|G|vnonmpnunds TO these pathways: SBenzoate (Ansorobic) | Benzoste CarbonDioxide ) Mitrobonzone | Catechol ) Phmod ( 4-Hy st ) Vs | & ybenzoate ¢

Display requlstion

d g
s =
y
benzeate |.2-dioxygenuse benzoale 4-roneony genase

F,

¥ X

benzoatecis-diol dehydrogenase hubabenzoate 1.2-dioxygenase

Figura 12. P4gina de ruta de Benzoato. En naranja se muestran los compuestos, los
cuales llevan a una busqueda tipo "google" a partir de ellos. En negro se representan
las reacciones utilizando el nombre que la UMBBD ha asignado a su actividad
enzimatica.
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En las paginas que voy a describir a continuaciéon no se muestra
informacion bioquimica ya que el objetivo de esta base de datos es
cubrir la descripcion “enzimatica” de los procesos de biodegradacion, y
de esta forma ser complementaria a la informacion bioquimica
existente en UMBBD. Por ello, las paginas de BioNeMo cuentan con
un enlace a la base de datos UMBBD.

En la pagina de reaccion (Figura 13) se muestra tanto la informacion
bioquimica (substratos, productos, codigo enzimatico) como la
biologica (metaenzima que la realiza). Desde esta pagina se puede
enlazar con la vision general de la ruta a la que pertenece la reaccion y
con la pagina de genes que forman parte de cada uno de los complejos
enzimdticos de la reaccion. También se enlaza con la pagina de
resultados al realizar una busqueda “tipo google” a partir de los
compuestos o al obtener todos los genes del organismo. También
enlaza con el articulo donde se describe la transformacion bioquimica
cuando se dispone de él.

Biodegradation Network Modelling Database

Reaction: 2-Chlorobenzoate ---> CarbonDioxide + Catechol
EC-Code: 1.14.12.13
“iew more information at: UMBED

2.Chlorobenzoate - CarbonDioxide + Catechal
in: Benzoate Pathway (henz2)

Enzymatic complexes

chdC chdB chdC

Subunits: CbdB (sp|:CBDB_BURCE) ChdC isp:CBDA_BURCE) CbdC (sp|:CBDC_BURCE)
From: Burkholderia cepacia nNC8l

2.Chlerobenzoate > CarhonDioxide + Catechol
in: Benzoate Pathway (benz2)

chdA chdB chdC
Subunits: ChdA (tr:09AJAZ_BURST) ChdB {tr:Q9AJR1_BURST) ChdC (trl:Q9AJRO_BURST)

Frarn: Burkholderia sp. TH2 NCBI

2_Chlorobenzoate > CarhonDioxide + Catechol
in: Benzoate Pathway (benz2)

ohbA ohbB
Subunits: OhbA (tr]:Q9Z5W2_PSEAE) OhbB (tr|:Q9Z5W0_PSEAE)

Frorm: Pseudomonas aeruginosa PAC433 NCEI

2_Chlorobenzoate > CarhonDioxide + Catechol
in: Benzoate Pathway (benz2)

jo of Z-chiorob te by Pseudomongs cepacig 2085, (PMID: 2670934)

Figura 13. Pagina de reacciones. En la parte superior se muestra un pequefios
resumen de su informacion bioquimica, enlazando con la base de datos UMBBD para
encontrar informacion mas detallada. En la parte inferior se muestra la informacion
propia de esta base de datos, los complejos asociados a la reaccion.
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La pagina de gen/proteina (Figura 14) muestra tanto la informacion
propia del gen y de la proteina que codifica: sus codigos NCBI,
Uniprot, sus dominios funcionales en Pfam y su estructura 3D de PDB
(siendo todas ellas enlaces a bases de datos externas), como la
informacion acerca de su complejo enzimatico al que pertenece y
reacciones que realiza. Al igual que antes se puede enlazar con la
pagina de resultados al obtener todos los genes en BioNeMo que
comparten alguno de sus dominios funcionales, al obtener todos los
genes del organismo que tiene este gen, o al realizar una busqueda “tipo
google” a partir de los compuestos de las reacciones en las que
participa.

Bionemo

Biodegradation Network Modelling Database

Gene: benC

[Suurce: Acinetobacter sp. ADP1 NCBI

DNA: CRs438611

Transcriptional units: benABCOE [operon5|
Regulated by beni cati

Protein: BenC (splBENC_ACIAD , CAGES302 )

Pfams:

2Fe-25 iron-sulfur cluster binding dornain (PFO0111) [Pram] Start: 19 End: 99
Oxidoreductase FAD-binding domain (PFO0970) [Pfam] Start: 120 End: 215
Oxidoreductase NAD-binding domain (PFO0175) [Pfam] Start: 224 End: 328

AKRH_A 1KRH_B
Enzymatic complexes
henA benB benC
m-Methylbenzoate --> 1,2-Dihydroxy3 hylcy 3,5-di yl

in: m-Xylene Pathway (mxy)

o-Methylbenzoate --> 1,2-Dihydroxy$. hylcyclohexa3,5-di boxyl
in: o-Xylene Pathway (oxy)

Benzoate ..-» cis-1,6-Dihydroxy-2.4.cyclok i 1-carboxylicacid
in: Benzoate Pathway (benz2)

No Pubmed found

Figura 14. P&agina gen/proteina. En la parte superior se comienza mostrando
informacion acerca del gen, para seguir con la informacion relacionada con la
proteina que codifica, y terminar con el complejo de proteinas y las reacciones en las
que participa.

Los datos contenidos en BioNeMo suponen un complemento respecto a
la informacion que se tenia de biodegradacion debido por una parte a la
asignacion de la entidad bioldgica a un gran niimero de reacciones o
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transformaciones bioquimicas, a la conexion entre las actividades
metabolicas y de regulacion y a la organizacion de estos datos en una
estructura que permita el estudio de grandes cantidades de informacion
y de sus relaciones. A su vez, el desarrollo de la API facilita
enormemente el manejo de estos datos y permite su utilizacion para
realizar estudios computacionales sin tener un conocimiento exhaustivo
de la estructura de la base de datos. Por ultimo, el disefio y creacion de
la interfaz web amplia su utilizacion, ya que permite realizar consultas
a la base de datos de forma muy sencilla, visual y sin necesidad de
programar. En la programacion de la interfaz web se ha utilizado la API
previamente desarrollada.
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4.3 Grado de descripcion de la red de
Biodegradacion.

Una vez que la coleccion de datos en BioNeMo estaba lista para ser
analizada, necesité comprobar si el nivel de descripcion de la red de
biodegradacion era suficiente para poder sacar conclusiones sobre ella.
El nivel de descripcion de la red se definird en funcion del grado de
informacion que tenga cada una de sus reacciones y del porcentaje de
reacciones en la red que tengan ese grado de informacion. Se puede
considerar que la descripcion molecular de las reacciones se divide en
cuatro niveles (Figura 15).

Nivel 4 (PDB)
Informacion estructural de la reaccion (Entrada en PDB)

Nivel 3 (SW)
Amnotacion manual de la reaccion (Entrada en Swissprot)

Nivel 2 (Pfam)
Descripcion funcional de la reaccion (Entrada en Pfam)

Nivel 1 (SW & TR)
Metaenzima asociada a la reaccion (Entrada en Trembl)

Figura 15. Definiciéon de los niveles de caracterizacion de las reacciones. En la
figura el nivel azul representa el nivel inferior de descripcion y el amarillo el mayor.

El nivel inferior de descripcion (nivel 1) se corresponde con la
existencia de una metaenzima asociada a la reaccion. Como ya ha sido
mencionado, se ha obtenido tras una asignacion manual al mayor
nimero de reacciones posible de la metaenzima que realiza la
transformacion. Como todas las secuencias de la metaenzima tienen
una entrada en la base de datos de secuencias Trembl, me refiero a este
nivel con las siglas “SW & TR”. Trembl (del inglés “Translation of
EMBL”) es una base de datos biologica de secuencias de proteinas que
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incluye la traduccion computacional de todas las secuencias
codificantes derivadas del (EMBL-BANK) y que todavia no han
podido ser anotadas manualmente. Su anotacion se realiza de forma
automatica e incluye proteinas marcadas como hipotéticas, fragmentos,
etc. (Boeckmann et al, 2003).

Solo para las reacciones que tienen secuencia, se puede ver si alcanzan
un nivel de descripcion mayor (nivel 2) en el cual se estudia la
descripcion funcional de la reaccién. Esta informaciéon se obtiene
buscando dominios funcionales en la metaenzima que realiza las
reacciones usando la base de datos de dominios Pfam. Esta base de
datos contiene una amplia coleccion de alineamientos multiples y
modelos ocultos de Markov que cubren los dominios de las proteinas y
familias mas comunes cuya informacion funcional es disponible (Finn
et al, 2007). De este modo, si la metaenzima de las reacciones de
biodegradacion contiene alguno de los dominios descritos en Pfam, se
puede decir que la reaccidon tiene funcidon aproximada conocida, sin
embargo si no se encuentra informacion en Pfam, la descripcion
funcional de la reaccion no se asemeja a ninguna funcién previamente
descrita.

El tercer nivel de descripcion se corresponde con la anotacion
especifica de la metaenzima de las reacciones. Mientras que tanto en el
nivel 1 como en el nivel 2, los métodos utilizados eran
computacionales, este nivel se basa en la anotacion manual de la
metaenzima. La revision manual de la informacidon aporta una mayor
confianza a los datos. SwissProt es una base de datos bioldgica de
secuencias de proteinas. Fue creada en 1986 por Amos Bairoch durante
su tesis doctoral y desarrollada por el instituto Suizo de Bioinformatica
y el Instituto Europeo de Bioinformatica. Su caracteristica principal es
que las proteinas que se encuentran en esta base de datos tienen una
anotacion muy detallada, es decir, cada secuencia ha sido revisada,
documentada y enlazada a otras bases de datos manualmente
(Boeckmann et al, 2003). Unicamente las proteinas que son revisadas
manualmente son ascendidas de Trembl a SwissProt, por tanto la
presencia de la metaenzima en esta ultima es un indicador de la
fiabilidad de la informacién que se dispone de la reaccion.

El nivel més alto de descripcion (nivel 4) se corresponde con la
informacion estructural de la reaccion. En general se considera que la
disponibilidad de la estructura tridimensional (3D) es la caracterizacion
molecular mas detallada posible ya que la determinacion de la misma
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suele ser el ultimo paso tras una completa caracterizacion bioquimica y
funcional. La estructura 3D de la metaenzima ha sido obtenida del
repositorio de estructuras de proteinas PDB (en inglés “Protein Data
Bank”). Esta base de datos fue creada en 1971 por Edgar Meyer and
Walter Hamilton y mas tarde transferida a los miembros del RCSB
(“Research Collaboratory for Structural Bioinformatics”). Los datos
normalmente se obtienen de cristalografia rayos X o espectroscopia
NMR (Wiithrich, 1986).

431 La red de Biodegradacion Vs la red del
Metabolismo Central.

La red del Metabolismo Central (CM) ha sido estudiada de forma
exhaustiva, siendo la descripcién que de ella se tiene muy completa.
Ademas toda esta informacion ha sido dispuesta en una estructura
computacional desde la que se pueden realizar estudios sistematicos de
la red. Por ello utilizaré la red del Metabolismo Central como base para
comparar el nivel de caracterizacion disponible para la red de
biodegradacion.

A todos los niveles de descripcion, la red del Metabolismo Central esta
mejor descrita que la red global de biodegradacién. Mientras que en los
niveles mas bajos (la asociacidon de un complejo-enzima a la reaccion y
su descripcion funcional) la descripcion de la red del Metabolismo
Central es un 75% superior en ambos casos, segun se incrementa el
nivel de informacion (se pasa de métodos computacionales a
manuales), esta diferencia es ain mayor, siendo la anotacion manual y
la caracterizacion estructural de las reacciones de la red del
Metabolismo Central dos veces y cuatro veces, respectivamente,
superior (Figura 16).
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Figura 16. Comparacion del grado de descripcion de las reacciones en la red de
Biodegradacion y en la del Metabolismo Central clasificada en niveles. El nivel
mas bajo se corresponde con la asignacion de secuencia a la reaccion ("SW & TR"),
seguido de la asignacion funcional de manera automatica "Pfam", de su anotacion
manual "SW", y por ultimo la asignacioén de una estructura tridimensional "PDB". El
nimero de reacciones para cada nivel aparece sobre la figura, siendo el ntimero total
de reacciones en biodegradacion 945 y en el Metabolismo Central 3155. Los valores
sobre la figura son niumero de casos, no porcentajes.

4.3.2 Biodegradacion total Vs. biodegradacion parcial.

Dentro de la red de biodegradacion se pueden diferenciar las reacciones
que participan en la completa biodegradacion de los compuestos y las
que no. En términos de red, que una reaccidon participe en la
degradacion total de un compuesto quiere decir que conecta con el
Metabolismo Central.

Las reacciones conectadas con el Metabolismo Central se conocen
mejor a todos los niveles. A nivel de secuencia un 50% mas de
reacciones que llegan al CM tienen un complejo-enzima asociado
respecto de las que no llegan. De igual modo, un 30% mas de
reacciones que conectan al CM tienen descripcion funcional, alrededor
de un 45% maés de reacciones que conectan con el CM han sido
anotadas manualmente y un 42% mas de reacciones que conectan con
el CM tienen estructura tridimensional. En este caso, la diferencia entre
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la descripcion de los dos tipos de reacciones no incrementa conforme
aumenta el nivel de informacion (Figura 17).
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Niveles de descripcidn

Figura 17. Comparacion del grado de descripcion de las reacciones que forman
parte de procesos de biodegradacién total respecto a las reacciones que
participan en biodegradaciones parciales. Los nimeros sobre las barras indican el
numero de reacciones en cada nivel. El nimero total de reacciones conectadas al CM
es 604 y no conectadas al CM 341. Los valores sobre la figura son numero de casos,
no porcentajes.

4.3.3 Caracterizacion a lo largpo de la red de
Biodeqgradacion.

Incorporando el concepto de distancia al CM en el andlisis, se puede
observar la distribucion de la descripcion a lo largo de la red de
biodegradacion (periférica, zona intermedia y proxima al CM). De esta
manera es posible identificar si existen regiones de la red mas
estudiadas, tendencias respecto a la situacion o la manera en la que la
red ha sido experimentalmente analizada.

Tanto para la asociaciéon de complejo-enzima a las reacciones (45%,
50% y 45% a las distancias 1 y 2, 3 y 4 y mayor 4, respectivamente)
como para la descripcion funcional de las reacciones (42%, 45% y 40%
a las distancias 1 y 2, 3 y 4 y mayor 4, respectivamente) y para su
anotacion manual (25%, 25% y 25% a las distancias 1 y 2,3y 4y
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mayor 4, respectivamente), el porcentaje de reacciones se mantiene
practicamente constante a lo largo de toda la red (Figura 18).
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Figura 18. Grado de descripcion de las reacciones de la red de biodegradacion
que participan en procesos de biodegradacion total, clasificados segun el nivel de
caracterizacion y la distancia de las reacciones a la entrada a la red del
Metabolismo Central. El namero total de reacciones a distancia 1 y 2 es 194, a
distancia 3 y 4 es 204 y a distancias mayores de 4 es 206. Los valores sobre la figura
son nimero de casos, no porcentajes.

Los resultados obtenidos indican que la red de biodegradacion ha sido
mucho menos estudiada que la del Metabolismo Central y que las
reacciones que participan en la biodegradacion completa de los
compuestos se han caracterizado mejor que las que no consiguen
degradarlos totalmente hasta su entrada al CM. Sin embargo, la
informacion que se tiene de la red de biodegradacion estd
homogéneamente distribuida y por tanto aunque es necesario
incrementar los esfuerzos para mejorar su descripcion, podemos
utilizarla para identificar patrones o tendencias en su organizacion,
formacion, y evolucion.

En la Figura 19 se muestra una representacion de la red Global de

Biodegradacion, con el grado de caracterizacion de cada una de sus
reacciones.
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® No metaenzima
oM .
» Dominios funcionales

@ Estructura
CM

Figura 19. Vision global de la red de reacciones de biodegradacion. Los nodos en
azul se corresponden con reacciones a las que no ha sido posible la asignacion de la
metaenzima, los amarillos las reacciones a las que como maximo he podido asignar la
metaenzima, los verdes las reacciones que también tienen descripcion de sus
dominios funcionales y en rojo las reacciones con incluso estructura 3D. El nodo
central naranja representa la entrada al Metabolismo Central.

Practicamente la mitad de las reacciones con una metaecnzima asociada
se encuentran o completamente aisladas, es decir, las reacciones
vecinas no tienen metaenzima (42 casos) o formando grupos de dos o
tres elementos (140 casos). Las 201 reacciones restantes pertenecen a
una subred interconectada.
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4.4 Estudio topoldgico de la red de Biodegradacion.

Como ya he mencionado, lo que diferencia a este trabajo de lo
realizado anteriormente es la combinacion de un andlisis global de la
biodegradacion, a diferencia de los numerosos estudios sobre rutas
especificas, la consideracion de la biodegradacion como un evento
global independiente del organismo, a diferencia de los numerosos
estudios de rutas en organismos especificos, y su enfoque molecular
mas que bioquimico con la asignacion de una metaenzima a las
reacciones en lugar del uso del nimero enzimatico EC y utilizacion de
una red de reacciones en lugar de una red de compuestos. La red que se
obtiene de esta combinacidn, aun siendo metabodlica, puede presentar
una topologia diferente de las observadas en la red de compuestos del
Metabolismo Central (Jeong et al, 2000; Wagner & Fell, 2001; Ravasz
et al, 2002) y en la red de compuestos de biodegradacion (Pazos et al,
2003).

4.4.1 Estructura libre de escala.

La primera de las caracteristicas topologicas que han sido estudiadas en
ambas redes es la distribucion del nimero de conexiones de sus nodos.
Como las redes metabodlicas son dirigidas, un nodo presenta dos tipos
de conectividades: conexiones de entrada y conexiones de salida.

Se ha visto que las redes metabolicas presentan una estructura libre de
escala, es decir, mientras la mayoria de los nodos tienen muy pocas
conexiones, un nimero pequefio tienen una conectividad muy alta. En
este tipo de redes la probabilidad p(k) de que un nodo de la red esté
conectado con k nodos es proporcional a k™, es decir, sigue una ley de
potencias. El exponente y no es universal, sino que depende del tipo
especifico de la red y para los sistemas biologicos deberia encontrarse
en el rango 2 <y <3.

El estudio realizado por Jeong et al. para la red metabolica de 43
organismos, revela que la red de compuestos del Metabolismo Central
para todos ellos tenia una estructura libre de escala con un exponente
alrededor de 2,2 (Jeong et al, 2000). Por su parte la red de compuesto
de biodegradacion analizada por Pazos et al. también presenta una
estructura libre de escala con un exponente aproximadamente entre 2 y
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3 tanto para las conexiones de entrada (y =2,06) como para las de salida
(y=3,10) y las totales (y =2,24) (Pazos et al, 2003).

Representando en una grafica de ejes logaritmicos la conectividad
respecto al nimero de nodos del sistema que muestran dicho
comportamiento, he obtenido que la red de reacciones de
biodegradacion muestra una estructura libre de escala tanto para sus
conexiones de entrada y conexiones de salida, situandose su exponente
dentro del rango preestablecido para los sistemas biologicos, y ~ 2,55
para la conectividad de entrada, y ~ 2,7 para la de salida 'y y ~ 2,18 para
las conexiones totales (Figuras 20 - 22).

Numero de conexiones de entrada (k)
1 10 100

]

Probabilidad P(k)

2

0,001 b0 X

Figura 20. Distribucion libre de escala de la conectividad de entrada. Las lineas
discontinuas muestran los limites entre los cuales las mayoria de las redes biologicas
suelen tener su distribucion (la roja para un exponente igual a 2 y la verde para un
exponente de 3).
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Figura 21. Distribucidn libre de escala de la conectividad de salida. Las lineas
discontinuas muestran los limites entre los cuales las mayoria de las redes biologicas
suelen tener su distribucion (la roja para un exponente igual a 2 y la verde para un

exponente de 3).
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Figura 22. Distribucion libre de escala de la conectividad total. Las lineas
discontinuas muestran los limites entre los cuales las mayoria de las redes biologicas
suelen tener su distribucion (la roja para un exponente igual a 2 y la verde para un

exponente de 3).
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Mis resultados indican que en la red de reacciones de biodegradacion es
libre de escala y por lo tanto, mientras que la mayoria de sus nodos
tienen una conectividad baja, existen nodos altamente conectados a los
que se les denomina hubs.

4.4.2 Red de “mundo pequeio”.

La segunda caracteristica topoldgica relevante en el estudio de las redes
metabolicas es la relacion entre el nimero de nodos, el diametro de la
red y su coeficiente de clustering. Se define diametro de una red como
el tamafio medio de los caminos minimos entre todos los pares de
nodos. A su vez, el coeficiente de clustering ¢ transitividad es la
probabilidad de que dos nodos conectados directamente a un tercer
nodo, estén conectados entre si.

Se ha visto que las redes metabdlicas tienen una estructura de Ultra
Small World o Mundo muy Pequefio. La propiedad de mundo pequeiio
es caracteristica de las redes aleatorias, sin embargo una red Ultra
Small World es aquella que siendo dispersa, estd mucho mas
clusterizada que una red aleatoria igual de dispersa que ella (con el
mismo numero de conexiones y grado de conectividad) y tiene un
didmetro menor que ¢l de la red aleatoria mencionada. El fenémeno
Small World, o Mundo Pequefio, indica que la distancia media entre
cualquier par de nodos no conectados directamente es pequefia. Esta
propiedad dota a las redes de alta eficiencia en la transmision de
informacion o en el caso de las redes metabolicas para mantener el
equilibrio del sistema rapidamente ante la modificacion de la
concentracion de alguno de sus metabolitos.

El diametro de la red de compuestos de biodegradacion es de 5,5
(Pazos et al, 2003), algo superior a los encontrados en el estudio de las
red de compuestos del Metabolismo Central para 43 organismos, cuyos
valores se encontraban entre 2 y 5 (Jeong et al, 2000). El estudio de la
red del metabolismo central de Escherichia coli, tanto para su red de
reacciones como para su red de compuestos (Wagner & Fell, 2001),
muestra que ambas son redes Small World, con un coeficiente de
clustering entorno al 0,59 y 0,32, respectivamente y un didmetro de
2,62 y 3,88, respectivamente.

Al comparar la red de reacciones de biodegradacion con una red
aleatoria de las mismas caracteristicas (con el mismo nimero de nodos
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y grado de conectividad), he observado que el coeficiente de clustering
de la red de biodegradacion es superior al de la red aleatoria, [ver tabla
a continuacion], cumpliéndose la primera de las condiciones para ser de
“mundo pequefio”, y que el diametro de la red de biodegradacion
también es menor que el de la mencionada red aleatoria. Esto parece
indicar que es una red de “mundo ultra-pequefio”.

Red de reacciones Red aleatoria

de Biodegradacion analoga
Coef. Clustering Entrada 725107 3,97-107
Coef. Clustering Salida 0,019 558107
Coef. Clustering Total 0,0024 0,0013
Diametro 8,86 14,19

De nuestro estudio podemos concluir que la red de reacciones de
compuestos toxicos (la red global de biodegradacion) presenta una
topologia “de mundo ultra-pequefio” al igual que lo descrito para otras
redes metabolicas como son la red de compuestos y la red de
reacciones del Metabolismo Central de Escherichia coli (Wagner &
Fell, 2001) y la red de compuestos de biodegradacion (Pazos et al,
2003).

4.4.3 Jerarquia de la red.

La tercera propiedad topologica ampliamente estudiada en las redes
metabolicas se relaciona con la existencia de modulos dentro de la red.
Los modulos se definen como conjuntos de nodos muy interconectados.
Cuando las redes presentan una elevada modularidad, los modulos
suelen organizarse jerarquicamente, con una baja interconexion entre
ellos, dando lugar a una rapida transicion entre puntos.

El primer estudio que introdujo el concepto de jerarquia en el contexto
metabolico fue realizado por Ravasz et al. en el 2002, al que me he
referido anteriormente. En ¢l se describe como las redes del
Metabolismo Central de 43 organismos distintos estan organizadas en
pequeiios moddulos altamente conectados que se combinan de una
manera jerarquica en una organizacion mayor, menos cohesiva,
siguiendo su coeficiente de clustering una ley de potencias (Ravasz et
al, 2002).
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Del mismo modo, representando como se distribuye el coeficiente de
clustering medio respecto al nimero de conexiones de los nodos de la
red de biodegradaciéon (la red objeto de estudio de esta tesis) he
observado que ni el coeficiente de clustering respecto a las conexiones
de entrada, o a las conexiones de salida o a las totales siguen una ley de
potencias. Por lo tanto la red de biodegradacion no tiene una estructura
jerarquica (Figura 23).

INumero de conexiones
i T
10 100

B0 . Totales
z Salida
= ; Entrada
-5

x

g

(=]

E’E

{-_'I

Figura 23. Coeficiente de Clustering en funcién del nUmero de conexiones de las
reacciones. La linea azul representa el comportamiento del coeficiente de clustering
teniendo en cuenta el nimero de conexiones totales, la roja respecto al ntimero de
conexiones de salida y la verde en funcion del nimero de conexiones de entrada de
las reacciones. La linea gris discontinua representa el comportamiento ideal de una
red jerarquica.

La relacion entre el nimero de conexiones de entrada y de salida de los
nodos, aporta nuevos indicios acerca de la estructura de la red. En los
trabajos realizados para la red de compuestos de biodegradacion por
Pazos en 2003 se observo que presenta una estructura de embudo donde
no existen nodos con una alta conectividad de entrada y de salida, a
diferencia de lo observado para la red del Metabolismo Central donde
existen nodos como el piruvato el cudl es tanto substrato como
producto de un gran nimero de reacciones. También vid que la
conectividad de los compuestos en biodegradacion disminuye segun se
alejan del Metabolismo Central (Pazos et al, 2003).

Representando en una grafica la conectividad de entrada frente a la de
salida para cada nodo de la red, puedo dividir el espacio de resultados
de acuerdo a la relacion que existe entre estos dos tipos de conexiones.
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Cuando la conectividad de entrada es mayor que la de salida, los nodos
acttian como “embudos”, concentrando el flujo de la red. Sin embargo
cuando la conectividad de salida es mayor que la de entrada, los nodos
hacen que la red se disperse. Si en cambio el nimero de conexiones de
entrada es igual al nimero de conexiones de salida, los nodos tienden a
mantener lineal la estructura de la red (ni concentran ni dispersan). Por
tanto, al representar en una grafica los dos tipos de conectividades
(Figura 24) he obtenido que en la red de biodegradacién aunque el
numero de nodos que actlian como embudos es ligeramente mayor, la
tonica general es que las reacciones mantienen el flujo hacia el
Metabolismo Central, sin concentrarlo o dispersarlo, ya que el par mas
comun es una entrada y una salida.
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Figura 24. Relacién entre el nimero de conexiones de entrada y salida de las
reacciones de la red de biodegradacion.

Para estudiar si la distancia al Metabolismo Central influye en la
conectividad de las reacciones, he representado la variacion de cada
tipo de conectividad en funcion de la distancia (Figura 25 - 27). Los
resultados muestran que mientras que la mayoria de las reacciones solo
tienen una o dos conexiones de entrada y una o dos conexiones de
salida independientemente de su distancia al Metabolismo Central,
existe una tendencia a que las reacciones con mayor conexion de
entrada, salida o total se situen cerca del metabolismo central y que la
conectividad decrezca con la distancia.
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Numero de conexiones de entrada

Distancia al Metabolismo Central

Figura 25. Distribucién del nimero de conexiones de entrada respecto a la
distancia de la reaccion a la entrada al Metabolismo Central. La linea roja
discontinua indica la tendencia.
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Figura 26. Distribucion del nUmero de conexiones de salida respecto a la
distancia de la reaccion a la entrada al Metabolismo Central. La linea roja
discontinua indica la tendencia.
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Figura 27. Distribucion del nimero de conexiones totales respecto a la distancia
de la reaccion a la entrada al Metabolismo Central. La linea roja discontinua
indica la tendencia.

Relacionando el numero de conexiones con el coeficiente de clustering,
he encontrado que no existen nodos con una elevada conectividad y
coeficiente de clustering al mismo tiempo. Esto indica que no hay
candidatos a ser centro de clusteres de gran tamafio y que por lo tanto
en la red de biodegradacion, desde el punto de vista de reacciones, no
existen grandes clusteres.

Por lo tanto, a diferencia del comportamiento jerarquico observado en
la red del Metabolismo Central, la red de reacciones de biodegradacion
no presenta jerarquia alguna. Es mas, al igual que lo encontrado para la
red de compuestos de biodegradacion, la red de reacciones de
biodegradacion presenta una estructura muy lineal, introduciendo cierta
interconexion a distancias proximas a la entrada al Metabolismo
Central.
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4.5 Organizacion y propiedades de las reacciones
en la red de Biodegradacion.

Una vez conocida la estructura topoldgica de la red de reacciones de
biodegradacion, el siguiente paso va a estar dirigido al estudio de la
organizacion de las reacciones dentro de esta red. Gracias a la
asignacion de la metaenzima a las reacciones que realizan, podemos
estudiar como estas metaenzimas se organizan en la red de reacciones
de biodegradacion. Este andlisis revelaria de qué manera la distancia de
una reacciéon a la entrada del Metabolismo Central influye en sus
propiedades.

Al haber definido metaenzima como una abstraccion de los complejos
de proteinas capaces de realizar una reaccion y ademas he encontrado
que para todas las reacciones, excepto en dos casos, los complejos de
proteinas que tienen asociados una reaccién son homologos, se puede
hablar de propiedades de las reacciones como una extrapolacion de las
propiedades que tiene cualquiera de sus complejos de proteinas.

45.1 Complejidad de las metaenzimas encargadas de las
reacciones.

La complejidad de una reaccion puede definirse como el niimero de
dominios funcionales diferentes asociados a esa reaccion que he
encontrado en Pfam. Ya que los dominios pueden ser considerados
como moddulos funcionales dedicados a sub-funciones especificas, la
complejidad puede indicar la facilidad con la que las metaenzimas
podrian haber tanto aparecido y/o evolucionado a una nueva funcion,
como haberse transferido, ya que se ha demostrado que la HGT ha
jugado un papel importante en biodegradacion.

He obtenido que en la red de biodegradacién, las reacciones tienen
asociado entre uno y diez dominios funcionales distintos. La mayoria
de las reacciones solo cuentan con uno o dos dominios funcionales.
Alrededor de un 60% de las reacciones con proteinas tienen solo un
dominio asociado, y solo el 20% de las reacciones tienen mas de dos
dominios.
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Al analizar la complejidad de las reacciones en funcion de la distancia
al Metabolismo Central, encuentro que el 60% y el 75% de las
reacciones a distancia uno y dos o tres, respectivamente, solo tienen un
dominio funcional, mientras que este valor disminuye hasta
practicamente el 40% a distancias mayores de cinco. En media, las
reacciones cercanas al metabolismo tienen 1,5 dominios mientras que
en la periferia de la red las reacciones tienen 2,6 dominios (Figura 28).
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Figura 28. Distribucion de la complejidad de las reacciones respecto a la
distancia al Metabolismo Central. En la parte superior de la grafica, las cifras en
rojo representan el nimero total de reacciones con dominios funcionales a cada
distancia. Este nimero de reacciones no incluye a las reacciones sin metaenzima ni
las reacciones no conectadas al CM. Los valores sobre la figura son nimero de casos,
no porcentajes.

La complejidad medida como el nimero de dominios asociados a una
cierta reaccion, podria deberse a dos fenémenos diferentes: al aumento
en el numero de dominios por proteina o al aumento en el nimero de
subunidades por complejo. Para saber cudl de estos dos fenomenos es
mas habitual en las reacciones de biodegradacion, he calculado la
distribucion respecto a la distancia al metabolismo central tanto del
numero de dominios por proteina, como del numero de proteinas por
complejo.

Referente al nimero de dominios por proteina, como maximo en una

proteina he encontrado tres dominios funcionales. El 20% de las
proteinas a uno o dos pasos del Metabolismo Central tienen mas de un
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dominio, mientras que a distancias mayores de cuatro pasos este
numero asciende al 40% de las proteinas (Figura 29).
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Figura 29. Distribucién respecto a la distancia a la entrada al Metabolismo
Central del nimero de dominios por proteina. En la parte superior de la grafica, las
cifras en rojo representan el numero total de proteinas con dominios funcionales a
cada distancia, teniendo en cuenta que si una proteina forma parte de un complejo que
participa en mas de una reaccion, aparecera en todas las distancias de esas reacciones
y tantas veces como reacciones esté asociada. Los valores sobre la figura son niimero
de casos, no porcentajes.

Respecto al numero de proteinas por complejo, la tendencia es similar.
El porcentaje de complejos con una sola proteina desciende un 10%
conforme que la distancia aumenta. Ademas a mas de tres pasos del
metabolismo central el porcentaje de complejos con tres o mas
proteinas (un 30% y un 40%, a distancias tres y cuatro y mayor de
cuatro respectivamente) es superior al encontrado cerca del CM
(alrededor de un 10%) (Figura 30).
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Figura 30. Distribucion del niimero de subunidades por complejo de proteinas
respecto a la distancia a la entrada al Metabolismo Central. En la parte superior
de la grafica, las cifras en rojo representan el niimero total de complejos a cada
distancia, teniendo en cuenta que si un complejo aparece en mas de una reaccion, se
contabiliza tantas veces como reacciones participe y a las distancias en las que se
encuentren esas reacciones. Los valores sobre la figura son nimero de casos, no
porcentajes.

La ruta de biodegradacion del 3-fenilpropionato (Diaz et al, 1998)
ejemplifica este comportamiento. Mientras que el primer paso de su
degradacion es realizado por un complejo formado por 4 proteinas,
donde una de ellas tiene dos dominios funcionales (siendo tres el
maximo), el resto de las reacciones, mas cercanas al CM, solo tienen
complejos formados por una proteina con un solo dominio funcional
(Figura 31).
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3- fenilpropionato
hidroxilasa

3-fenilpropionato
dihidrodiol dehidrogenasa

3-(2,3 dihidroxifenil}
propionato 1,2-dioxigenasa

i
é e

dicnodiato hidrolasa

Figura 31. Ejemplo complejidad en la red de Biodegradacion.

En resumen, en la red de biodegradacion la complejidad aumenta a
medida que nos alejamos del Metabolismo Central. Esta es debida tanto
al incremento del nimero de dominios por proteina como al aumento
del ntimero de proteinas que tienen los complejos.

4.5.2 Especificidad de las metaenzimas gue realizan las
reacciones.

La especificidad de una reaccion se define como el nimero de
reacciones distintas que es capaz de realizar su complejo, y hace
referencia al grado de adaptacion del complejo a su funcidon (o
reaccion). Complejos muy especificos estan asociados con una y solo
una reaccion en la red de biodegradacion, mientras que complejos mas
promiscuos estan relacionados a mas de una reaccion.
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La mayoria de los complejos de proteinas, el 70%, se encontraron
asociados con solo una reaccion, aunque existen complejos capaces de
realizar hasta nueve reacciones diferentes.

En cuanto a su distribucion en la red, mas del 60% de las reacciones a
uno o dos pasos del metabolismo tienen asociado un complejo,
mientras que para distancias mayores este valor se reduce al 40%. En
zonas alejadas del metabolismo (a mas de cuatro pasos) el porcentaje
de reacciones con complejos que realizan cuatro o mas reacciones
asciende al 31% mientras que en las cercanias del metabolismo es de
un 7% (Figura 32).
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Figura 32. Distribucién de la especificidad de los complejos de las reacciones en
biodegradacion respecto a la distancia a la entrada al Metabolismo Central. En la
parte superior de la grafica, las cifras en rojo representan el numero total de
reacciones con un complejo que estd asociado a un numero de reacciones. Un
complejo se contabiliza tantas veces como reacciones participe. Los valores sobre la
figura son nimero de casos, no porcentajes.

Un ejemplo de este comportamiento es el complejo de proteinas de
Pseudomonas sp. P51 codificado en los genes: tcbAa, tcbAb, tcbAc y
tcbAd, que funciona como una dioxigenasa clorobenzénica, ejemplifica
el comportamiento anterior. Este complejo enzimatico es capaz de
realizar un gran numero de reacciones diferentes, hidroxilando
(afiadiendo grupos OH) compuestos con un anillo en su estructura.
Aunque el substrato principal de esta proteina es el clorobenceno,
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puede degradar de manera secundaria otros muchos substratos cuya
estructura es similar, como el tolueno, el naftaleno o o el bifenilo. De
esta forma, el complejo presenta poca especificidad a substrato
apareciendo en los primeros pasos, en la periferia de la red, de muchas
rutas de biodegradacion (Figura 33) (Werlen et al, 1996).
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Figura 33. Ejemplo especificidad en la red de biodegradacion.

Por lo tanto en la red de biodegradacion, las reacciones suelen ser
especificas. Sin embargo su distribucidon en la red no es homogénea,
perdiéndose la especificidad volviéndose mas promiscuas a medida que
nos alejamos del metabolismo central.

4.5.3 Variabilidad de las proteinas.

La variabilidad de una proteina se define como la velocidad o el grado
de libertad a la que evoluciona. Para calcularlo he buscado las proteinas
homologas por identidad de secuencia de cada una de las proteinas de
la red de biodegradacion en las bases de datos de secuencias Swissprot
y Trembl.

Estudios realizados en relaciéon a la transferencia de funcion entre
proteinas (Devos & Valencia, 2000; Devos & Valencia, 2001; Tian &
Skolnick, 2003; Hatzimanikatis et al, 2004) han postulado que si el
porcentaje de identidad entre dos proteinas es superior al 40%, se puede
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realizar transferencia de la actividad catalitica entre ellas, pero si se
quiere mantener la especificidad de substrato, el porcentaje de identidad
debe ser superior al 60%. Por tanto modificando el porcentaje de
identidad a partir del cual extraigo de las bases de datos de secuencias
los homodlogos de las proteinas de biodegradacion, controlo si los
homologos conservarian la especificidad a substrato y la actividad
catalitica.

Teniendo en cuenta lo anterior, en este experimento trato de averiguar
la relacion entre la localizacion de las proteinas dentro de la red de
biodegradacién y el grado de conservacion de las secuencias de las
mismas. Los porcentajes de identidad que he utilizado son del 95%, con
el que es bastante seguro que la especificidad a substrato se mantenga y
del 50% con el cual la especificidad a substrato se ha perdido pero la
conservacion de la actividad catalitica es bastante segura.

Cuando el porcentaje de identidad es del 95% el nimero de homdlogos
por proteina aumenta con la distancia. De esta forma mientras que el
solo alrededor del 15% de las proteinas a distancia uno o dos tienen
cuatro o mas proteinas homologas en Swissprot y Trembl, este
porcentaje se dobla ascendiendo al 30% de las proteinas a distancias
superiores de cuatro pasos del CM (Figura 34).

330 297 338

- 3 T No. homolog=3
4 1
40% / 66 25 | I1No. homolog=2

—3No.homolog=1

100% 1 [z o == 5
-
o _ 428 _ 28 g 4 =y homolog>5
g 80% |34 26 | 44
& o - r4 INo. homolog=5
2 60% | — |45 |35 ©==No homolog=4
2 85 )
e 1 I )
b
g
= 2
Q
& 20% {142 115 09 i No. homolog=0
g —a—Media
0% +—0!: S — L 4
1-2 3-4 >4

Distancia alMetabolisino Central

Figura 34. Distribucién del nimero de homdlogos de las proteinas de la red de
biodegradacion, respecto a su distancia a la entrada del Metabolismo Central,
utilizando un porcentaje de identidad entre secuencias homologas superior al
95%. En la parte superior de la grafica, las cifras en rojo representan el nimero total
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de proteinas, teniendo en cuenta que si una proteina forma parte de un complejo que
realiza varias reacciones, la proteina aparecera tantas veces como reacciones
participe. Los valores sobre la figura son nimero de casos, no porcentajes.

Finalmente, bajando el porcentaje de identidad al 50%, se observa
como el numero de homologos por proteina de biodegradacion se
vuelve constante e independiente de su localizacion dentro de la red.
Ahora a lo largo de toda la red, alrededor del 60% de las proteinas
tienen cuatro o mas homologos (Figura 35).
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Figura 35. Distribucion del namero de homologos de las proteinas de la red de
biodegradacion, respecto a su distancia a la entrada del Metabolismo Central,
utiizando un porcentaje de identidad entre secuencias homélogas superior al
50%. En la parte superior de la grafica, las cifras en rojo representan el nimero total
de proteinas, teniendo en cuenta que si una proteina forma parte de un complejo que
realiza varias reacciones, la proteina aparecera tantas veces como reacciones
participe. Los valores sobre la figura son nimero de casos, no porcentajes.

Los resultados obtenidos muestran que cuando se usa un umbral que
agrupa proteinas que tendrian la misma especificidad (95%), las
proteinas alejadas del Metabolismo Central tienen un mayor nimero de
homologos que las proteinas proximas al Metabolismo Central. Sin
embargo cuando se usa un umbral que no garantiza la especificidad
aunque si la actividad catalitica (50%), las proteinas a lo largo de toda
la red presentan un nimero similar de homdlogos.

Como resumen de este apartado, la complejidad de las reacciones en la
red de reacciones de biodegradacion aumenta con la distancia, al
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mismo tiempo que disminuye su especificidad (son mas promiscuas en
la periferia de la red). Ademads, los grupos de proteinas homodlogos
alejados del Metabolismo Central tienen menos diversidad de secuencia

(las proteinas se parecen mas entre si) que los que estan cerca.
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4.6 Formacion y evolucion de la red de
Biodegradacion.

Los resultados obtenidos a cerca de la organizacion de las reacciones
dentro de la red de biodegradacion y sus implicaciones en la
adaptacion, evolucion y dispersion de las actividades, han ofrecido una
primera aproximacion hacia los mecanismos de evolucion que
subyacen en la red. Mientras que ya han sido realizados estudios sobre
la posible formacion de rutas individuales en biodegradacion (van der
Meer et al, 1998; Arenghi et al, 2001; Johnson & Spain, 2003; Shapir
et al, 2007), en este apartado expongo el primer estudio sobre la posible
formacion y evolucion de la red global de reacciones de
biodegradacion.

Las perturbaciones humanas a gran escala en el medio ambiente son
relativamente recientes, practicamente desde la revolucion industrial
(Diaz, 2004). Debido a que la mayoria de estos compuestos toxicos no
son compuestos que de manera natural se encuentren en el medio, es
probable que las rutas de biodegradacion de estos productos hayan sido
ensambladas recientemente, en términos evolutivos. Este hecho ha
provocado que los microorganismos desarrollen nuevas capacidades
metabolicas para hacer frente a esta nueva situacion (Barkay &
Pritchard, 1988; Bouwer & Zehnder, 1993; Liu & Suflita, 1993;
Springael & Top, 2004). Debido a esto, la red de biodegradacion es un
modelo 6ptimo para estudiar las primeras etapas en la formaciéon y
evolucion de una nueva red metabolica.

Es factible pensar que si los microorganismos han tenido que adaptarse
rapidamente a la reciente aparicion de grandes cantidades de
compuestos toxicos en el medio, las proteinas de las rutas de
biodegradacion deberian de provenir de alguna proteina ya existente
antes de la actividad industrial, las cuales habrian sufrido mutaciones
recientes y por lo tanto serian cercanas en términos evolutivos. Sin
embargo, de manera alternativa la tasa de mutaciéon podria estar
acelerada y por ello existir una alta divergencia entre las proteinas de
biodegradacion y sus precursores.
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4.6.1 Comparacion funcional entre Biodegradacion vy el
Metabolismo Central.

Ya que el Metabolismo Central pre-existe a la introduccion de
compuestos recalcitrantes, puede que las enzimas que realizan procesos
de biodegradacion estuvieran relacionadas evolutivamente con enzimas
del Metabolismo Central. Por ello, voy a comenzar el estudio de la
evolucion utilizando los dominios funcionales presentes en
biodegradacion, y analizando su presencia y frecuencia en el
Metabolismo Central para cuantificar las diferencias funcionales
existentes entre ambas redes.

Analizando para cada dominio de degradacion, el nimero de reacciones
en los que se encuentra, he obtenido un ranking en el que se indica su
abundancia en la red [ver tabla Apéndice 2]. El dominio més frecuente
en las reacciones de biodegradacion es el relacionado con el transporte
de electrones “Dominio de unién al grupo 2Fe-2S” (2Fe-2S iron-sulfur
cluster binding domain, PF00111), apareciendo en un 5,29% de las
reacciones de Dbiodegradacion con descripcion funcional. A
continuacion se sitian familias relacionadas con actividades red-ox
como son el dominio “Rieske [2Fe-2S]” (PF00355), el cual aparece un
4,55%, y los dominios de oxidoreductasas de union a FAD (PF00970) y
de union a NAD (PF00175), cada uno de los cuales aparece un 4,44%.
Por ultimo, dentro de los dominios mas frecuentes se encuentran las
subunidades alfa y beta del “Anillo aromatico de hidroxilacion
dioxigenasa” (Ring hydroxylating, PF00848 y PF00866) los cuales
aparecen un 2,96% y un 3,38% respectivamente, siendo la primera de
las subunidades la union al i16n hierro y la segunda la actividad
catalitica del complejo que forman. Estos dos ultimos dominios son
muy frecuentes en biodegradacion debido a su participacion en la
degradacion de compuestos aromaticos por bacterias aerobicas,
convirtiendo estructuras en anillo cerrado a cis-dioles no aromaticos
(Neidle et al, 1991).

Una vez conocida la frecuencia de las familias funcionales dentro de la
red de biodegradacion, comparé este valor con su frecuencia en las
reacciones del Metabolismo Central [ver tabla Apéndice 2]. Este
analisis revela qué dominios presentes en biodegradacion estan sobre
representados en una u otra red. Para realizar el estudio, he
representado en una grafica el porcentaje de reacciones de
biodegradacion que tienen ese dominio frente al numero de veces que
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este porcentaje es superior al presentado en el Metabolismo Central. En
espacio de resultados obtenido se pueden identificar diversos grupos de
dominios en biodegradacion (Figura 36).
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Figura 36. Frecuencia de los dominios funcionales de biodegradacion respecto a
su frecuencia en la red del Metabolismo Central.

La zona izquierda — inferior de la grafica agrupa los dominios
funcionales que son mucho mas abundantes en el Metabolismo Central
que en biodegradacion. El caso mas significo de este grupo es el del
“Dominio oxidoreductasa dependiente de FAD” (PF01266), el cual
aparece en solo una reacciéon de biodegradacién mientras que en el
metabolismo aparece en 80 reacciones (en un 2,5% de las reacciones
del metabolismo central). Se ha descrito que este dominio participa en
el metabolismo de los amino acidos y la respiracion.

Existe otro grupo de dominios, situados en la parte izquierda superior,
que siendo poco frecuentes en biodegradacion (a lo sumo en un 1,26%
de las reacciones) son exclusivos de biodegradacion, no se encuentran
en el metabolismo central. En este grupo encontramos dominios tales
como la “Fenol hidroxilasa conservada” (phenol hydroxylase
conserved”, PF04663), la “Subunidad fenol hidroxilasa” (phenol
hydroxylase subunit, PF06099), la “Catecol dioxigenasa N terminal”
(catechol dioxygenase N terminus, PF04444), la “Familia dienolactato
hidroxilasa” (Dienelactone hydroxylase family, PF01738), 1la
“Alquilmercurio liasa” (Alkylmercury lyase, PF03243) y la “Enzima
tautomerasa” (Tautomerase enzyme, PF01361). Todos ellos son
dominios que participan en la degradacién de compuestos aromaticos,
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excepto el dominio ‘“Alquilmercurio liasa” que se ocupa de la
eliminacion de los enlaces carbon-mercurio en compuestos
organomercuriales.

También hay un grupo de dominios en la parte central superior del
grafico, donde se agrupan los dominios que aunque no son exclusivos
de biodegradacidon, son mucho mas frecuentes en biodegradacion que
en el Metabolismo Central. Aqui se encuentran el domino
correspondiente a la subunidad beta del “Anillo aromatico de
hidroxilacion dioxigenasa” (Ring hydroxylating) el cual ademas de
aparecer en la degradacion de compuestos aromaticos, participa dentro
del Metabolismo Central en el metabolismo de la melanina.

Por altimo a la derecha de la grafica, se encuentra el grupo de dominios
mas frecuente en biodegradacion, los ya mencionados “Dominio de
unién al grupo 2Fe-2S” (2Fe-2S iron-sulfur cluster binding domain,
PF00111) y relacionados con actividades redox (PF00175, PF00970 y
PF00355). Este grupo de funciones son aproximadamente cuatro veces
mas habituales en biodegradacion que en el Metabolismo Central. En el
caso de “Dominio de union al grupo 2Fe-2S”, este comportamiento se
debe a que en el Metabolismo Central aparece en el ciclo del acido
citrico, y en la red de biodegradacion en la degradacion del metano y
ftalato.

Con los resultados obtenidos, he observado que la red de
biodegradacion esta enriquecida con dominios relacionados con
actividades de oxido- reduccion. De la comparativa entre la frecuencia
de los dominios en biodegradacion y en la red del Metabolismo
Central, se observa que los dominios exclusivos de biodegradacion, son
poco frecuentes y que los dominios mas frecuentes en biodegradacion
también estdn presentes en el Metabolismo Central (aunque en
frecuencia algo menores).

4.6.2 Evolucioén de las proteinas de biodegradacion.

Terminada la comparacion funcional entre las dos redes metabdlicas, la
de biodegradacion y la del Metabolismo Central, continuaré el
estudiando de sus relaciones evolutivas identificando sus homodlogos
mediante comparacion de sus secuencias. Para ello comenzaré el
analisis buscando los homologos de las proteinas de biodegradacion
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dentro de la red del Metabolismo Central. Al analizar las secuencias de
las proteinas de la red de biodegradacion, identificando homologos con
un porcentaje de identidad superior al 30% (para asegurar que
comparten una relacion evolutiva comun), he obtenido que Uinicamente
alrededor del 25% de las proteinas de biodegradacién tienen un
homologo identificable en el Metabolismo Central (Figura 37).

543

Figura 37. Relacién evolutiva detectable mediante homologia de secuencias de las
proteinas de biodegradacion con las del Metabolismo Central.

Para las proteinas que no he tienen una relacion evolutiva identificable
por comparaciéon de secuencia con el Metabolismo Central, he
ampliado su busqueda en rutas de procesos celulares (movilidad,
crecimiento, muerte, comunicacion, etc.), procesos de informacion
genética (transcripcion, traduccion, etc.), enfermedades humanas y
procesos de informacion medioambiental (Ver Apéndice 3 para
descripcion de las rutas). Sin embargo, tampoco encontré ningin
homoélogo suyo en estos sistemas. Por ultimo he estudiado si estas
proteinas sin similitud de secuencia tienen homologos cercanos dentro
de la propia red de biodegradacion, encontrando que el 55% de ellas si
tenia.

Los resultados obtenidos en el estudio de la evolucion a nivel de
proteinas muestran que solo un porcentaje muy pequeiio de las
proteinas en biodegradacion (el 25%) tienen una relacion evolutiva
identificable con alguna proteina del Metabolismo Central. El 75% de
las proteinas que no tienen relacion evolutiva detectable con el
metabolismo central, tampoco lo tenian en otros sistemas bioldgicos a
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excepcion de la propia red de biodegradacion, donde el 55% de ellos
tenian un homologo.

4.6.3 Evolucién de las reacciones de biodegradacion.

Las proteinas no actiian de manera aislada en la red de biodegradacion,
sino que se asocian formando complejos cuya accion conjunta da lugar
a las reacciones. Los diferentes papeles de estas proteinas dentro del
complejo pasan desde realizar la actividad catalitica, la unién a
substrato o la union al cofactor. Por ello el siguiente paso fue estudiar
la formacidn de los complejos. Como ya he mencionado anteriormente,
los complejos asociados a una misma reaccion (es decir, la
metaenzima) son homologos entre si, excepto para los dos casos
descritos en el apartado 4.1. Por ello, se puede extrapolar las
propiedades de las metaenzimas a las reacciones seleccionando para
cada reaccion el complejo con el mayor nimero de subunidades, el mas
completo (ver métodos).

Los resultados que he obtenido muestran que el 93% de las reacciones
tienen asociado un complejo homogéneo, es decir, o todas sus proteinas
tienen una relacion evolutiva identificable (reacciones “CM”) o
ninguna de ellas (reacciones “no CM”). El 7% de reacciones restante
tiene asociado un complejo en el que algunas de sus proteinas tienen
relacion evolutiva identificable con el Metabolismo Central y otras no,
reacciones “mixtas” (Figura 38).
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Figura 38. Relacion evolutiva detectable mediante homologia de secuencia de los
complejos de biodegradacion en la red del Metabolismo Central.
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Para saber si los resultados obtenidos en el andlisis anterior son solo
fruto de la frecuencia de proteinas “CM” o “no CM” en la red, he
repetido el experimento utilizando mil redes aleatorias andlogas a la de
biodegradacién (es decir, con el mismo nimero de reacciones, y donde
cada complejo asociado a la reaccidon tiene el mismo nimero de
proteinas) pero con la diferencia de que las proteinas que forman cada
uno de esos complejos es aleatoria. La media de todas las simulaciones
mostré un mayor nimero de reacciones “mixtas” que las encontradas
en la red de biodegradacion (siendo el z-score de -24,78). Por el
contrario, el numero de reacciones “CM” y “no CM” era muy superior
en la red de biodegradacion que la media de la simulaciones (con un z-
score de 87,49 para relacion con CM y 19,00 para no relacion con CM).
Por lo tanto, los resultados obtenidos en la red de biodegradacion
parecen significativos y no producto de su frecuencia.

Tipo de Reacciones Media Desviacion Tipica
CM 0.302 0.8194

No CM 56.931 11.89

Mixta 325.767 12.014

La conclusion de este apartado es que son muy pocas las reacciones
cuyos complejos de proteinas (complejo-enzima) tienen una relacion
evolutiva cercana con el Metabolismo Central, y que solamente en unos
pocos casos las reacciones cuentan con complejos de proteinas mixtos.
Analizando mas en detalle el 7% de reacciones mixtas he visto que
pueden ser de dos tipos, Mientras que el 64% de ellas tienen complejos
donde a excepcion de una de sus proteinas, ninguna tiene relacion
evolutiva cercana con el Metabolismo Central, el 36% de reacciones
restante tiene un complejo donde a excepcion de una de sus proteinas,
todas tienen relacion evolutiva cercana con el Metabolismo Central.

La distribucién de los diferentes tipos de reacciones (“CM”, “no CM” y
“mixtas”) a lo largo de la red de biodegradacion, muestra que mientras
que reacciones con complejos homogéneos (reacciones “CM” y “no
CM”) estan distribuidos de manera constante en todas las distancias, las
reacciones mixtas se encuentran habitualmente alejadas del CM,
encontrandose el 90% de ellas a 3 o mds pasos del Metabolismo
Central (Figura 39).
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Figura 39. Distribucidn de los tipos de reacciones (CM, no CM y mixtas) respecto
a su distancia a la entrada del Metabolismo Central.

La figura 40 muestra los dos tipos de reacciones mixtas que
ejemplifican tanto la distancia a la que se suelen encontrar como las
pautas posibles de formacion de sus complejos. Por una parte, el
complejo de la reaccion que degrada el 1,4-diclorobenceno, la cual se
realiza a ocho pasos del metabolismo central, tienen todas sus proteinas
una relacion evolutiva cercana con proteinas del metabolismo de la
fenilalanina, a excepcion de una proteina que no tiene relacion
evolutiva cercana con el Metabolismo Central y funcionalmente
contiene un dominio Rieske [2Fe-2S] (TcbAd). En este caso parece que
la actividad catalitica la adquiere del Metabolismo Central y la proteina
sin relacion evolutiva cercana afiade la union a cofactor.

Figura 40. Ejemplos del origen de las reacciones mixtas.
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El segundo ejemplo describe la degradacion del compuesto p-cinamil
alcohol (p-cymene), la cual se realiza a cinco pasos del Metabolismo
Central (al inicio de la ruta). Aqui, unicamente la actividad catalitica
(NahA3, un dominio Ring hydroxylating alpha subunit) ha sido
adquirido desde el metabolismo de la fenilalanina. El resto de proteinas
(NahAl, NahA2 y NahA4) no tienen relacion evolutiva con el
Metabolismo Central y lo que aportan a la reaccion es su uniéon a
cofactor y substrato.

4.6.4 Evolucion del ensamblaje de las reacciones de la
red.

Una vez analizadas las relaciones evolutivas de las reacciones, quise
saber si dos reacciones que tienen relacion evolutiva cercana con el
Metabolismo Central y son consecutivas en biodegradacion, sus
reacciones relacionadas por similitud de secuencia en el Metabolismo
Central también son consecutivas. Este analisis mostro que excepto
para tres casos, el resto de pares de reacciones consecutivas con
proteinas homologas en el Metabolismo Central, sus homologos en éste
eran también consecutivos (Figura 41). Ademas el 60% de estos
bloques se encuentran en las proximidades de la entrada al
Metabolismo Central (a uno o dos pasos).

B Consecutivos en Ch

\ ONo consecutivos en Chd

"

Figura 41. Pares de reacciones consecutivas en biodegradacion cuyos homologos
también lo son en la red del Metabolismo Central.
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Un caso que ejemplifica lo anterior es el que se muestra en la figura 42
donde tres actividades consecutivas de la red de biodegradacion,
localizadas en las proximidades del Metabolismo Central, tienen
actividades enzimaticas relacionadas por similitud de secuencia en el
Metabolismo Central, siendo éstas también consecutivas.
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Figura 42. Ejemplo de bloques de reacciones consecutivas en biodegradacion y el
Metabolismo Central.

Para saber si la aparicion de bloques relacionados evolutivamente con
el Metabolismo Central es relevante o simplemente una consecuencia
de la estructura de la red, he repetido mil veces el experimento anterior
utilizando redes aleatorias andlogas a la de biodegradacion. En este
caso se trata de redes donde se mantienen las conexiones de la red de
biodegradacion, el nimero de reacciones con relacion evolutiva en el
Metabolismo Central, el nimero de reacciones sin relacion evolutiva en
el Metabolismo Central y el numero de reacciones con relacion
evolutiva mixta, pero la asignacion del tipo relacion a cada reaccion se
hace de manera aleatoria. La distribucion de estas simulaciones muestra
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que en la red de biodegradacion el reclutamiento en serie de pares de
reacciones con relacion evolutiva en el Metabolismo Central es mucho
mayor (con un z-score de 49,78) que lo que ocurre de manera aleatoria.

Tipo de Ensamblaje | Media Desviacion Tipica
CM y en bloque 0.196 0.43
CM y no en bloque 6.598 2.89

Los resultados del estudio muestran que casi la totalidad de los pares de
reacciones en biodegradacion que siendo consecutivos mantienen una
relacion evolutiva cercana con reacciones del Metabolismo Central, han
sido reclutadas en bloque (las reacciones del Metabolismo Central
también son consecutiva) y aparecen en las parte final de la red de
biodegradacion.

4.6.5 Teorias de Evolucion.

Los resultados anteriores parecen indicar que en muchos casos no
existe una relacion evolutiva cercana entre la red de biodegradacion y
la del Metabolismo Central. Como el 77% de las proteinas de
biodegradacion tienen al menos un homologo cercano dentro de la
propia red, se puede pensar que la formacion y evolucion de ésta surge
desde su interior.

Existen varias teorias que han explicado la evolucion de las redes
metabolicas, siendo las principales el modelo de retro-evolucion, ¢l de
duplicacion de rutas y €l de mosaico, detalladas en la introduccion
(Horowitz, 1945; Horowitz, 1965; Ycas, 1974; Jensen, 1976; Huynen
& Snel, 2000; Rison & Thornton, 2002). Todas ellas estan basadas en
el estudio de pares de reacciones relacionadas por similitud de
secuencia (a las que llamaré “RRSS”) y en la posicion que ocupan en la
red. Por tanto para estudiar estos mecanismos internos en la red de
biodegradacion y cuantificar su aportacion en la expansion de la red, he
identificado los casos de RRSS en la red de biodegradacion, y para
cada una de ellas calculado la distancia metabolica que separa a las
reacciones.

Como ya he mencionado anteriormente, al ser los complejos que
realizan una transformacion homologos entre si, para analizar la
homologia de una reaccion he asociado a cada una el complejo con
mayor niumero de subunidades (el mas completo), y de esta forma dos
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reacciones seran RRSS si las proteinas de ambos complejos son
homologas (para mas detalle ver métodos).

La distancia entre dos reacciones viene dada por el nimero de pasos
metabolicos que las separan. He fijado el umbral para decidir si dos
reacciones son cercanas o lejanas en cinco paso metabdlicos
basandome en que la mitad de las rutas de biodegradacion tienen una
longitud menor de cinco pasos siendo ademas estas rutas las que tienen
mas del 50% de sus reacciones con un metaenzima asociado. Para saber
si el incremento de este umbral afectaria a los resultados, con un
umbral igual a diez pasos metabolicos solo tendria cuatro casos mas de
reacciones de retro-evolucidon, que a continuacién explicaré, no
afectando en la estadistica.

He considerado que un par de RRSS han surgido a partir de un evento
de retro-evolucion cuando este par de reacciones se encuentran cerca,
estan a menos de cinco pasos metabodlicos (Figura 43).

Ensamblaje

de reacciones
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Figura 43. Conceptos y tipos de eventos evolutivos.

Si este par de RRSS son lejanas (hay una distancia mayor de cinco
pasos entre ellas) y alguna de las reacciones consecutivas (entendidas
como cualquier nodo (reaccidon) anterior o posterior en la red de
biodegradacion) en cada una de las reacciones del par forman también
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otro par de RRSS, se ha considerado que el primero de los pares RRSS
ha surgido a partir de un evento de duplicacién de rutas. Por el
contrario, si no se da ninguno de los casos anteriores, es decir, es un par
de RRSS lejanas y sin otro par de RRSS consecutivo, entonces el
primero de los pares de RRSS ha surgido a partir de un evento de
“mosaico”.

En el caso de la red del Metabolismo Central se han encontrado
ejemplos tanto de retro-evolucién, por ejemplo la ruta de la glicolisis y
del mandelato (Petsko et al, 1993), de duplicacion de rutas, por ejemplo
la biosintesis de la histidina y el triptofano (Gerlt & Babbitt, 2001;
Teichmann et al, 2001b; Teichmann et al, 2001a), como de mosaico,
por ejemplo el ciclo de la urea (Copley, 2000; Teichmann et al, 2001a;
Teichmann et al, 2001b). Sin embargo este ultimo, el modelo de
mosaico, parece ser el principal responsable en la evolucion de nuevas
rutas en la red del Metabolismo Central, seguido por el modelo de
duplicacidn de pares y en raras ocasiones el modelo de retro-evolucion
(Teichmann et al, 2001a; Teichmann et al, 2001b).

He encontrado que el 70,5% de los pares de RRSS dentro de la red de
biodegradacién son lejanos y no tienen a su alrededor otro par de
RRSS, siendo por lo tanto eventos de “mosaico”. Otro 27% de los pares
de RRSS atin siendo lejanos tienen seguido otro par de RRSS, y que
por lo tanto son eventos de “duplicacion de rutas”. Por ultimo, s6lo un
2,5% de los pares de RRSS son cercanos y por lo tanto representan
eventos de “retro-evolucion” (Figura 44).
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Figura 44. Representacion de las teorias evolutivas en la red de biodegradacion.
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Para estudiar la distribucion de cada uno de estos eventos a lo largo de
la red de biodegradacion, he definido la distancia del par de RRSS
como la menor de las distancias de las dos reacciones que forman el
par. Los resultados muestran que el 70% de los pares de RRSS
metabolicamente cercanos, es decir eventos de retro-evolucion, se
encuentran a uno o dos pasos del Metabolismo Central. Un 70% de los
eventos de mosaico y un 80% de los eventos de duplicacion de rutas, se
encuentran a distancias mas alejadas, a tres 0 mas pasos metabolicos
del Metabolismo Central (Figura 45). Aunque el numero de casos
totales de retro-evolucion es pequenio, he decidido analizar su
distribucion en la red para conocer la tendencia que podria seguir.
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Figura 45. Distribucion de las teorias evolutivas a lo largo de la red de
biodegradacion.

Por tanto, los resultados anteriores muestran por una parte la existencia
de mecanismos internos en la red de biodegradacion que participan en
la formacion y evolucién de la propia red, siendo el mas representativo
el modelo en mosaico, seguido del modelo de duplicaciéon de rutas y en
raras ocasiones el modelo de retro-evolucion. Este orden de frecuencia
de aparicion coincide con el observado anteriormente en el
Metabolismo Central. Por otra parte, estos mecanismos de evolucion no
se distribuyen homogéneamente a lo largo de la red de biodegradacién
dandose mas casos de retro-evolucion en las proximidades del
Metabolismo Central que en el resto de la red y por el contrario,
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existiendo mas eventos de mosaico y de duplicacion de rutas en zonas
alejadas del Metabolismo Central que en las proximidades de éste.

La “relaciéon por similitud de secuencia” entre reacciones de
biodegradacién puede deberse a dos fenomenos: o que realmente las
dos reacciones sean realizadas por la misma metaenzima (a lo cual he
denominado dualidad funcional), o que el complejo de una de las
reacciones se duplicara y mas tarde debido a la introduccién de
mutaciones diverja para realizar la segunda reaccion (a esto lo he
denominado duplicacion genética).

En la red de biodegradacion, el 60% del total de los pares de RRSS se
corresponden con eventos de duplicacion genética. Si tenemos en
cuenta el mecanismo que subyace detras de cada uno de los pares de
RRSS, obtengo que mientras que la duplicacion genética es mas
habitual entre los pares con modelo de mosaico (se da en el 80% de
estos) y modelo de retro-evolucion (se da en el 60% de estos), la
dualidad funcional es mas abundante entre los pares con modelo de
duplicacién de rutas (se da en el 60% de estos) (Figura 46). Aunque el
numero de casos totales de retro-evolucion es pequefio, he decidido
analizar su RRSS para conocer la tendencia que podria seguir.
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Figura 46. Representacion de cada tipo de RRSS en las teorias evolutivas.

Casos en la red de biodegradacion que son ejemplos de los resultados
obtenidos son los siguientes. Los primeros pasos en la degradacion del
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tolueno y del 2,4-diclorotolueno pueden ser realizados por los mismos
complejos de proteinas, tratandose por lo tanto de una duplicacién de
rutas mediante dualidad funcional. Por otro lado, los primeros pasos en
la degradacion del alcohol p-ctimico y del alcohol 4-sulfobencilico
aunque también responde a un evento de duplicacién de rutas, la
duplicacion en este caso es genética ya que los complejos que realizan
las dos rutas no son los mismos pero si homoélogos. Por ultimo, un
evento de retro-evoluciéon genética se da en las cercanias del
Metabolismo Central donde e 2-bromomaleilacetato se transforma en
maleilacetato y éste en 3-oxoadipato. Los complejos que realizan estas
transformaciones aunque no son el mismo, si que son homologos
(Figura 47).

2,4 Diclorotolueno Ruta del Tolueno

Figura 47. Ejemplos tipos de RRSS en la red de biodegradacion. La grafica de la
izquierda representa un evento de duplicacion de rutas mediante dualidad funcional
La figura central se corresponde con un evento de duplicacion de rutas mediante
duplicacion genética. Por ultimo el esquema de la derecha muestra un evento de retro-
evolucion por duplicacion genética.

Basandome en los resultados obtenidos parece existir una tendencia a
que en cada uno de los mecanismos que han contribuido en la
evolucion de la red de biodegradacion un tipo de duplicacion sea mas
abundante, siendo en el modelo de mosaico la duplicacion genética y
en los modelos de retro-evolucion y duplicacion de rutas la duplicacion
funcional.
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4.7 Aplicacion de la Dbiologia sintética: el
detoxificador de arsénico.

La biologia sintética al igual que la biologia de sistemas, cuya
utilizacion me ha permitido el estudio de la topologia, organizacion y
evolucion de la red de biodegradacion, abren nuevas perspectivas en el
estudio de los sistemas bioldgicos. Si a esto se le suma mi
predisposicion a aplicar los conocimientos de electronica, dada mi
formacion como ingeniero de telecomunicacion, en el campo de la
biodegradacion, eje central de mi trabajo de doctorado, la utilizaciéon de
la biologia sintética en el desarrollo de una aplicacién medioambiental
es un paso logico en la elaboracion de mi tesis. Por ello, en esta
segunda parte de mi tesis he desarrollado un sistema de detoxificacion
de arsénico.

El objetivo final es el disefio y construccion de un microorganismo
capaz de ser un biorremediador frente a contaminaciones de arsénico en
el medio. Para ello es necesario controlar el comportamiento de la
bacteria en funcion del nivel de arsénico en el medio, capacitarla con la
maquinaria necesaria para realizar la biorremediacion y debido a la
toxicidad del arsénico dotarla de un mecanismo de supervivencia.

Los mecanismos de defensa frente al arsénico son un sistema de
bombeo, con el cual la bacteria expulsa de nuevo al medio el arsénico
que ha absorbido, y un sistema de metilacion del arsénico con el que lo
metila convirtiéndolo en volatil y enviandolo al aire. Mientras el
primero de los sistemas (é1 de bombeo) actlia como un mecanismo de
supervivencia (al tomar la bacteria el arsénico del medio, éste lo
devuelve de vuelta al mismo), el mecanismo de metilaciéon es un
sistema de biorremediacion desde el punto de vista que elimina la
cantidad de arsénico presente en el medio, ya que lo transforma en una
especie volatil y menos toxica que envia al aire.

La concepcion del circuito de este proyecto se realizd en colaboracion
con Antonio David Pdez del grupo de Victor de Lorenzo, Centro
Nacional de Biotecnologia (CNB-CSIC) y bajo la supervision de Ron
Weiss, de la Universidad de Princeton. Una vez decidido el disefio mi
labor continuaba en la realizacion del modelado y simulacion del
sistema, mientras que Antonio David Paez deberia llevar a cabo la
implementacion experimental del circuito. Se decidio utilizar como
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mecanismo de supervivencia el sistema de bombeo codificado en el
operon “ars” de Pseudomonas putida (Canovas et al, 2003). El sistema
de biorremediacion elegido se corresponde con la metiltransferasa
Cytl9 codificada en el gen as3mt presente en el higado del ratéon (Lin et
al, 2002; Walton et al, 2003) y la cual se ha visto que es funcional en
Escherichia coli (David Canovas, comunicacion personal).

La metiltransferasa Cytl9 es capaz de transformar el arsénico
inorganico en dimetil-arsenato, un compuesto menos toxico (Walton et
al, 2003). Por su parte, el operdén “ars” de Pseudomonas putida esta
formado por los genes arsR, arsB, arsC, arsH y se activa por la accion
del promotor Pars (Canovas et al, 2003). El modelo molecular y de
regulacion de este operon es el siguiente. La proteina ArsR reprime a su
promotor impidiendo la expresion del operon “ars”. Cuando se
introduce en el medio arsénico, este se une a la proteina ArsR
inhibiendo la represion y expresandose por tanto el operon “ars” (es
decir, las proteinas ArsR, ArsB, ArsC y ArsH). Si el arsénico se
presenta en forma de arsenitos (As III) la proteina ArsB es capaz de
bombearla directamente al exterior. Por el contrario si el arsénico esta
en forma de arsenato (As V) es necesario que la proteina ArsC lo
transforme en arsenito (As III) y de esta forma poder ser bombeada al
exterior por ArsB. La funcion de la proteina ArsH es desconocida hasta
el momento(Neyt et al, 1997) (Figura 48).
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Figura 48. Descripcion del operdn Ars. Los cuadrados representan genes, los 6valos
proteinas, la flecha azul el promotor Pars, el pentagono el compuesto de arsénico, las
flechas grises la expresion de los genes en proteinas, la flecha verde la direccion en la
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que transcribe el promotor, las flechas verdes discontinuas la sucesion de eventos tras
la aparicion del arsénico. La flecha roja discontinua indica la represion de la proteina
ArsR sobre su promotor Pars. Con la presencia del arsénico, esta represion se elimina.

4.7.1 Disefno del detoxificacion.

Dado que los mecanismos anteriores cumplen roles diferentes, el
bombeo supervivencia y la metilacion biorremediacion, la activacion de
cada uno de ellos deberia de ser diferente y estar condicionada a la
cantidad de arsénico existente. Mientras que el mecanismo de
metilacion seria interesante que estuviera activo con la simple presencia
de arsénico, independientemente de su cantidad, el mecanismo de
bombeo solo seria necesario cuando el nivel de arsénico comenzara a
ser toxico para la bacteria. Este comportamiento podria conseguirse
utilizando a la entrada de los mecanismos un comparador que decidiera
que mecanismos tener activo, s6lo uno o los dos simultaneamente, tras
comparar su sefial de entrada con un cierto umbral que tendria fijado.

Por lo tanto la sucesion de eventos que se darian en el sistema seria la
siguiente. Los arsenatos (As V) del medio son absorbidos por el
organismo a través de los canales de fosfatos y los arsenitos (As III) a
través de porinas de glicerol. La cantidad de arsenatos y arsenitos que
se introducen dentro del organismo hacen disminuir la cantidad total de
estos compuestos en el medio. Los arsenatos en el organismo se
transforman en arsenitos mediante la accion de la proteina Ars C. La
cantidad total de arsenito en el organismo (la que ha tomado del medio
y la que se ha transformado a partir de arsenato) se compara con un
cierto umbral y se produce una respuesta en funcion del resultado de la
comparacion. A partir de un nivel muy pequefio de arsenito se activa el
mecanismo de metilacion convirtiendo el arsenito en dimetil-arsenato y
expulsandolo al aire. Si el nivel de arsenito es mayor, simultineamente
al sistema de metilacion se activa el de bombeo, devolviendo parte del
arsenito al medio (Figura 49).
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Comparador

Figura 49. La representacion electrénica de cada uno de las partes del circuito.
Los sumadores, signo “+”, restadores, signo “—, adquisicion por canal de fosfato o
porinas de glicerol, el comparador y los mecanismos de bombeo, ArsB y metilacion,
Cytl9. Podria llevarse a cabo utilizando amplificadores operacionales en sus
diferentes configuraciones (Figura 50).
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Figura 50. Esta figura muestra el disefio electrénico que se comportaria de la
manera mostrada en la Figura 49. Los colores en esta figura se corresponden con
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cada uno de los elementos de la figura 49. Los tridngulos son amplificadores
operacionales, las fragmentos de linea azul en zig-zag representan resistencias, Cada
amplificador operacional debe estar conectado a unas tensiones de referencia (+Vcc y
-Vcce) para su correcto funcionamiento. El triangulo formado por lineas discontinuas
representa masa o tierra.

Dada la complejidad del sistema como primera aproximacion parto de
la cantidad de arsénico en el interior del organismo, sin diferenciar
entre arsenato y arsenito.

El disefio biologico del comparador se ha basado en el trabajo realizado
por el grupo de Ron Weiss de la Universidad de Princeton, en el cual
utilizando los pares represor-promotor cI-PA y lacl-Plac, y modificando
un codon de lacl que reduce la eficiencia de represion de la proteina
Lacl sobre el promotor Plac, consiguen dos niveles de activacion
distintos para cada par represor-promotor (Jacob & Monod, 1961;
Ptashne, 2004; Basu et al, 2005). Por otra parte, el sensor del
detoxificador de arsénico que dispara el funcionamiento del circuito en
presencia del arsénico se consigue utilizando la represion de la proteina
ArsR sobre el promotor Pars y la inhibicién de esta represion en
presencia de arsénico.

Por tanto el funcionamiento ideal del sistema seria el siguiente. Cuando
la cantidad de Arsénico es suficiente para desbloquear la inhibicion de
ArsR sobre Pars, el mecanismo de metilacion se activa. Sin embargo
solamente cuando el nivel de Arsénico aumente y la cantidad de
proteina LacIM (proteina Lacl modificada) sea la suficiente como para
reprimir al promotor Plac (ya que al ser menos eficiente en la represion
necesita mayor cantidad), reprimira la represion de la proteina CI sobre
PA permitiendo que se active el bombeo (Figura 51).
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Figura 51. Esquema del funcionamiento del detoxificador. a) Cuando no haya
arsénico, el represor ArsR inhibe la expresion de la metilasa directamente y de la
bomba de manera indirecta. b) cuando la concentracion de arsénico aumente, la
represion se reducira, expresandose la metilasa. Sin embargo la represion todavia es la
suficiente para inhibir el funcionamiento de la bomba. ¢) cuando la concentracion de
arsénico sea toxica para el organismo, la represion de ArsR es tan débil que tanto la
metilasa como la bomba se expresan. La activacion o represion de la bomba se
obtiene usando una cadena de represores y modificando la proteina Lacl para obtener
LacIM cuya eficiencia de represion sobre Plac es menor.

La construccion bioldgica que se comporta de la manera descrita,
consta de un promotor constitutivo (Placlq) que hace que siempre
exista proteina ArsR en cantidades suficientes como para bloquear al
promotor Pars. A su vez el promotor Pars es el que expresa la metilasa
y se encarga de desencadenar una cadena de dos represores (LacIM --|
CI --| ArsB) que se comportan como un activador. Por tanto LacIM
reprime al promotor Plac que es el que expresa al represor CI, que a su
vez reprime al promotor PA, encargado de expresar el mecanismo de
bombeo. En el disefio también se han incluido dos proteinas que al
expresarse emiten fluorescencia, la proteina GFP con una respuesta
verde y la XFP con una roja, para que al ser implementado el
mecanismo experimentalmente pueda supervisarse la expresion de cada
uno de los mecanismos (Figura 52).
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Figura 52. Diagrama del circuito bioldgico del detoxificador de arsénico. En él se
muestran el mecanismo de supervivencia (arsB) y biorremediacion (Cyt19) y la
regulacion que controla sus funcionamientos. Las proteinas fluorescentes GFP y XFP
se han incluido en el modelo para que al ser implementado sea facil la deteccion del
mecanismo activo en cada instante. Los circulos negros representan los terminadores
de la transcripcion de cada uno de los promotores.

4.7.2 Modelado del detoxificador.

El modelado de este sistema lo he realizado utilizando la herramienta
de Matlab “SimBiology”, la obtencion de los pardmetros y los detalles
de esta se describen en el apartado Materiales y Métodos. En el
modelado, se han establecido las relaciones entre cada uno de los
elementos del circuito biolégico, incluyendo los eventos de
transcripcion del ADN en ARN mensajero (ARNm), de traduccion del
ARNm en proteinas, de dimerizacion de las proteinas, de union de los
represores a sus promotores, de degradacion de las proteinas, y el orden
en que se dan estos eventos. Se pueden encontrar mas detalles sobre los
valores por defecto asignados a cada uno de estos eventos, y las
cantidades iniciales de los elementos del sistema en la seccion de
Materiales y Métodos. A continuacion se muestra el sistema que se
forma utilizando los elementos y relaciones descritas (Figura 53).
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Figura 53. Representacion grafica de las reacciones del circuito global. En la
figura las especies se representan con cuadrados azules, las transformaciones con
circulos, los reactantes con lineas discontinuas y los productos con flechas continuas.
Cuando una transformacion es reversible se indica con dos flechas sobre el circulo.

Al ser el sistema tan complejo con un gran numero de parametros, lo he
dividido en tres modulos donde se pueden estudiar mejor como afectan
los parametros del sistema en la salida que idealmente quiero
conseguir. El primer modulo abarca el circuito que actia como sensor
de arsénico y disparador tanto del mecanismo de metilacion (una de las
salidas de este mddulo) como de la represion de la cadena de represores
que inhibe a la bomba. El segundo mddulo incluye la represion de la
proteina LacIM sobre el promotor Plac, y el tercer modulo refleja
represion de la proteina CI sobre el promotor PA y por lo tanto sobre el
mecanismo de bombeo (Figura 54).
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[Lacl,] =0
As=0 [CL] = méax. [AsB] =0
[Cytl19]=0
[Lacl,]=0
As = medio [CI,] = max._ [ArsB] =0
|Cytl9] = max.
|LacL,] = max.
As = max. [CL]=0 [ArsB] = max.
[Cyt19] = max.

Figura 54. Modularizacion del sistema. El primer modulo tiene como entrada la
concentracion de arsénico y da como salida la cantidad de metilasa en el sistema y la
cantidad del tetramero de proteinas Lacl. Para que Lacl reprima al promotor Plac es
necesario la formacion de dos tetrdmeros que se unen al promotor inhibiendo su
expresion. El segundo modulo tiene como entrada la cantidad de tetrdmeros Lacl
(Lacl4) y da como salida el nimero de dimeros de la proteina CI (CI2). Para reprimir
al promotor PA se necesitan dos dimeros de CI que bloquen su expresion. El tercer
moédulo tiene como entrada la cantidad de dimeros CI (CI2) y como salida la
expresion de la bomba de arsénico. En La tabla se muestran los niveles deseados de
cada una de las entradas y salidas de los modulos para que el comportamiento del
sistema sea el deseado.

El objetivo es conseguir que cuando no existe arsénico ni la metilacion
ni el bombeo estén activos, que cuando el nivel de arsénico no sea
toxico para la bacteria solamente actue la metilacion, pero cuando el
nivel de arsénico ponga en riesgo la supervivencia del organismo, se
active ademas de la metilacion el mecanismo de bombeo.

4.7.3 Simulacién del detoxificador.

Para fijar los valores de arsénico que activan cada rango de
funcionamiento seria necesario medirlo experimentalmente. En la
ausencia de estos datos voy a realizar una aproximacion estudiando el
comportamiento del sistema si se varia la cantidad de arsénico. Del
mismo modo ante la imposibilidad de obtener valores precisos para los
parametros de cada una de las reacciones del modelo, se ha optado por
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utilizar unos por defecto. Las dos premisas anteriores no suponen
ningn problema ya que con la simulacion del sistema no trato de
cuantificarlo sino de conocer si cada uno de los modulos funciona de la
manera deseada e identificar que parametros son claves (tasas de
transcripcion, de traduccion, de degradacion, ...) en la respuesta del
sistema. La informacion obtenida en la simulacién es por tanto de
utilidad para que al construir el circuito de manera experimental se
tenga una idea de que elementos y como han de modificarse. Sin
embargo a medida que se tenga mas datos experimentales, se podra ir
ajustando los parametros para estudiar el sistema con mas detalle.

Las modificaciones que pueden realizarse experimentalmente son
principalmente alterar la tasa de degradacion de una proteina, la fuerza
con la que un promotor expresa sus genes, la fuerza del sitio de union al
ribosoma (el cual afecta a la eficiencia de traduccion del mRNA en
proteina) y la afinidad de unidn entre un represor y el promotor al que
reprime. Por ello, solo propondré modificaciones en los pardmetros
implicados en estos procesos.

4.7.3.1 Primer modulo: Sensor de arsénico y metilacion.

La figura 55 muestra un esquema de este primer modulo. El promotor
constitutivo Placlq se une a la RNA polimerasa (RNAp) y sintetizan el
mRNA4r €l cudl puede degradarse y desaparecer o ser decodificado
por el ribosoma (rRNA) para dar lugar a la proteina ArsR. Esta proteina
puede degradarse y desaparecer o agruparse en un dimero ArsR2. Estos
dimeros pueden volverse a desagrupar en proteinas individuales
(ArsR), unirse a una molécula de arsénico (As) para formar el
compuesto ArsR2As o unirse al Promotor Pars y reprimir la expresion
de sus genes (ParsArsR2). El compuesto ArsR2As a su vez puede
desagruparse dando lugar a arsénico y ArsR2. El promotor Pars (al no
estar inhibido) se une a la RNAp para producir el mRNAlcg que sera
decodificado por el ribosoma en las proteinas Cyt19, GFP, y Lacl. La
especie “ParsArsR2” puede desligarse dando lugar a Pars y ArsR2. Las
proteinas Cyt19, GFP y Lacl se pueden degradar y desaparecer. A su
vez Lacl forma tetrameros que seran los que repriman la expresion del
promotor Plac en el modulo segundo. Estos tetrameros pueden
desagruparse dando lugar a proteinas Lacl. La unioén del dimero ArsR2
con el arsénico o el con el promotor Pars es lo que hace que el
comportamiento del sistema cambie entre ser un represor o no.
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Figura 55. Representacion de las reacciones del primer médulo. Los circulos
verdes representan las transformes donde puede alterarse la tasa de degradacion de
una proteina, los azules las modificaciones que se pueden realizar a la fuerza del
promotor, los rojos la modificaciones de la fuerza del Sitio de Unién al Ribosoma y
los naranjas afinidad de union entre el represor y el promotor. Las flechas de color
azul muestran los parametros a los que es mas sensible este mddulo y cuyo
incremento producen una reduccion de la salida del mdédulo, mientras que las flechas
verdes indican los parametros a los que es mas sensible este modulo y cuyo
incremento producen un aumento de la salida del mddulo.

El comportamiento ideal consiste en que cuando no hay arsénico no
exista ni Cytl9 ni Lacl4, y que a medida que el nivel de arsénico
incrementa, aumente la cantidad de ambos, siendo el incremento de
Cyt19 mayor que para Lacl4. Utilizando los pardmetros definidos por
defecto para cada uno de los eventos (tasa de degradacion,
dimerizacién, traduccion, etc.) y variando el nivel de arsénico el
comportamiento del mdédulo se refleja en la figura 56.
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Figura 56. Funcion de transferencia del primer moédulo con los parametros por
defecto. Respuesta de las salidas proteina Cyt19 (linea azul) y tetramero Lacl4 (linea
rojo) ante la variacion de la cantidad arsénico.

Como se puede observar, el sistema responde de la manera deseada, sin
embargo la cantidad de Lacl4 aumenta mas rapido que Cytl9. Para
solventar este problema he probado por una parte a aumentar la tasa de
traduccion de Cyt19 en un nivel de magnitud (de 0.033 a 0.33) (Figura
57) y por otra parte a disminuir un nivel de magnitud la tasa de
degradacion de la proteina Cyt19 (de 0.0050 a 0.00050) (Figura 58).
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Figura 57. Funcion de transferencia del primer médulo tras aumentar la tasa de
traduccion de Cyt19. Respuesta de las salidas proteina Cyt19 (linea azul) y tetramero
Lacl4 (linea rojo) ante la variacion de la cantidad arsénico.
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Figura 58. Funcion de transferencia del primer modulo tras disminuir la tasa de
degradacion de la proteina Cyt19. Respuesta de las salidas proteina Cyt19 (linea
azul) y tetramero Lacl4 (linea rojo) ante la variacion de la cantidad arsénico.
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4.7.3.2 Segundo mdédulo: Represion de CI.

El segundo moddulo representado en la figura 59 engloba desde el
tetrdmero de Lacl (Lacl4) hasta la formacion del dimero de CI (CI2). El
tetramero Lacl4 se une a dos sitios del promotor Plac para inhibir su
expresion formando PlacLacl4 y PlacLacl8. PlacLacl4 puede
desligarse y dar lugar a Lacl4 y Plac. A su vez PlacLacI8 puede
desligarse y producir Lacl4 y PlacLacl4. El promotor Plac (al no estar
inhibido) se une a la RNAp para dar lugar al mRNAclI, el cuél puede o
degradarse y desaparecer o ser decodificado por el rRNA en la proteina
Cl. La proteina CI puede degradarse y desaparecer o formar dimeros
(CI2) que seran los encargados de reprimir la expresion del promotor Pr
en el modulo tercero. Este dimero también puede desagruparse para dar
lugar a proteinas CI.

. miiAcl 2} cl2

PlacLacl4

PlacLacl8

Figura 59. Representacion de las reacciones del segundo médulo. Los colores de
los circulos y las flechas son los mismos que los descritos en el esquema del primer
modulo (Figura 55).

El comportamiento ideal de éste segundo modulo implica que cuando
no haya Lacl4, haya mucha cantidad del dimero CI2 pero que cuando
haya Lacl4, no haya CI2. Utilizando los parametros por defecto y
variando la cantidad de Lacl4, la funciéon de transferencia del segundo
modulo se representa en la figura 60. En la grafica se observa que
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unicamente cuando la cantidad de Lacl4 es 0, en la salida del sistema se
tiene CI2. El funcionamiento del represor es correcto, por tanto no es
necesario introducir ningun tipo de modificacion en los parametros.

Figura 60. Funcién de transferencia del segundo médulo con los pardmetros por
defecto. Respuesta del dimero CI2 ante la variacion de la cantidad de Lacl4.

4.7.3.3 Tercer modulo: Activacion de la bomba de
arsénico.

Este ultimo modulo representado en la figura 61 tiene como entrada la
cantidad de dimero CI2 y como salida la cantidad de proteina ArsB (la
bomba). El dimero CI2 se une por dos sitios al promotor Pr para
reprimirlo produciendo Prcl2 y PrCI4. PrCI4 puede desligarse para dar
lugar a CI2 y Prcl2. A su vez PrCI2 puede desligarse en Pr y CI2. El
promotor Pr (al no estar inhibido) se une a la RNAp para dar lugar al
mRNADbcx, el cual puede o degradarse y desaparecer o ser decodificado
por el rRNA en las proteinas ArsB, ArsC y XFP. Las proteinas ArsB,
ArsC y XFP pueden degradarse y desaparecer.
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Figura 61. Representacion de las reacciones del tercer médulo. Los colores de los

circulos y las flechas son los mismos que los descritos en el esquema del primer
mddulo (Figura 55).

El comportamiento ideal de este modulo implica que cuando no haya
CI2, exista mucha cantidad de ArsB y que cuando haya CI2, no haya
nada de ArsB. En la figura 62 se muestra el resultado de la simulacion
del modulo con los valores por defecto de los parametros y variando la
cantidad del dimero CI2. En la grafica se observa que s6lo cuando la
cantidad de CI2 es 0, el sistema produce una salida (la cantidad de
ArsB es diferente de 0). El funcionamiento del represor es correcto, por
tanto no es necesario introducir ningin tipo de modificacién en los
parametros.
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Figura 62. Funcién de transferencia del tercer médulo con los pardmetros por
defecto. Respuesta de la proteina ArsB ante la variacion de la cantidad de CI2.

4.7.3.4 Funcionamiento global del sistema.

Una vez que se ha comprobado el funcionamiento de cada uno de los
modulos, el siguiente paso es el estudio del comportamiento global del
circuito. La figura 63 muestra como varian los mecanismos de
metilacion (Cyt19) y de bombeo (ArsB) en funcion de la variacion de
la cantidad de arsénico utilizando los pardmetros por defecto excepto
para la tasa de degradacion de la proteina Cytl9, la cual se habia
disminuido en un grado de magnitud.
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Figura 63. Funcion de transferencia del sistema global tras disminuir la tasa de
degradacion de la proteina Cyt19. Respuesta de las salidas proteina Cyt19 (linea
roja) y proteina ArsB (linea azul) ante la variacion de la cantidad arsénico.

En la gréfica la cantidad de Cyt19 es muy superior a la de ArsB. Para
solventar este problema he disminuido la tasa de degradacion y
aumentado la de traduccion de ArsB, ambas en un grado de magnitud.
El resultado se muestra en la Figura 64.
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Figura 64. Funcion de transferencia del sistema global tras disminuir la tasa de
degradacion de la proteina Cytl9, disminuir la tasa de degradacion de la
proteina ArsB y aumentar la tasa de traduccion de ArsB. Respuesta de las salidas
proteina Cyt19 (linea roja) y proteina ArsB (linea azul) ante la variacion de la
cantidad arsénico.

Tanto en la figure 63 como en la figura 64 se observa que el circuito
presenta un retraso importante a la hora de proporcionar la salida del
ultimo modulo, cantidad de ArsB. Para analizar este problema, en la
Figura 65 se muestran la variacion de las entradas y salidas de los
modulos del sistema frente a la variacion de arsénico, introducidas las
modificaciones comentadas anteriormente (disminucidén de la tasa de
degradacion de Cytl9 y ArsB y aumento de la tasa de traduccion de
ArsB). En la grafica se observa como para que se produzca ArsB es
necesario que haya Lacl4 para reprimir la produccion de CI2 y que
desaparezca la cantidad existente de CI2. El comportamiento deseado
se corresponderia con una activacion de ArsB inmediata en el momento
que la cantidad de arsénico fuera suficiente y cuya pendiente de
crecimiento fuera practicamente perpendicular, como se observa para la
proteina Cyt19.
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Figura 65. Analisis de los retrasos en la respuesta del sistema global. Variacién de
las entradas y salidas de los modulos del sistema frente a la variacion de arsénico. En
este sistema se ha disminuido la tasa de degradacion de Cytl9 y ArsB y aumentado la
tasa de traduccion de ArsB.

4.7.3.5 Posibles configuraciones que mejorarian el
sistema.

En el sistema la activacion de la bomba se consigue mediante dos pares
de represor-promotor en cadena. Esta configuracion produce retrasos en
la respuesta del sistema de bombeo ya que aunque el nivel de arsénico
sea suficiente para producir la cantidad necesaria de la proteina Lacl
que reprime al represor CI que reprime a su vez a la bomba, es
necesario esperar a que la cantidad existente de CI desaparezca. Para
evitar este problema seria posible sustituir los dos pares represor-
promotor en cadena por un activador-promotor, por ejemplo el formado
por la proteina AraC y su promotor Para. El inconveniente del uso de
este activador es que para que AraC funcione como un activador, es
necesario que esté unido a Arabinosa(Englesberg et al, 1965;
Greenblatt & Schleif, 1971), y por lo tanto se tendria que incorporar en
el medio este compuesto, limitando la aplicabilidad del detoxificador
(Figura 66).
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Figura 66. Configuracion: mejora en la velocidad de respuesta del sistema. La
construccién se diferencia del circuito original en utilizar un activador (araC) en lugar
de dos represores en serie (Lacl y CI). El asterisco de araC indica que el nivel de
activacion deseado del sistema de bombeo se obtiene modificando la eficiencia de
activacion de la proteina AraC sobre el promotor Para.

Por otra parte, la manera en que hemos conseguido fijar un nivel de
activacion de la bomba mayor que el de la metilacion es mediante la
mutacion de la proteina Lacl, haciéndola mucho menos eficiente en su
represion sobre Plac. Otra manera de conseguir esta diferencia en la
activacion implicaria el uso del promotor Pars tanto para activar el
funcionamiento de la metilacion como para activar la bomba, pero en
este ultimo el promotor estaria modificado para ser mas sensible a la
presencia de ArsR y por tanto requerir mayor cantidad de moléculas de
arsénico que bloqueen la accion de ArsR sobre el promotor. Con esta
configuracién es mas sencillo ajustar el nivel de activacion de cada
mecanismo ya que son independientes a diferencia del circuito original
(Figura 67).
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Figura 67. Configuracion: mejora en el nivel de activacion de cada mecanismo.
En esta configuracion se diferencia de la anterior en que tiene dos promotores
diferentes, uno que expresa la metilacion otro con el sistema de bombeo. El asterisco
indica que las modificaciones para conseguir el nivel de activacion necesario de la
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bomba tendrian que dirigirse a la fuerza con la que se expresa el promotor en funcién
de la represion que sufre.

Finalmente también seria deseable que en el momento en que es
necesaria la activacion de la bomba por ser la cantidad de arsénico muy
elevada, ésta funcionara al maximo ya que el nivel de arsénico es
peligroso para la supervivencia del organismo. Esto podria conseguirse
con un nueva configuracion donde tanto el sistema de metilacién como
el de bombeo estan regulados por el nivel de arsénico (la metilasa se
expresa bajo el promotor Pars y la bomba bajo un promotor modificado
como en la configuracion anterior), pero a su vez la bomba estd
activada por una proteina también controlada por el arsénico (esta bajo
el control de un promotor Pars modificado como el otro). De esta
manera, en el momento que el nivel de arsénico sea suficiente como
para eliminar la represion sobre la bomba y sobre la proteina activadora
(en este caso AraC), ésta ultima produce una mayor activacion en el
sistema de bombeo. Esta configuracion parece ser la mas versatil de
todas ya que consigue ademas de incrementar la pendiente del
funcionamiento de la bomba, reducir el tiempo de respuesta de la
bomba, y facilita la eleccion del nivel de activacion para cada
mecanismo (Figura 68).
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Figura 68. Configuracion: mejora en el nivel de activacion de cada mecanismo y
en la respuesta del sistema de bombeo. En esta configuracion cuando la cantidad de
arsénico es suficiente para evitar la represion de la proteina ArsR sobre Pars*
(promotor Pars modificado para que sea menos eficiente, es decir necesite mas
arsénico para que comience a expresarse) también se expresa el activador AraC
incrementando la expresion de la bomba.
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5.1 Aplicacion de la Biologia de sistemas en
biodegradacion: topologia, organizacion y
evolucion.

El trabajo realizado en esta tesis se basa en el estudio de los procesos
de Dbiodegradacion de compuestos téxicos, realizados por
microorganismos. Lo que diferencia a este trabajo de lo realizado
anteriormente es la combinacion de un andlisis sistematico de la
biodegradacion, a diferencia de los estudios sobre rutas especificas (van
der Meer et al, 1998; Arenghi et al, 2001; Johnson & Spain, 2003;
Shapir et al, 2007), la consideracion de la biodegradacion como un
evento global independiente del organismo, a diferencia de los estudios
de rutas en organismos especificos (Warhurst et al, 1994; Seeger et al,
1995; Casellas et al, 1997), la asignacion manual de la metaenzima a
las reacciones en lugar del uso del nimero enzimatico EC y la
utilizacion de una red de reacciones en lugar de una red de compuestos
(Pazos et al, 2003).

Esta composicion me ha permitido por una parte estructurar la
informacion disponible en biodegradacion de manera que sea posible su
analisis computacional, y por otra parte obtener conocimiento global de
su organizacion, formacion y evolucion, hasta el momento
desconocido.

5.1.1 Base de datos BioNeMo.

El primer paso para cumplir con estos objetivos requirid la
implementacion de una base de datos relacional llamada BioNeMo
junto con el desarrollo de un Interfaz de Programacion de Aplicaciones
(AP]) y el disefio y puesta en funcionamiento de un interfaz web. Los
datos contenidos en BioNeMo suponen una mejora respecto a la
informacion que se tenia de biodegradacion debido a que he realizado
la asignacion manual de la entidad bioldgica a un gran niimero de
reacciones bioquimicas y a la organizacion de estos datos en una
estructura que permita el estudio de grandes cantidades de informacion
y de sus relaciones. A su vez, el desarrollo de la API facilita
enormemente el manejo de estos datos y permite su utilizaciéon para
realizar estudios computacionales con esta informacion sin tener un
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conocimiento exhaustivo de la estructura de la base de datos. Por
ultimo, el disefio y creacion de la interfaz web amplia su utilizacion, ya
que permite realizar consultas a la base de datos de forma muy sencilla,
visual y sin necesidad de programar.

5.1.2 Analisis del nivel de descripcion de la red de
Biodegradacion.

Para saber si los datos contenidos en BioNeMo eran adecuados para el
estudio de la red de reacciones de biodegradacion, cuantifiqué el nivel
de descripcion del sistema y su distribucion dentro del mismo.

Ya que la red de biodegradacion es una red metabdlica al igual que la
del Metabolismo Central, la cual ha sido ha sido extensivamente
estudiada, tomé el nivel de caracterizacidn sobre esta ultima como
patrén para cuantificar el grado de descripcion molecular de las
reacciones en biodegradacion.

La distribucion de la informacion en el interior de la red la he obtenido
clasificando las reacciones de biodegradacion por una parte segin su
participacion en procesos de degradacion total o parcial, y por otra
parte segun su localizacidn respecto al metabolismo central.

Los resultados obtenidos indican que la red de biodegradacion ha sido
mucho menos estudiada que la del Metabolismo Central y que las
reacciones que participan en la biodegradacion completa de los
compuestos se han caracterizado mejor que las que no consiguen
degradarlos totalmente hasta su entrada al CM. Sin embargo, la
informacion que se tiene de la red de biodegradacion estd
homogéneamente distribuida y por tanto aunque es necesario
incrementar los esfuerzos para mejorar su caracterizacion, podemos
utilizarla para identificar patrones o tendencias en su organizacion,
formacion, y evolucion.

5.1.3 Topologia de la red de Biodegradacion.

El andlisis de la topologia ha demostrado que la red del Metabolismo
Central y la red de compuestos de biodegradacion comparten
propiedades topologicas. La red de reacciones de biodegradacion
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presenta una estructura libre de escala al igual que las otras redes
metabolicas. De este hecho se deduce que mientras que la mayoria de
las reacciones tienen pocas conexiones, un numero pequeiio de ellas
tiene una alta conectividad de entrada, salida o total.

De nuestro estudio podemos concluir que la red de reacciones de
compuestos toxicos (la red global de biodegradacion) presenta una
topologia ultra small-world al igual que lo descrito para las otras redes
metabolicas (Wagner & Fell, 2001; Pazos et al, 2003). Sin embargo a
diferencia del comportamiento jerdrquico observado en la red del
Metabolismo Central, la red de reacciones de biodegradacion no
presenta jerarquia alguna. Es mas, al igual que lo encontrado para la red
de compuestos de biodegradacion, la red de reacciones presenta una
estructura muy lineal, introduciendo cierta interconexion a distancias
proximas a la entrada al Metabolismo Central.

De los resultados anteriores (red ultra small-world pero no jerarquica)
se deduce que, a pesar de que el didmetro de la red de reacciones de
biodegradacion es menor que el esperado para una red aleatoria
analoga, comparado con la red del Metabolismo Central existe un
incremento en el nimero de pasos necesarios para enlazar dos nodos de
la red. Esto podria deberse a la carencia de nodos que conectan partes
alejadas de la red teniendo que atravesar por lo tanto una cadena de
reacciones poco conectadas.

Esta afirmacion se ha visto reforzada al observar que la red de
reacciones de biodegradacion es muy lineal y solamente comienza a
presentar mas interconexion entre las reacciones en las cercanias del
Metabolismo Central (al igual que lo observado en la red de
compuestos de biodegradacion). Como la mayor interconexion de la
red se da cerca del Metabolismo Central y a esta distancia es donde se
encuentran la mayoria de los nodos con alta conectividad, hubs, estos
serian los responsables de producirla.

Relacionando el numero de conexiones con el coeficiente de clustering,
he encontrado que no existen nodos con una elevada conectividad y
coeficiente de clustering al mismo tiempo. Esto indica que no hay
candidatos a ser centro de clusteres de gran tamafio y que por lo tanto
en la red de biodegradacion, desde el punto de vista de reacciones, no
existen grandes clusteres.
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La ausencia de modulos y la abundancia de cadenas de reacciones
lineales practicamente carentes de interconexion excepto en la zona
final de las rutas de biodegradacion, confieren a la red una apariencia
de embudo.

5.1.4 Organizacion de la red de Biodegradacion.

Una vez conocida respecto a su topologia, sus similitudes y diferencias
con las otras redes metabolicas, he estudiado la organizacion de las
reacciones dentro de la red, fijAndome en las propiedades que tienen los
complejos de proteinas que realizan cada reaccién, y su variacion
dependiendo de su localizacion dentro de la red.

En la red de biodegradacion la complejidad de las reacciones aumenta a
medida que nos alejamos del Metabolismo Central. Esta complejidad es
debida tanto al incremento del nimero de dominios por proteina como
al aumento del numero de proteinas que tienen los complejos. El
concepto de complejidad indica la facilidad con la que los complejos
podrian haber aparecido y/o evolucionado hacia una nueva funcion. De
esta forma la interpretacion de este resultado seria que los complejos
que realizan las reacciones mas alejadas (las de la periferia) les es mas
dificil evolucionar hacia nuevas funciones.

En general, en la red de biodegradacion, las reacciones suelen ser
especificas, (sus complejos tienen un alto grado de adaptacion a la
reaccion que realizan). Sin embargo la distribucion de ésta
especificidad no es homogénea a lo largo de ella, disminuyendo a
medida que nos alejamos del Metabolismo Central. Esto significa que
los complejos mas lejanos estan menos adaptadas a la funcion/actividad
que realizan mientras que las proximas al metabolismo central estan
muy optimizadas para realizar una Uinica reaccion especifica.

En general los complejos de las reacciones de biodegradacion son
homologos entre si. Solo he detectado dos casos donde las secuencias
asociadas a una misma reaccion no forman un clister de complejos
homologos.

Respecto a la variabilidad de las proteinas de la red de biodegradacion
los resultados muestran que cuando se consideran solo los homdélogos
que conservan la especificidad de substrato (la identidad de secuencia
entre las proteinas es mayor del 95%), las proteinas alejadas del
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Metabolismo Central tienen un mayor nimero de homodlogos que las
proteinas proximas al Metabolismo Central. Sin embargo cuando
recupero proteinas homologas simplemente fijdndome que tengan la
misma actividad catalitica (su identidad de secuencia sea superior al
50%), las proteinas a lo largo de toda la red presentan un numero de
proteinas homologas parecido.

De los resultados se deduce que las proteinas alejadas del Metabolismo
Central han divergido poco y mantienen la especificidad de substrato, o
mejor dicho la inespecificidad a substrato ya que se ha visto que las
reacciones en esta zona son poco especificas. Sin embargo la
divergencia entre las proteinas cercanas al Metabolismo Central y sus
homologos es mucho mayor que para las proteinas alejadas del CM.

Una posible explicacion a esta organizacion podria estar basada, por
una parte, en que como se ha visto previamente, los complejos mas
simples pueden haber sido transferidas mas facilmente entre especies
que los complejos multi-componente (Koonin, 2005), y por otra parte,
en que los complejos cercanos al Metabolismo Central son los que
aparecieron antes en la evolucion (Pazos et al, 2003) y por lo tanto han
tenido mas tiempo para introducir mutaciones.

Los resultados obtenidos a cerca de la organizacion de las reacciones
dentro de la red de biodegradacion y sus implicaciones en la
adaptacion, evolucion y dispersion de las actividades, han ofrecido una
primera aproximacion hacia los mecanismos de evoluciéon que
subyacen en la red.

5.1.5 Evolucién de la red de Biodegradacion.

Del analisis funcional de la red de biodegradacion se ha observado que
el dominio funcional mas “comun” es el 2Fe-2S iron-sulfur cluster
binding domain (PF00111) y que la red de biodegradacion se encuentra
enriquecida en dominios relacionados con actividades de o¢xido-
reduccion. De la comparativa entre la frecuencia de los dominios
propios de biodegradacion en la red de biodegradacion y en la red del
Metabolismo Central, se ha obtenido que los dominios exclusivos de
biodegradaciéon se utilizan puntualmente y que los dominios mas
frecuentes en biodegradacion también estdn presentes en el
Metabolismo Central.

161

Discusion



d

7

uoISNasI

Terminada su comparacion funcional, he analizado la similitud de
secuencia entre las proteinas de la red de biodegradacion y la red del
Metabolismo Central. Los resultados obtenidos indican que solo un
porcentaje muy pequefio de las proteinas en biodegradacion (el 25%)
tienen una relacion evolutiva identificable por homologia de secuencia
con alguna proteina del Metabolismo Central. El 75% de las proteinas
restantes tampoco tenian una relacion evolutiva detectable en otros
sistemas bioldgicos a excepcion de la propia red de biodegradacion,
donde el 55% de ellos tienen un homologo cercano. Aunque
aparentemente contradictorio, este resultado se puede conciliar con el
obtenido en la comparacion funcional de ambas redes mediante dos
posibles explicaciones. La primera es que aunque los dominios de las
proteinas conocidas en biodegradacion ya existian en el Metabolismo
Central, su ensamblaje en proteinas es diferente. La segunda
posibilidad es que las proteinas de biodegradacion, ademas de tener
dichos dominios tengan otros no conocidos y que no se encuentran en
las proteinas del Metabolismo Central.

Existen dos fendmenos (no excluyente entre si) que podrian explicar
porque no he detectado relacion evolutiva entre las proteinas de
biodegradacion y del Metabolismo Central. Una es que las proteinas de
la red de biodegradacion vengan del Metabolismo Central pero que
hayan evolucionado répidamente. La otra es que las proteinas de
biodegradacién no vengan del Metabolismo Central y procedan de un
pequefio  subconjunto de complejo-enzimas encargados del
metabolismo primigenio de compuestos naturales similares a los
recalcitrantes, como son el fenol y el tolueno (Janssen et al, 2005).

A nivel de reacciones, los resultados sugieren que la mayoria de las
reacciones cuentan con un complejo homogéneo “CM” o “no CM”. Los
casos de reacciones mixtas son muy escasos y se encuentran alejados
de la entrada al Metabolismo Central. Aunque no es posible afirmarlo
debido a la pobre caracterizacion de estos complejos mixtos, parece que
de su relacion evolutiva con el Metabolismo Central se podria haber
obtenido la actividad catalitica. Ademas al ser en la zona en la que
aparecen las reacciones mixtas los compuestos mas complejos y
diferentes de los utilizados en el Metabolismo Central (Pazos et al,
2003), se puede pensar que las proteinas que no tienen una relacion
evolutiva detectable con el Metabolismo Central podrian estar
implicadas en la union a substrato y a cofactor.
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También he visto que casi la totalidad de los pares de reacciones en
biodegradacion que siendo consecutivos mantienen una relacion
evolutiva detectable con reacciones del Metabolismo Central, han sido
reclutadas en bloque (las reacciones del Metabolismo Central también
son consecutivas) apareciendo en las proximidades del Metabolismo
Central. Esto podria deberse a que en esta zona se realizan actividades
parecidas y se degradan compuestos similares (Pazos et al, 2003) a los
que se dan en la red del Metabolismo Central.

Teniendo en cuenta los mecanismos evolutivos que se ha descrito que
participan en la evolucion de la red del Metabolismo Central
(Horowitz, 1945; Horowitz, 1965; Ycas, 1974; Jensen, 1976; Huynen
& Snel, 2000; Rison & Thornton, 2002): modelo de retro-evolucion, de
duplicaciéon de rutas y de mosaico, se identifico y cuantificod su
aportacion en el proceso de formacion y evolucion de la red de
biodegradacion. Los resultados obtenidos muestran que el mecanismo
mas utilizado es el de mosaico, seguido del modelo de duplicacion de
rutas y en raras ocasiones el modelo de retro-evolucion. Este orden de
frecuencia de aparicion coincide con el observado anteriormente en el
Metabolismo Central. Por otra parte, estos mecanismos de evolucién no
se distribuyen homogéneamente a lo largo de la red de biodegradacion
estando mas representado el modelo de retro-evolucion en las
proximidades del Metabolismo Central y el modelo de mosaico y de
duplicacién de rutas en zonas mas alejadas.

La fuerza que guia la formacidon de una ruta metabodlica que sigue el
modelo de retro-evolucion es el intento de conseguir mediante la
transformacion de un precursor “A” un metabolito “X” que el
organismo ha agotado y necesita. Una vez que la ruta ha incorporado
este precursor “A”, al utilizarlo llegard un momento que lo agote y por
lo tanto necesite buscar un nuevo precursor “B” a partir del cual
produzca el precursor “A”, que producird a su vez el metabolito “X”
que le era necesario. Por este motivo se dice que el modelo de retro-
evolucion esta principalmente dirigido a la obtencion de un producto
final. Por otra parte en las rutas formadas siguiendo un modelo de
mosaico o de duplicacion de rutas el objetivo es utilizar mecanismos
cataliticos existentes (y que realicen transformaciones similares) para ir
cubriendo las reacciones necesarias en la sucesion de los pasos
metabolicos de la nueva ruta. Por ello se dice que estos eventos estan
dirigidos a la innovaciéon y diversificacion de las actividades
enzimaticas (Schmidt et al, 2003). Por lo tanto, la distribucion de los
mecanismos en la red de biodegradacion podria estar relacionada con la
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presion selectiva diferente que existe a lo largo del proceso de
biodegradacion. En los primeros pasos de la red, al ser los compuestos
muy toéxicos, el objetivo es degradar los compuestos, transformarlos
para poder sobrevivir. Sin embargo en los Ultimos pasos de la red de
biodegradacién, los compuestos han perdido toxicidad y por lo tanto
ahora el objetivo es la obtenciéon de un producto final concreto que
proporcione energia o nutrientes, es decir, que se enlace con la Red del
Metabolismo Central.

Por ultimo, he mostrado que en eventos de retro-evolucion y de
mosaico la duplicacion genética es mas abundante, el par de RRSS son
realizadas por complejos de proteinas que se habrian duplicado y
posteriormente divergido. Sin embargo en eventos de duplicacion de
rutas la dualidad funcional es mas frecuente, el par de RRSS son
realizadas por el mismo complejo de proteinas.

La dualidad funcional implica que las proteinas son capaces de realizar
reacciones secundarias, que aun no siendo su “especialidad” y por lo
tanto no realizdndolas de manera optimizada, lo hacen a un nivel de
eficiencia que puede ser potencialmente tutil (Copley, 2000). Sin
embargo la duplicacion genética conlleva que cuando un gen se
duplica, la copia del gen es libre de mutar. Gracias a estas mutaciones,
la proteina codificada por este gen realizara la nueva funcion de manera
mas eficiente de lo que lo puede realizarla la proteina del gen inicial.
Sin embargo para esto se necesita tiempo, el cudl variara dependiendo
de la tasa de mutacion del gen. Por lo tanto, lo habitual en los eventos
de retro-evolucion y de mosaico es que las secuencias de los complejos
de proteinas de las reacciones que se comparan diverjan en un cierto
nimero de mutaciones que les permite adecuarse mejor a la nueva
reaccion. Sin embargo en la mayoria de los eventos de duplicacion de
rutas, un mismo complejo de proteinas realiza transformaciones
diferentes con mayor o menor eficiencia.
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5.2 Teoria sobre la formacion y evolucion de la red
de biodegradacion.

Teniendo en cuenta toda esta informacion podemos concluir que la red
de biodegradacion es muy lineal y poco interconectada lo que indicaria
que la manera en la que la red degrada un nuevo compuesto es o
afadiendo pasos en los extremos de la red (creciendo verticalmente)
cuando se trata de compuestos mas complejos de los existentes, o
afiadiendo nuevas rutas completas y lineales. Este fendémeno explicaria
porque la red tiene forma de embudo y porque a pesar de ser ultra-
small world presenta una longitud de caminos superior al de la red del
Metabolismo Central.

Basandome en el trabajo realizado por Pazos donde se vio que las
enzimas mas antiguas eran las cercanas al metabolismo central ((Pazos
et al, 2003)) y tras analizar mis resultados acerca de la organizacion de
las reacciones en la red podemos enunciar que los complejos de
proteinas que se encuentran cerca del punto de entrada al Metabolismo
Central son los mas antiguos de la red. Al haber tenido tiempo y al ser
mas sencillos, son capaces de evolucionar mas facilmente y asi
adaptarse mejor a la actividad que realizan y al substrato que degradan.
Sin embargo los complejos de proteinas que se encuentran en la
periferia de la red, independientemente de que sean mas o menos
antiguos, al ser mas complejos (tener mas dominios), su evolucion
hacia una nueva funcidon es menos probable. La manera de solventar
este problema radica en la poca adaptacion de estos complejos de
proteinas a una actividad especifica y su poca especificidad de
substrato, lo cual permite degradar nuevos compuestos. Por tanto, la
inespecificidad de los complejos es una ventaja a la hora de detoxificar.
Esta teoria corroboraria lo anteriormente dicho sobre que la red de
biodegradacion crece verticalmente.

Las funciones de la red de biodegradacion no son muy diferentes de las
que existen en el Metabolismo Central, sin embargo la mayoria de sus
proteinas y reacciones (la maquinaria enzimatica) no tiene relacion
evolutiva identificable por comparacion de secuencias con la red del
Metabolismo Central. Este hecho conduce a que la formacion de la red
de biodegradacion se dé a partir de las rutas de degradacion de
compuestos naturales estructuralmente analogos donde se realizan
actividades similares y que su evolucion sea el producto de la accion de
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mecanismos internos, siendo ¢l mas representativo ¢l de mosaico
seguido por €l de duplicacion de rutas.

Hemos mencionado que la presion selectiva en diferentes zonas de la
red es distinta, y que esto produce que los mecanismos de evolucién se
distribuyan de una cierta manera. Sin embargo, esta presion selectiva
puede que también explique la abundancia de la duplicacion genética o
la dualidad funcional en cada mecanismo evolutivo.

Mi interpretacion es la siguiente. En la zona externa de la red es
necesario dar una respuesta rdpida para comenzar la biodegradacion
debido a la toxicidad de los compuestos. Esto se traduce en la falta de
tiempo para que se produzcan mutaciones y por ello en esa zona de la
red abundan los eventos de duplicacion de rutas con dualidad funcional
(los cuales producen inespecificidad). Sin embargo cuando nos
encontramos cerca del metabolismo central, la toxicidad de los
compuestos disminuye, y por tanto no hay una presion a dar una
respuesta rapida, sino a optimizar las transformaciones para conseguir
energia o nutrientes. Por ello, los casos de retro-evolucion por
duplicacion genética son mas habituales en esta region.
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1. La red de reacciones de biodegradacion presenta una estructura libre
de escala y ultra-small world al igual que lo descrito para la red del
Metabolismo Central. Sin embargo a diferencia de esta ultima red, no
tiene una estructura jerarquica siendo sus caminos muy lineales e
interconectados en las proximidades a la entrada al Metabolismo
Central, dotando a la red de biodegradacion con una estructura de
embudo.

2. Conforme nos alejamos de la entrada al Metabolismo Central la
especificidad de los complejos de proteinas disminuye y su
complejidad aumenta. Ademas los grupos de proteinas homodlogas en
las zonas alejadas del Metabolismo Central tienen menos diversidad de
secuencia (las proteinas se parecen mucho entre si).

3. Salvo unos pocos dominios funcionales propios de biodegradacion,
los dominios de las proteinas de la red de biodegradacion, también se
encuentran en proteinas del Metabolismo Central. Sin embargo no he
detectado relacion evolutiva por similitud de secuencia entre la mayoria
de las proteinas de biodegradacion y las del Metabolismo Central. Por
tanto, los dominios se ensamblan con dominios no conocidos o de
manera diferente en las proteinas de la red de biodegradacion

4. La mayoria de las reacciones tienen complejos de proteinas con
origen homogéneo (o todas sus proteinas o ninguna tiene relacion
evolutiva detectable por similitud de secuencia con el Metabolismo
Central). Los complejos con origen mixto parecen haber tomado al
menos la actividad catalitica del Metabolismo Central. Ademas si dos
reacciones importadas del Metabolismo Central eran consecutivas en
¢éste, en la red de biodegradacion lo siguen siendo (se han importado
juntas).

5. Al igual que lo descrito para la red del Metabolismo Central el
mecanismo evolutivo més frecuente es el llamado mosaico, seguido de
la duplicacion de rutas y muy por debajo la retro-evolucién. Los
eventos de retro-evolucion, aunque minoritarios a cualquier distancia,
son mas habituales en las proximidades del Metabolismo Central. Sin
embargo los eventos de mosaico y duplicacion de rutas son mas
frecuentes en la zona externa de la red de biodegradacion. Existe una
tendencia a encontrar duplicacion genéticas en los mecanismos de
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mosaico y de retro-evolucion y dualidad funcional en los eventos de
duplicacién de rutas.

6. Es posible, haciendo uso de la biologia sintética, disefiar circuitos
capaces de contribuir a la eliminacion de contaminantes ambientales.
Mediante el modelado y simulacion de circuitos bioldgicos se puede
verificar el correcto funcionamiento del sistema, comprobar tiempos de
respuesta e indicar a que parametros hay que prestar un especial interés
en la implementacion experimental.
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8 Apéndice 1

Carbohydrate Metabolism
Glycolysis / Gluconeogenesis (map00010)
Citrate cycle (TCA cycle) (map00020)
Pentose phosphate pathway (map00030)
Pentose and glucuronate interconversions (map00040)
Fructose and mannose metabolism (map00051)
Galactose metabolism (map00052)
Ascorbate and aldarate metabolism (map00053)
Starch and sucrose metabolism (map00500)
Aminosugars metabolism (map00530)
Nucleotide sugars metabolism (map00520)
Pyruvate metabolism (map00620)
Glyoxylate and dicarboxylate metabolism (map00630)
Propanoate metabolism (map00640)
Butanoate metabolism (map00650)
Branched dibasic acid metabolism (map00660)
Inositol metabolism (map00031)
Inositol phosphate metabolism (map00562)

Energy Metabolism
Oxidative phosphorylation (map00190)
ATP synthesis (map00193)
Photosynthesis (map00195)
Carbon fixation (map00710)
Reductive carboxylate cycle (CO2 fixation) (map00720)
Methane metabolism (map00680)
Nitrogen metabolism (map00910)
Sulfur metabolism (map00920)

Lipid Metabolism
Fatty acid biosynthesis (map00061)
Fatty acid elongation in mitochondria (map00062)
Fatty acid metabolism (map00071)
Synthesis and degradation of ketone bodies (map00072)
Biosynthesis of steroids (map00100)
Bile acid biosynthesis (map00120)
C21-Steroid hormone metabolism (map00140)
Androgen and estrogen metabolism (map00150)
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Glycerolipid metabolism (map00561)
Glycerophospholipid metabolism (map00564)
Prostaglandin and leukotriene metabolism (map00590)

Nucleotide Metabolism
Purine metabolism (map00230)
Pyrimidine metabolism (map00240)

Amino Acid Metabolism
Glutamate metabolism (map00251)
Alanine and aspartate metabolism (map00252)
Glycine, serine and threonine metabolism (map00260)
Methionine metabolism (map00271)
Cysteine metabolism (map00272)
Valine, leucine and isoleucine degradation (map00280)
Valine, leucine and isoleucine biosynthesis (map00290)
Lysine biosynthesis (map00300)
Lysine degradation (map00310)
Arginine and proline metabolism (map00330)
Histidine metabolism (map00340)
Tyrosine metabolism (map00350)
Phenylalanine metabolism (map00360)
Tryptophan metabolism (map00380)
Phenylalanine, tyrosine and tryptophan  biosynthesis
(map00400)
Urea cycle and metabolism of amino groups (map00220)

Metabolism of Other Amino Acids
beta-Alanine metabolism (map00410)
Taurine and hypotaurine metabolism (map00430)
Aminophosphonate metabolism (map00440)
Selenoamino acid metabolism (map00450)
Cyanoamino acid metabolism (map00460)
Glutamine and D-glutamate metabolism (map00471)
Arginine and D-ornithine metabolism (map00472)
D-Alanine metabolism (map00473)
Glutathione metabolism (map00480)

Glycan Biosynthesis and Metabolism
N-Glycan biosynthesis (map00510)
O-Glycan biosynthesis (map00512)
Ubiquinone biosynthesis (map00130)
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Chondroitin / Heparan sulfate biosynthesis (map00532)
Glycosaminoglycan degradation (map00531)
Lipopolysaccharide biosynthesis (map00540)
Peptidoglycan biosynthesis (map00550)

Glycosylphosphatidylinositol(GPI)-anchor biosynthesis
(map00563h)
Glycosylphosphatidylinositol(GPI)-anchor biosynthesis
(map00563y)

Glycosphingolipid metabolism (map00600)

Blood group glycolipid biosynthesis-lactoseries (map00601)
Blood group glycolipid biosynthesis-neolactoseries (map00602)
Globoside metabolism (map00603)

Ganglioside biosynthesis (map00604)

Metabolism of Cofactors and Vitamins
Thiamine metabolism (map00730)
Riboflavin metabolism (map00740)
Vitamin B6 metabolism (map00750)
Nicotinate and nicotinamide metabolism (map00760)
Pantothenate and CoA biosynthesis (map00770)
Biotin metabolism (map00780)
Folate biosynthesis (map00790)
One carbon pool by folate (map00670)
Retinol metabolism (map00830)
Porphyrin and chlorophyll metabolism (map00860)
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9 Apendice 2

No. No.
Reaction | % Reaction | Reaction| %Reaction %Bio /

Pfams Bio bio kegg kegg %Kegg
PF00111 50 5,291005291 43 1,362916006 | 3,882121324
PF00355 43 4,55026455 22 0,697305864 | 6,525493025
PF00970 42 4,444444444 27 0,855784469 | 5,193415638
PF00175 42 4,444444444 37 1,17274168 | 3,78978979
PF00866 32 3,386243386 2 0,063391442 | 53,41798942
PF00848 28 2,962962963 2 0,063391442 | 46,74074074
PF00106 25 2,645502646| 143 14,5324881140,583675584
PF02332 21 2,222222222 1 0,031695721 |70,11111111
PF00561 21 2,222222222 36 1,141045959 | 1,947530864
PF02406 19 2,010582011 1 0,031695721 | 63,43386243
PF00903 18 1,904761905 10 0,316957211 | 6,00952381
PF00171 17 1,798941799 67 2,123613312|0,847113638
PF04945 16 1,693121693 4 0,126782884 | 13,35449735
PF01494 13 1,375661376 44 1,394611727|0,986411736
PF07992 13 1,375661376 72 2,282091918 | 0,602807172
PF02746 12 1,26984127 11 0,348652932 | 3,642135642
PF00775 12 1,26984127 0 0 100
PF04663 12 1,26984127 0 0 100
PF01188 12 1,26984127 5 0,158478605 | 8,012698413
PF06099 12 1,26984127 0 0 100
PF04444 10 1,058201058 0 0 100
PF00037 9 0,952380952 39 1,236133122 | 0,77045177
PF01738 8 0,846560847 0 0 100
PF08240 7 0,740740741 57 1,806656101 | 0,410006498
PF01568 7 0,740740741 18 0,570522979 | 1,298353909
PF00378 7 0,740740741 35 1,109350238 | 0,667724868
PF00384 7 0,740740741 13 0,412044374 | 1,797720798
PF00107 7 0,740740741 81 2,567353407|0,288523091
PF01613 7 0,740740741 32 1,014263074 | 0,730324074
PF00487 6 0,634920635 9 0,28526149 |2,225749559
PF00795 6 0,634920635 23 0,729001585 | 0,87094548
PF03241 5 0,529100529 7 0,221870048 | 2,38473167
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PF02979| 5  [0,529100529| 2 |0,063391442 | 8346560847
PF02770| 5  |0,529100529| 28 | 0,88748019 |0,596182918
PFO088L| 5  ]0,529100529| 17 |0,5388272580,981948335
PF00296| 5  [0,529100529| 20 |0,633914422 |0,834656085
PFO1425| 5  [0,529100529| 8  |0,253565769 | 2,086640212
PFO0501| 5  [0,529100529| 59 | 1,870047544 |0,282934266
PFO2771| 5  [0,529100529| 28 | 0,88748019 |0,596182918
PFO0465| 5  ]0,529100529| 27 |0,855784469 |0,618263766
PF02964| 5  [0,529100529| 1  |0,031695721|16,69312169
PFO2211| 4  |0,423280423| 2 |0,063391442 |6,677248677
PFO0941| 4  |0,423280423| 21 |0,665610143 |0,635928445
PFO1315| 4  |0,423280423| 10 |0,316957211 | 1,335449735
PFO1557| 4  |0,423280423| 16 |0,5071315370,834656085
PF02900| 4  |0,423280423| 4  |0,126782884 |3,338624339
PF02738| 4  ]0,423280423| 10 |0,3169572111,335449735
PFO0701| 4  |0,423280423| 9 0,28526149 | 1,483833039
PF01323| 4  |0,423280423 1 ]0,031695721 | 13,35449735
PF08028| 4  |0,423280423| 17 |0,5388272580,785558668
PFO1799| 4  [0,423280423| 10 |0,316957211 | 1,335449735
PF06234| 4  ]0,423280423| 0 0 100

PFO0702| 3 |0,317460317| 61 |1,933438986 | 0,16419464
PF03450| 3 [0,317460317| 10 |0,3169572111,001587302
PFO1565| 3 [0,317460317| 21 |0,665610143 | 0,476946334
PFO0043| 3 |0317460317| 12 |0,380348653 |0,834656085
PFO1144| 3 [0,317460317| 6  |0,190174326|1,669312169
PFO1979| 3 [0,317460317| 17 |0,5388272580,589169001
PF01689| 3  |0,317460317| 9 0,28526149 | 1,11287478
PF02461| 3  |0,317460317| 1  |0,03169572110,01587302
PFO0682| 2  [0,211640212| 12 |0,380348653 | 0,55643739
PFO0732| 2 |0211640212| 20 |0,6339144220,333862434
PFO1968| 2  [0,211640212| 7  |0,221870048 | 0953892668
PF03243| 2 |0211640212| 0 0 100

PFO2803| 2  [0,211640212| 19 0,6022187 |0,351434141
PFO1011| 2  [0,211640212| 9 0,28526149 | 0,74191652
PF04896| 2  |0211640212| 1  |0,031695721 |6,677248677
PFO1575| 2 [0,211640212| 101 |3,201267829 |0,066111373
PF02538| 2 |0211640212| 2 |0,063391442 |3,338624339
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PFO1361| 2  |0211640212| 0 0 100

PFO0743| 2 [0211640212| 0 0 100

PF05199| 2 |0211640212| 7  |0,221870048 | 0,953892668
PFO2798| 2 |0,211640212| 8  |0,253565769 | 0,834656085
PFO0724| 2 [0,211640212| 14 |0,443740095 | 0,476946334
PFO5378| 2 |0,211640212| 7  |0,221870048 | 0,953892668
PFO4744| 2 [0,211640212| 1  |0,031695721 | 6,677248677
PF02668| 2 0211640212 6  |0,190174326| 1,11287478
PF02913| 2 |0211640212| 15 |0,475435816|0,445149912
PFO0108| 2  [0,211640212| 19 0,6022187 |0,351434141
PF06192| 2  |0211640212| 0 0 100

PFO7836| 2  [0,211640212| 3 |0,095087163 | 2,225749559
PFO2769| 1  [0,105820106| 7  |0,221870048 | 0476946334
PFOO756| 1  [0,105820106| 9 0,28526149 | 0,37095826
PF01883| 1  |0,105820106| 1  |0,031695721 |3,338624339
PF04055| 1  [0,105820106| 35 |1,1093502380,095389267
PFO0291| 1  [0,105820106| 26 |0,824088748 |0,128408628
PFO6050| 1  [0,105820106| 6  |0,190174326 | 0,55643739
PFO0462| 1  [0,105820106| 1  |0,031695721 |3,338624339
PF00394| 1  ]0,105820106| 5 |0,158478605 |0,667724868
PFO0725| 1  |0,105820106| 26 |0,824088748 |0,128408628
PFO7859| 1  [0,105820106| 8 |0,253565769 |0,417328042
PF01228| 1  [0,105820106| 6  |0,190174326 | 0,55643739
PFO0753| 1  [0,105820106| 14 |0,443740095 | 0238473167
PFO2852| 1  [0,105820106| 10 |0,316957211 |0,333862434
PF04277| 1  [0,105820106| 0 0 100

PF02776| 1  ]0,105820106| 31 |0,982567353|0,107697559
PFO7883| 1  [0,105820106| 4 |0,126782884 |0,834656085
PF02962| 1  [0,105820106| 1  |0,031695721 |3,338624339
PF03977| 1  [0,105820106| 5 |0,158478605 | 0,667724868
PFO2560| 1  [0,105820106| 1  |0,031695721 |3,338624339
PF08201| 1  |0,105820106| 0 0 100

PFO7858| 1  [0,105820106| 0 0 100

PFO2737| 1  [0,105820106| 28 | 0,88748019 |0,119236584
PF02241| 1  [0,105820106| 0 0 100

PFO0117| 1  [0,105820106| 16 |0,507131537|0,208664021
PFO0441| 1  [0,105820106| 29 |0,9191759110,115124977
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PF01451 1 0,105820106 1 0,031695721 | 3,338624339
PF01855 1 0,105820106 3 0,095087163 | 1,11287478
PF03060 1 0,105820106 15 0,4754358160,222574956
PF05440 1 0,105820106 0 0 100

PF01730 1 0,105820106 0 0 100

PF00120 1 0,105820106 4 0,126782884 | 0,834656085
PF02505 1 0,105820106 1 0,031695721 | 3,338624339
PF01493 1 0,105820106 3 0,095087163 | 1,11287478
PF01966 1 0,105820106 22 0,697305864 | 0,151755652
PF02663 1 0,105820106 1 0,031695721 | 3,338624339
PF01266 1 0,105820106 80 2,535657686 | 0,041732804
PF00699 1 0,105820106 1 0,031695721 | 3,338624339
PF03063 1 0,105820106 2 0,063391442 | 1,669312169
PF01913 1 0,105820106 1 0,031695721 |3,338624339
PF00403 1 0,105820106 4 0,126782884 | 0,834656085
PFQO7746 1 0,105820106 0 0 100

PF07731 1 0,105820106 5 0,158478605 | 0,667724868
PF02894 1 0,105820106 23 0,729001585 | 0,14515758
PF03960 1 0,105820106 0 0 100

PF01774 1 0,105820106 0 0 100

PF07732 1 0,105820106 5 0,158478605 | 0,667724868
PF00449 1 0,105820106 1 0,031695721 | 3,338624339
PF02775 1 0,105820106 29 0,919175911|0,115124977
PF01118 1 0,105820106 7 0,221870048 | 0,476946334
PF01869 1 0,105820106 3 0,095087163 | 1,11287478
PF06243 1 0,105820106 0 0 100

PF04609 1 0,105820106 1 0,031695721 | 3,338624339
PF00596 1 0,105820106 27 0,855784469 | 0,123652753
PF08031 1 0,105820106 0 0 100

PF05721 1 0,105820106 0 0 100

PF02783 1 0,105820106 0 0 100

PF02552 1 0,105820106 0 0 100

PF01039 1 0,105820106 10 0,316957211|0,333862434
PF04206 1 0,105820106 1 0,031695721 | 3,338624339
PF01965 1 0,105820106 5 0,158478605 | 0,667724868
PF01977 1 0,105820106 11 0,34865293210,303511304
PF05194 1 0,105820106 0 0 100
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PF03201 1 0,105820106 2 0,063391442 | 1,669312169
PF04207 1 0,105820106 0 0 100

PF02745 1 0,105820106 1 0,031695721 | 3,338624339
PF01993 1 0,105820106 1 0,031695721 | 3,338624339
PF02826 1 0,105820106 37 1,17274168 | 0,09023309
PF02607 1 0,105820106 1 0,031695721 | 3,338624339
PF02289 1 0,105820106 1 0,031695721 | 3,338624339
PF01070 1 0,105820106 21 0,665610143 | 0,158982111
PF00547 1 0,105820106 1 0,031695721 | 3,338624339
PF05138 1 0,105820106 0 0 100

PF04211 1 0,105820106 0 0 100

PF02310 1 0,105820106 18 0,570522979 | 0,18547913
PF02901 1 0,105820106 2 0,063391442 | 1,669312169
PF02741 1 0,105820106 1 0,031695721 |3,338624339
PF04209 1 0,105820106 1 0,031695721 | 3,338624339
PF02249 1 0,105820106 1 0,031695721 | 3,338624339
PF02814 1 0,105820106 0 0 100

PF02492 1 0,105820106 0 0 100

PF03061 1 0,105820106 11 0,34865293210,303511304
PF02441 1 0,105820106 14 0,443740095 | 0,238473167
PF01593 1 0,105820106 56 1,77496038 |0,059618292
PF02515 1 0,105820106 0 0 100

PF01569 1 0,105820106 17 0,538827258|0,196389667
PF00578 1 0,105820106 3 0,095087163 | 1,11287478
PF03328 1 0,105820106 10 0,316957211|0,333862434
PF00364 1 0,105820106 32 1,014263074 | 0,104332011
PF01042 1 0,105820106 0 0 100

PF00205 1 0,105820106 24 0,760697306 | 0,139109347
PF01408 1 0,105820106 27 0,855784469 | 0,123652753
PF01656 1 0,105820106 9 0,28526149 | 0,37095826
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Cellular Processes

Cell Motility

Bacterial chemotaxis

Flagellar assembly

Regulation of actin cytoskeleton
Bacterial motility proteins

Cell Growth and Death

Cell cycle

Cell cycle - yeast
Apoptosis

p53 signaling pathway

Cell Communication

Focal adhesion
Adherens junction
Tight junction
Gap junction

Endocrine System

Insulin signaling pathway

Adipocytokine signaling pathway

PPAR signaling pathway

GnRH signaling pathway
Progesterone-mediated oocyte maturation
Melanogenesis

Renin-angiotensin system

Immune System

Hematopoietic cell lineage
Complement and coagulation cascades
Toll-like receptor signaling pathway
Natural killer cell mediated cytotoxicity
Antigen processing and presentation

T cell receptor signaling pathway

B cell receptor signaling pathway

Fc epsilon RI signaling pathway
Leukocyte transendothelial migration

- Nervous System

Long-term potentiation
Long-term depression

- Sensory System
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Olfactory transduction
Taste transduction
- Development
Dorso-ventral axis formation
Axon guidance
- Behavior
Circadian thythm

Genetic Information Processing

- Transcription
RNA biosynthesis (illustration)
RNA polymerase
Basal transcription factors
Transcription factors

- Translation
Protein biosynthesis (illustration)
Ribosome
Aminoacyl-tRNA biosynthesis
Translation factors
Ribosome

- Folding, Sorting and Degradation
Protein export
Type II secretion system
Type III secretion system
Type IV secretion system
SNARE interactions in vesicular transport
Regulation of autophagy
Ubiquitin mediated proteolysis Major update!
Proteasome
SNAREs

- Replication and Repair
DNA polymerase

Human Diseases

- Cancers
Colorectal cancer
Pancreatic cancer
Glioma
Thyroid cancer
Acute myeloid leukemia
Chronic myeloid leukemia
Basal cell carcinoma
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Melanoma
Renal cell carcinoma
Bladder cancer
Prostate cancer
Endometrial cancer
Small cell lung cancer
Non-small cell lung cancer
- Neurodegenerative Diseases
Alzheimer's disease
Parkinson's disease
Amyotrophic lateral sclerosis (ALS)
Huntington's disease
Dentatorubropallidoluysian atrophy (DRPLA)
Prion diseases
- Metabolic Disorders
Type I diabetes mellitus
Type Il diabetes mellitus
Maturity onset diabetes of the young
- Infectious Diseases
Cholera
Epithelial cell signaling in Helicobacter pylori infection
Pathogenic Escherichia coli infection

Environmental Information Processing

- Membrane Transport
ABC transporters
Phosphotransferase system (PTS)
Transporters (+diseases)

- Signal Transduction
Two-component system
MAPK signaling pathway
ErbB signaling pathway
Wnt signaling pathway
Notch signaling pathway
Hedgehog signaling pathway
TGF-beta signaling pathway
VEGEF signaling pathway
Jak-STAT signaling pathway
Calcium signaling pathway
Phosphatidylinositol signaling system
mTOR signaling pathway = Two-component system
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- Signaling Molecules and Interaction
Neuroactive ligand-receptor interaction
Cytokine-cytokine receptor interaction
ECM-receptor interaction
Cell adhesion molecules (CAMs)
Receptors and channels (+diseases)
Cytokines
Cell adhesion molecules (CAMs)
CAM ligands
CD molecules
GTP-binding proteins
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11 Apéndice 4

11.1 BioNeMo: Molecular Information on
biodegradation Metabolism.

Almudena Trigo, Guillermo Carbajosa, Alfonso Valencia and lldefonso Cases

Spanish Center for Cancer Research, Madrid, Spain
Abstract.

Microorganisms play a critical role in the elimination of the numerous
toxic compounds that accumulate in the environment as consequence of
human activities. Decades of biochemical studies have produced a
wealth of knowledge about this unique metabolism, which only
recently has started to be categorized and stored in structured databases,
such us the Metarouter, or the University of Minnesota Biocatalysis/
Biodegradation Database (UMBBD). The formalization of this
biochemical knowledge has allowed the first attempts to approach this
process from a Systems Biology perspective. However, the absence of
information on the proteins present in this network has precluded
further systematic studies. To fill this gap, we have incorporated
protein information for many of the reactions in the biodegradation
network by literature mining, customized database searches and manual
curation, including sequence, protein domains, structures, genetic
organization and transcriptional regulation. This database, called
BioNeMo, is available through a web server, but it is also possible to
download it and install it locally. To facilitate the access to the
underlying relational database, an Object-Oriened Perl API is also
provided. Examples of use of both accession methods are provided.
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11.2 Characterization of Enzyme Properties at the
Global Biodegradation Network

Almudena Trigo, Alfonso Valencia and lldefonso Cases

Spanish Center for Cancer Research, Madrid, Spain
Abstract.

Bioremediation, the exploitation of microorganisms for removing
pollutants from the environment, is an area of great importance due to
the high amount of harmful compounds released in the environment,
which has been still scarcely addressed from a Systems perspective.
Previous works studied the Global Biodegradation Network over a
classical metabolic network formulation, where the compounds are
treated as nodes connected by reactions. In this work, we have
constructed an alternative, reaction-centric view of the network, in
which reactions are nodes that are connected if the product of one can
be the substrate of the other. In this way, we can now focus in the
biological entities (proteins that perform the reactions) instead of
chemical entities (the compounds). For each reaction, we have
associated detailed and manually curated sequence, functional and
structural information. The mapping of this information provides, not
only an overview of the general knowledge of the degradation network,
but also new insights into its structure, function and evolution. The
analysis described in this work reveals a linear structure of the network,
with an increased complexity and promiscuity and decreased sequence
variation of the enzymes in the periphery of the network. Possible
interpretations of these observations in the context of the dynamics,
evolution and evolvability of the Biodegradation network are discussed.
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11.3 Origin, Evolution and Assembly of Enzymes
and Pathways of the Global Biodegradation
Network

Almudena Trigo, Alfonso Valencia and Ildefonso Cases

Spanish Center for Cancer Research, Madrid, Spain

Abstract.

The microbial degradation of toxic compounds, product of extensive
human activities, the biodegradation metabolism, is key for the
regeneration of polluted sites. Many of these compounds have started to
accumulate in the biosphere only recently, so it has been hypothesized
that the microbial activities for their mineralization have also originated
recently, and is still under rapid evolution. So far, the evolution of only
a few individual biodegradation enzymes or pathways has been
analyzed, and these studies have been focused mainly in the origin of
the catalytic activities. In this work, we present the first systematic
analysis of the homology relation between the enzymes of the
biodegradation network and those of the central metabolism, and the
relations them and other enzymes of the global biodegradation network.
Our results suggest that most of the biodegradation complement
evolved from a small set of ancient enzymes, and over history, has
expanded by duplication and shuffling into new pathways.
Interestingly, different mechanism for functional expansion seems to
have operated in different areas of the network, suggesting that
different selective forces operate on these areas.
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