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Resumen: Diversas técnicas se utilizan para comparar caracteristicas de las entidades
vivas buscando analizar, en todo caso, la semejanza entre ellas. También son diversas las
caracteristicas que definen a los organismos: moleculares, metabdlicas, celulares,
ambientales, etoldgicas, etc. En funcion de la semejanza, de caracteristicas semejantes,
los organismos, y toda entidad de la jerarquia biolégica, se ordenan y clasifican. Este
trabajo plantea estudiar una caracteristica de los organismos que es su metabolismo, en
particular el metabolismo de porfirinas y clorofilas, haciendo uso de procedimientos
cladisticos que, a diferencia de otros, permiten “rastrear” los cambios que experimentan
los caracteres y que definen a los organismos. El resultado de todo analisis cladistico es
una hipdtesis evolutiva sobre relaciones de parentesco, es decir, una hipdtesis
filogenética.

Palabras clave: Cladismo. Parsimonia. Cladograma. Metabolismo. Enzimas. Hipdtesis
Evolutiva

INTRODUCCION

El objetivo de establecer una clasificacion natural de especies basada en sus
relaciones filogenéticas se alcanza comparando algunas de sus caracteristicas o atributos.
Por ello, los métodos y técnicas utilizados para el estudio de la diversidad de especies son
una aplicacién del método comparado.

Los caracteres son rasgos que presentan las entidades biolégicas, desde las
moléculas hasta los ecosistemas, los cuales son recogidos por las ciencias descriptivas de
todos los niveles de integracidn (genética, bioquimica, anatomia, morfologia).

En un contexto matematico, los caracteres pueden ser de variacion discontinua
(caracteres discretos, cualitativos, absolutos como presencia/ausencia) o de variacion
continua (son los caracteres cuantitativos que comunmente se refieren a dimensiones y
cuya distribucién en la poblacién o en la especie se suele ajustar a una curva de Gauss),
pudiendo convertir los continuos en discretos mediante el establecimiento de clases (por
ejemplo, la edad: un caracter continuo que puede convertirse en discreto estableciendo
clases de edad, de 10 a 20 afios, de 20 a 30, etc.).
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En el contexto bioldgico los caracteres sirven a la taxonomia siendo su acepcion
mas clasica aquella que los define como rasgos que diferencian unas especies de otras.
Estos caracteres han de ser susceptibles de ser comparados, homodlogos y constantes, y
pueden se de muchos tipos: morfoldgicos, etoldgicos, fisioldgicos, bioquimicos,
geograficos, autoecoldgicos o moleculares, por ejemplo. El uso de estos ultimos en
Biologia Sistematica representa un importante nexo entre Biologia Molecular y Celular y
Biologia de Organismos y Sistemas.

Caracteres homologos son estructuras o rasgos que tienen el mismo origen. La
homologia puede definirse como una comunidad de origen de rasgos. Naturalmente,
hablar de homologia es hablar de semejanza: estamos tratando el estudio de la
diversidad bioldgica que se genera por evolucién y entre las estirpes que constituyen esa
diversidad existen diferencias y semejanzas. Nuestra atencion se dirige a la semejanza

(Fig.1).

DIFERENCIAS
DIVERSIDAD entre especies '
BIOLOGICA EVOLUCION
SEMEJANZAS
entre especies

Figura 1. Relacion entre diversidad bioldgica y evolucion.

Los caracteres morfolégicos homdlogos normalmente son muy semejantes a lo
largo de la evolucion de las estirpes emparentadas. Como ejemplo sirva la composicion
de la mano de todos los tetrdpodos o la anatomia de las extremidades de los mamiferos,
estructuras homaélogas con distintas morfologias segun sus diferentes funciones debidas
a sus distintos modos de vida (terrestre, acudatico,aéreo). Este ultimo ejemplo sirve para
intuir que la semejanza se debe a la posesién de un ancestro comun. Con ello
introducimos un nuevo término, ancestria.

También existe homologia en el nivel molecular. La mayor parte de las moléculas
gue conforman los seres vivos se “inventan” pronto de manera que es posible seguir la
evolucidon de moléculas homélogas desde los tiempos mas remotos. Es el caso de la
actina y la miosina, presentes en arquebacterias, eubacterias y eucariontes. Estas
proteinas (y los genes que las codifican)) divergen a lo largo de la evolucidn entre unas
estirpes y otras resultando mas semejantes entre si las de cada grupo natural. Dos genes
o dos proteinas seran homaélogas para un conjunto de estirpes si poseen el mismo origen,
y comunmente serdn mas semejantes cudnto mas cercano sea el parentesco entre esas
estirpes. En el nivel molecular, deben hacerse dos precisiones para la homologia:
caracteres homologos “ortélogos” y “paralogos”, consecuencia de la duplicaciéon de
genes.
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Pero no siempre la semejanza se debe a homologia: puede deberse a analogia u
homoplasia (construccion semejante). Analogia es la condicién de semejanza presentada
por estirpes no inmediatamente emparentadas pero con un modo de vida parecido. En
consecuencia se definen caracteres analogos como aquellos que tienen la misma funcion
pero origen distinto, habiendo diferentes tipos de analogia: convergencia, paralelismo o
reversion al estado ancestral.

Podemos incorporar a nuestro pensamiento evolutivo la idea de que las estirpes
mas estrechamente emparentadas son las que comparten mayor nimero de caracteres y
con ello introducimos un nuevo concepto, “cantidad de semejanza”. Pero la cuestién de
la analogia, que es un problema para la reconstruccién de la filogenia, conduce a un
nuevo planteamiento: la necesidad de considerar no sélo la cantidad sino también la
“calidad” de la semejanza. Por tanto, habra que determinar homologias (debe tratarse
de la misma estructura fundamental, de una misma posicion respecto a una referencia 'y
el mismo patrén de desarrollo embrionario, cuando se trate de caracteres morfoldgicos;
proteinas sintetizadas por el mismo gen en un grupo de estirpes, etc.) y detectar
homoplasias.

Se debe diferenciar entre homologias ancestrales y derivadas para llegar a la
conclusién de que sélo las derivadas son indicadores fiables de parentesco inmediato.
Por el momento podemos intuir para el término “derivado” el significado de “reciente” y
considerar que las homologias ancestrales se denominan “simplesiomorfias” y las
derivadas “sinapomorfias” en términos cladistas que se ven a continuacién. Para
distinguir entre ambas se establece de varias formas la polaridad de los caracteres.

Respecto a los procedimientos para reconstruir la filogenia de las estirpes, éstos
se enmarcan dentro de lo que denominamos escuelas sistematicas: Escuela Evolutiva
(Escuela de la Nueva Sistematica o Escuela de Simpson — Mayr), Escuela de la Taxonomia
Numérica (Escuela del Feneticismo Numérico) y Escuela Cladista.

La Escuela Cladistica (o de la Sistematica Filogenética) creada por W. Hennig (1913-
1976) en la década de 1950 plantea una manera de realizar la reconstruccion filogenética
basada en la “calidad de la semejanza” y no en la cantidad de semejanza. Segun esto, el
parentesco inmediato no se deduce del hecho de compartir muchos caracteres
(cantidad) sino de compartir alguno(s) que, ademas de homologo(s), sea sinapomorfico
(condicidn de calidad), es decir, exclusivo de los miembros de un grupo y de su ancestro
comun inmediato (en el que aparecidé por primera vez el caracter). Estas sinapomorfias
definen a los grupos. Por otra parte, se considera que las especies y los grupos mayores
existen en la naturaleza como resultado de la evolucion y se atribuye a la especie un
papel protagonista como realidad evolutiva. Aporta un enorme poder analitico y precisa
términos usuales de la teoria evolutiva: monofilia, parafilia, polifila, grupos hermanos y
estados de los caracteres.

El cladismo introduce un nuevo concepto: “estados de los caracteres”. Ya antes se

ha mencionado que los caracteres pueden ser derivados (avanzados) o ancestrales
(primitivos). Ahora se habla de caracteres “plesiomdrficos” y “apomérficos” que, lejos de
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ser conceptos absolutos, se refieren siempre a un antecesor inmediato en un grupo
determinado (relativos a un nodo). La terminologia cladista incluye otros nuevos
términos como “clado” para referirnos a un grupo y “cladograma” para referirnos al
grafico de ramificaciones dicotomicas (un arbol) que muestra las relaciones de
parentesco. La condiciéon de compartir un caracter plesiomoérfico (debido a ancestros
remotos) es un “simplesiomorfia” y los caracteres simplesiomorficos no garantizan la
monofilia de un grupo, indican un ancestro comun pero no inmediato y exclusivo. La
condicién de compartir un caracter apomorfico (una novedad evolutiva en el ancestro
inmediato de un grupo en estudio) se denomina “sinapomorfia y son los caracteres
sinapomarficos los Unicos que garantizan la monofilia de un grupo. El cladismo también
precisa el concepto de semejanza: ésta puede ser debida a la posesién de rasgos
homologos o a homoplasia, pero aclara que, para cada nodo del cladograma, existen dos
tipos de homologia: la que se debe a ancestros remotos (“homologia simplesiomdrfica”) y
la que se debe a ancestro inmediato (“homologia sinapomarfica”) (Fig. 2).
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internodo: [A+(B+C)]
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(A+B+CY{D+EY{F+G) descendientes

Figura 2. Conceptos del cladismo.

El analisis cladistico descubre relaciones entre grupos hermanos estudiando la
distribucion de sinapomorfias, es decir, caracteres derivados que representan homologia
y definen un grupo monofilético (un grupo natural). Esta distribucién se representa en
forma de cladograma, un diagrama de ramificaciones que muestran las relaciones entre
taxones. Un cladograma es una hipétesis evolutiva; puede existir mas de una hipodtesis,
es decir, mas de un agrupamiento o mas de una solucidn. Si hay soluciones alternativas,
se escoge la mas simple o mds parsimoniosa, esto es, la que muestra menor nimero de
cambios en la distribucion de los caracteres. Este nUmero de cambios es la longitud del
cladograma.
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Los datos requeridos para el andlisis cladistico son taxones y caracteres. Los
caracteres pueden ser morfoldgicos, anatémicos, moleculares, etc. Entre éstos ultimos se
consideran las secuencias de DNA, RNA o proteinas.

METABOLISMO DE PORFIRINAS

Las porfirinas son tetrapirroles a los que se une covalentemente un atomo
metdlico: con hierro se forman citocromos, peroxidasa, catalasa, mioglobina y
hemoglobina; con cobre o niquel se forman moléculas para el transporte de electrones
en bacterias metandgenas y acetdégenas; con magnesio se forman clorofilas y
bacterioclorofilas (Fig. 3).

Quimiolitatrofia simple

Anillo de porfirina

Figura 3. Tetrapirroles, formacién de citocromos, clorofilas y corrinoides.
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En la ruta de sintesis de porfirinas pueden distinguirse dos etapas:

e Sintesis de 5-aminolevulinato (ALA) que difiere segin los organismos. En
eucariotas fotosintéticos y en todos los procariotas exceptuando el grupo de las
a-proteobacterias, ALA se sintetiza a partir de glutamato que se une a glutamil-
tRNA en reaccidn catalizada por glutamil-tRNA sintasa (GIuRS), se reduce a
glutamato-1-semialdehido en reaccion catalizada por glutamil-tRNA reductasa v,
finalmente, la glutamato-1-semialdehido 2,1 aminomutasa cataliza Ia
transaminacion que rinde ALA (Ruta C5). Por otra parte, todos los eucariotas no
fotosintéticos (animales, hongos y apicomplexos) asi como las a-proteobacterias
forman ALA por condensacién de succinil-CoA con glicina en una reaccion
catalizada por ALA sintasa (Ruta C4) (Fig. 4).

L-glutamato
succinl-CoA

ez glicina

glutamil-tRNA

Glutamato-1-semialdehido |

|

5-aminolevulinato (ALA) |

Figura 4. Rutas alternativas, C4 y C5, para la sintesis de 5-aminolevulinato. (Enzimas numeradas en Tabla
1).

e Formacion de protoporfirina IX a partir de 5-aminolevulinato, una cadena de seis
reacciones, las mismas en todos los organismos (Fig. 5).
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Figura 5. Ruta de sintesis de protoporfirina IX a partir de 5-aminolevulinato. (Enzimas numeradas en tabla

Una perspectiva general del metabolismo de aminoacidos, cofactores y vitaminas
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en el que se ubica el metabolismo de porfirinas se encuentra en los siguientes enlaces
http://www.sigmaaldrich.com/img/assets/4202/MetabolicPathways 6 17 04 .pdf

http://www.manet.illinois.edu/viewmap.php?release=2&map=map00860&mb=Metaboli
sm%200f%20Cofactors&page=cofactors.php
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ENZIMA E.C. GENES
1 glutamil-tRNA sintasa 6.1.1.17 |gltX
2 glutamil-tRNA reductasa 1.2.1.70 |hemA
3 glutamato-1-semialdehido 2,1 aminomutasa 5.4.3.8 hem L
4 5-aminolevulinato sintasa 2.3.1.37 |hemA, ALAS,
alas, HEM1
5 porfobilinégeno sintasa 42.1.24 |hemB
6 porfibilinégeno deaminasa 2.5.1.61 |hemC
7 uroporfirinégeno lll sintasa 42175 |hemD
8 uroporfirinégeno lll descarboxilasa 41.137 |hemE
9 coproporfirinégeno Il oxidasa 1.3.3.3 hem F
10 protoporfirinégeno IX oxidasa 1334 hemY, hem G
11 Mg-quelatasa 6.6.1.1 chl |, chl D, chlH
12 ferroquelatasa 499.1.1 |hemH

Tabla 1. Enzimas de la ruta de sintesis de porfirinas (Ver figuras 4 y 5).

La mayoria de los organismos sintetizan tetrapirroles dado que son esenciales en
las principales rutas de conversion de energia: respiracién y fotosintesis (Fig. 3). En
términos evolutivos puede decirse que se trata de una ruta biosintética bien conservada.
ALA es el precursor universal de todos los tetrapirroles existiendo 2 rutas alternativas
para su biosintesis (Fig. 4). Sin embargo, la ruta desde ALA hasta el primer tetrapirrol
ciclico (Fig. 5), uroporfirindgeno lll, es idéntica en todos los organismos.

A partir de uroporfirinégeno lll (Fig. 5) surgen 3 ramas que conducen a la biosintesis
de productos finales especificos:

a) Corrinoides (Vitamina By,) que contiene Co en el tetrapirrol, y Sirohemo (el
grupo prostético de nitrito y sulfito reductasas). Esta seria la primera ramificacion.

b) En segundo lugar, la ruta que conduce a las clorofilas que comienza con la
guelacién de Mg en el anillo tetrapirrélico.

c) la tercera rama conduce a los distintos grupos hemo y comienza con la quelacién
de Fe en el tetrapirrol. De esta rama derivan también las ficobilinas y el croméforo
del fitocromo.

El Uroporfirindgeno 1l es el primer tetrapirrol ciclico y el ultimo intermediario
universal de todos los productos basados en tetrapirroles.

¢Como ha evolucionado esta ruta? Horowitz (1945) propuso que la ruta evolucioné
hacia atras, es decir, las Ultimas enzimas de la ruta aparecieron primero a medida que la
disponibilidad en el medio de los productos finales fue disminuyendo gradualmente.
Tiempo después, Granick (1965) postuld la evolucidn hacia delante de la ruta de los
tetrapirroles proponiendo que los primeros intermediarios configuraron los actuales
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ciclos hacia los distintos productos finales, con distintos grado de eficacia cada uno, y
siendo la evolucion la que fue perfeccionando estos productos finales.

Pero es dificil imaginar un medio prebidtico conteniendo productos tales como la
vitamina By, que aparecen espontaneamente por sintesis organica prebidtica. Es lo que
plantea la hipotesis de Horowitz.

Pero también es poco probable que los primeros intermediarios de la ruta de los
tetrapirroles funcionaran como pigmentos/moléculas captadoras de luz o como
transportadores de electrones en las células primitivas. Es lo que se deduce del modelo
de Granick. Seria razonable pensar que la ruta de los tetrapirroles evoluciond segin un
modelo que combine ambas propuestas.

La uroporfirina es un compuesto relativamente simple que se puede concebir
actuando en procesos de absorcion de luz y de transporte de electrones. Pudo
sintetizarse espontaneamente en la “sopa primitiva” por medio de reacciones quimicas,
teniendo en cuenta la relativa facilidad de sintesis no biolégica de porfirinas.
Modificaciones en la configuracién de la uroporfirina pudieron dar lugar a los actuales
productos finales, en un desarrollo evolutivo hacia delante. Por otra parte, las etapas que
conducen a la formacién de uroporfirina/uroporfirinégeno pudieron ir apareciendo
gradualmente en “sentido inverso”: primero uroporfirina hasta que sus precursores
fueron escasos en el medio o en el ambiente primitivo. Este proceso evolutivo podria
explicar la ramificacion hacia los productos finales y la de las primeras etapas,
considerando que es mas facil imaginar las bifurcaciones de la ruta como etapas
posteriores de la evolucion, es decir, como especializaciones de un disefio original mas
simple.

ALA es el primer intermediario universal en la biosintesis de tetrapirroles y se forma
segun dos rutas alternativas de manera que todos los organismos utilizan una u otra, a
excepcion de Euglena gracilis (fitoflagelado) que emplea ambas. La produccién de ALA
siempre implica un intermediario activado como sustrato y una o dos etapas enzimaticas
gue implican la transferencia de un grupo amino con la participacién de piridoxal fosfato.

La ruta C5 implica tRNA como sustrato y es probablemente mas ancestral que la
ruta C4 que implica glicina y succinil-CoA.

Ruta C4: ocurre en animales, hongos y algunas bacterias (alfa-proteobacterias). C-4
se refiere a los 4 atomos de C que procedentes del succinato se incorporan al esqueleto
de ALA. En esta ruta, utilizada por todos los eucariotas no fotosintéticos, la reaccion que
conduce a la formacién de ALA ocurre en la mitocondria. Un organismo fotosintético
modelo en el que se ha estudiado esta ruta es Rhodobacter spheroides, una alfa-
proteobacteria capaz de producir hemo, bacterioclorofila y corrinas. Contiene, como en
otros organismos, dos genes que codifican ALAS (E.C. 2.3.1.37) y que producen por tanto
isoenzimas que pueden desempeiar distintas funciones metabdlicas. Los mamiferos
también tienen 2 genes ALAS, uno de los cuales se expresa en tejidos eritropoyéticos y el
otro en todos los tejidos (Fig. 4).
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Ruta C5: es muy significativa e importante para la formaciéon de clorofilas. Es
utilizada por plantas, algas y la mayoria de las bacterias. Esta via de produccion de ALA
comienza con la activaciéon del glutamato a [J-carboxil a través de la unién a un t-RNA
especifico. La enzima que cataliza esta reaccion, tRNA sintetasa, es aparentemente
idéntica a la enzima que participa en la sintesis de proteinas incorporando glutamato.
Glutamyl-tRNA es el sustrato de Glutamyl-tRNA reductasa (GR) en la reaccién que genera
el intermediario glutamato-1-semialdehido. Es probablemente la etapa limitante de esta
ruta de sintesis de ALA (Fig. 4).

En el marco de la evolucion es importante destacar la diferencia conceptual entre
“evolucidon de fotosintesis” y “evolucion de organismos fotosintetizadores”: la primera
implica un nimero limitado de genes y/o productos génicos mientras que la evolucién de
los organismos implica el genoma completo. Los trabajos de Woese (1987) sobre filogenia
de la subunidad 16S de ARNr muestran la evolucién de los organismos desde un ancestro
comun, estableciendo tres dominios: Archaea (arquebacterias), Bacteria (eubacterias) y
Eucarya (eucariontes). Aunque esta clasificacion fue discutida por otros autores (Cavalier-
Smith, 1992), lo cierto es que otros estudios filogenéticos realizados a la luz de nuevos y
continuos datos de secuencias y genomas que recogen las bases de datos, ofrecen
resultados consistentes y acordes con los tres dominios. Sin embargo, cuando se
comparan filogenia basadas en genes de herencia vertical (16S ARNr) con filogenias de
genes de fotosintesis por ejemplo, aparecen incongruencias que demuestran que las
primeras no necesariamente reflejan los segundos: evolucién de organismos versus
evolucidon de genes.

En la actualidad, las bases de datos recogen los resultados de los numerosisimos
trabajos de secuenciacién de genes y genomas de suerte que es notoria la riqueza de
datos que esto supone. Sin embargo, esta misma abundancia de resultados hace
necesaria su recapitulacidon e integracion con el fin de generar informacién y nuevos
conocimientos.

La Biologia Sistematica realiza esta tarea descriptiva a nivel molecular siguiendo el
método observacional: responde a la pregunta équé moléculas conocemos de un aspecto
particular del metabolismo? , recopilando datos procedentes de catdlogos, museos,
colecciones o, en el nivel molecular, bases de datos. Esta tarea descriptiva en el nivel
molecular culmina con la ordenacion de los elementos o datos recopilados en sistemas de
referencia que permitan recuperar con facilidad la informacion.

Para el estudio comparativo de entidades de diversa naturaleza (moléculas,
metabolismo, 6rganos, organismos, poblaciones, comportamientos, distribucion
geografica, ecosistemas) se hace uso de diferentes técnicas, todas ellas destinadas a
analizar la semejanza entre las estirpes en estudio. Entre los distintos procedimientos, el
analisis cladistico aporta un grado de objetividad al estudio que no contemplan otras
técnicas como los andlisis de distancias o los de maxima probabilidad aunque aportan
informacion til, si no necesaria, en el contexto evolutivo.

70



Reduca (Biologia). Serie Fisiologia Vegetal. 2 (3): 61-107, 2009
ISSN: 1989-3620

Como se ha descrito anteriormente, el metabolismo de porfirinas y clorofilas es un
proceso complejo que implica numerosas reacciones quimicas catalizadas por enzimas.
Su estructura (elementos y funciones) en la diversidad de organismos es producto de la
evolucidn y sélo puede reconstruirse comparando los componentes.

Sirvan estos datos para mostrar una perspectiva general del metabolismo de
porfirinas y clorofilas, el caracter universal de estas moléculas y la complejidad de su
estudio desde la perspectiva evolutiva.

OBIJETIVOS

El objetivo de este ejercicio es el analisis cladistico con criterio de parsimonia de
un conjunto de secuencias de proteinas: subunidad grande de la enzima rubisco (rbcL),
porfobilinégeno sintasa y glutamil-tRNA sintasa, presentes en un conjunto de taxones
que sera el grupo de estudio.

GRUPO DE ESTUDIO

El grupo de estudio estd formado por representantes de los tres dominios
considerando que se trata de moléculas universales (Tabla 2).

Registro Especie

ath Arabidopsis thaliana (Planta)

osa Oryza sativa (Planta)

ppp Physcomitrella patens (Musgo)

olu Ostrococcus lucimarinus (Clorofila)

neu Nitrosomonas europea (B—Proteobacteria)
ret Rhizobium etli (o-Proteobacteria)
bbt Bradyrhizobium (o-Proteobacteria)
syn Synechocistis (Cianobacteria)
Syw Synechococcus (Cianobacteria)
syc Synechococcus elongatus (Cianobacteria)

tel Thermosynechococcus (Cianobacteria)

gvi Gloeobacter violaceus (Cianobacteria)
ana Anabaena (Cianobacteria)
pma Prochlorococcus marinus (Cianobacteria)
cte Chlorobium tepidum (Clorobiacea)

mja Methanococcus jannaschii (Euryarchaea)

afu Archaeoglobus fulgidus (Euryarchaea)

nph Natronomonas pharaonis (Euryarchaea)

pab Pyrococcus abyssi (Euryarchaea)

rci Uncultured methanogenic archaeon RC-| (Euryarch.)
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Tabla 2. Grupo de estudio e imagenes de algunos de los organismos.

ESCRUTINIO DE GENES Y OBTENCION DE SECUENCIAS

Se trata de los genes que codifican las enzimas rbcl, porfobilinégeno sintasa y
glutamil-tRNA sintasa en el grupo de estudio (organismos cuyos genomas han sido
completamente secuenciados). La base de datos en la que se realiza la busqueda sera
GenomeNet (http://www.genome.ad.jp/) (Fig. 6). Como se muestra a continuacion, la
busqueda proporciona 111 registros de los que seleccionaremos los correspondientes al
grupo de estudio.

KEGG GENES j | rbcL Go
Search for Database:

1
GENES - Search term: rbcL (Total 111 hits)

ath:ArthCp030
rbcL; RuBisCO large subunit ; KO1601 ribulose-bisphosphate carboxylase large chain [EC:4.1.1.39]

pop:Poptr_cp030

rbcL; ribulose bisphosphate carboxylase large chain precursor (EC:4.1.1.39); KO1601 ribulose-bisphosphate
carboxylase large chain [EC:4.1.1.39]

0sa:3131463

rbcL, OrsajCp033; ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit ; KO1601 ribulose-
bisphosphate carboxylase large chain [EC:4.1.1.39]

ppp:PhpapaCp031

rbcL; RuBisCO large subunit ; KO1601 ribulose-bisphosphate carboxylase large chain [EC:4.1.1.39]
cre:ChreCp049

rbcL; RuBisCO large subunit ; KO1601 ribulose-bisphosphate carboxylase large chain [EC:4.1.1.39]
olu:OSTLU_ 32608

rbcL; predicted protein; KO1601 ribulose-bisphosphate carboxylase large chain [EC:4.1.1.39]
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Figura 6. GenomeNet para la busqueda de secuencias.

En la informacidn contenida en cada registro figura la secuencia del gen y de la
proteina que codifica (Fig. 7). Para realizar este ejercicio se selecciona la secuencia de
aminodcidos (Fig. 8).
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Figura 7. Informacidn relativa al registro de Ostreococcus lucimarinus.
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Figura 8. Secuencia de aminoacidos de la proteina codificada por el gen rbcL de Ostreococcus lucimarinus.
Otras bases a las que se puede acceder y obtener datos e informacidn son las siguientes:
EXPASY Proteomics Server (http://www.expasy.ch/)
European Bioinformatics Institute (http://www.ebi.ac.uk/)
National Center for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)

Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html).

ALINEAMIENTO DE SECUENCIAS

El conjunto de datos, caracteres y taxones, se ordena en una matriz basica de
datos. Cuando se trata de caracteres moleculares, cada elemento de la secuencia, base
de acidos nucleicos o aminoacido de proteinas, constituye un caracter. Asi, en las
secuencias rbcl cada aminodcido es un caracter, de manera que la matriz basica de datos
se construye con n secuencias pertenecientes a otros tantos taxones, y tantos caracteres
como aminodcidos tiene la secuencia. Ahora bien, ocurre que la misma proteina
(homodloga) en diferentes especies muestra variaciones en la secuencia (tanto en longitud
como en los aminodcidos que la constituyen). Las diferencias en la propia secuencia son
el objeto de analisis y su estudio permitira agrupar y clasificar las especies a las que
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pertenecen. Sin embargo, las diferencias en la longitud de la secuencia pueden
“eliminarse” introduciendo huecos (“gaps”) en la propia secuencia. Los programas de
alineamiento de secuencias como Clustalw (http://align.genome.jp/) realizan esta tarea
buscando los alineamientos éptimos con el menor nimero de huecos, es decir, aquellos
gue maximizan la semejanza entre secuencias. El resultado de este alineamiento se
puede escribir en distintos formatos. En el caso que nos ocupa, el formato de salida se
denomina “phylip” y consiste en una matriz apropiada para los programas de
reconstruccion filogenética que se utilizaran y que estan contenidos en el paguete de
programas de inferencia filogenético denominado PHYLIP (libre distribucion).

La matriz basica de datos que contiene n secuencias (n taxones o especies) y m
caracteres (m aminodcidos o posiciones) refleja en la primera linea estos numeros (esta
configuracion es obligada ya que los programas que se utilizaran sélo leen este formato).
Existen diferentes formas (“formatos”) de escribir las secuencias y para esta tarea existen
programas de conversion de secuencias (http://www-bimas.cit.nih.gov/molbio/

readseq/).

A modo de ejemplo, las secuencias alineadas con ClustalW y la matriz de datos de
rbcL es la siguiente (Fig. 9):

24 752 e e e e
ath ArthCp -——--———-—— -
0sa_ 313146 —--——
PPP_Phpapa ———————— -
cre ChreCp —————— ===
tel t11150 —-------mm oo
ana_alrl52 —— - - - e
gvi_glr2l5 —— -
syn_slr000 ————————— -
syc_syc013 ——————mm o
neu NE1921 ——--— - o e e
bbt BBta 2 —--------— oo
SYW_SYNW17 ———— - e e e e
pma_Pro055 —————---
SMme_SMDb201 ——— === e o
bbt BBta 0 —--------— oo
nph NP2770 ——— === oo e e e
pab_PAB158 ———— -
afu AF1638 —--——— -
mja MJL1235 —-— oo e
rei RCIX22 - oo oo e e e
afu AF1587 —— -
cte CT1772 === e
ret RHE PF —————————— -
olu OSTLU_ MAPKSFEDMFACSPASLTKLRASHAPHASPAASHARDYSPIAFPSMRRDD

ath ArthCp -———=—=—==——= === m oo
0sa_ 313146 -
PPP_Phpapa ———————— =
cre ChreCp ————— === ===
tel £11150 -——--=--——me e
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syw_SYNW17
pma_Pro055
sme_SMb201
bbt BBta 0
nph NP2770
pab_PAB158
afu _AF1638
mja_MJ1235
rci_ RCIX22
afu AF1587
cte_CT1772
ret RHE PF
olu_OSTLU

ath ArthCp
osa_ 313146
ppp_Phpapa
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tel t11150
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—————————————— MEYADFLDESYEPSDDDLVCTFRLVPGEGISVADAA
——————— MVSSMKVEWYLDEFVDLNYEPGRDELIVEYYFEPN-GVSPEEAA
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————— FYAFIAYPLDLFEEGSITNVLTSLVGNVEG-FKALRHLRLEDIRF
————— YFCYVAYDLILFEEGSIANLTASIIGNVES-FKPLKAARLEDMRL
————— YFAYIAYDLDLFEPGSIANLSASIIGNVEG-FKPLKALRLEDMRF
————— TQVITVAYPSGLFEDGSLPQILSCIAGNIMG-MKAVETIRLLDCEW
————— YIAKIAYPLTLFEEGSLVQLEFSAIAGNVEG-MKALKNLRLLDEFHP
————— SIVRIAYPSELFEPHNMPGLLASIAGNVEFG-MKRVKGLRLEDLQL
---KVGLIKIAYPLYDFEINNMPGVLAGIAGNIFG-MKIAKGLRILDERF
————— NTVVIDFPVEIFEPDNVPQILSVVAGNLFG-LGGLKACRLMDVDF
—-—-PQEVDWRNFIVQIAFPWRNIGSKLSMLEFSTVVGNISMAPKLKLLDLRF
GKIHACRVTIAHPHCNFGP-KIPNLLTAVCGEGTYFTPGVPVVKLMDIHF
TLLHRADVDIAFPLEAIGTDLSALMTIAIGG--VYSIKGMTGIRIVDMKL
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olu OSTLU_

ath ArthCp
osa_313146
ppp_Phpapa
cre_ChreCp
tel t11150
ana alrl52
gvi_glr215
syn_sl1lr000
syc_syc013
neu NE1921
bbt BBta_ 2
syw_SYNW17
pma_Pro055
sme_SMb201
bbt BBta 0
nph NP2770
pab_PAB158
afu AF1638
mja MJ1235
rci RCIX22
afu AF1587
cte_CT1772
ret RHE PF
olu_OSTLU_

ath ArthCp
osa_ 313146
ppp_Phpapa
cre_ChreCp
tel t11150
ana_alrl52
gvi_glr215
syn_slr000
syc_syc013
neu_ NE1921
bbt BBta_ 2
syw_SYNW17
pma_Pro055
sme_SMb201
bbt BBta 0
nph NP2770
pab_PAB158
afu_AF1638
mja_MJ1235
rci_RCIX22
afu AF1587
cte_CT1772
ret_RHE_PF
olu_OSTLU_

ath ArthCp
osa_313146
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—————— RPDAWNAIVSYHADTAGGELTQLVNVIFGNTSMKENVMVVDIEL

410
T e T I I e
PPAYTKTFQGPPHGIQVERDKLNKYGRPLLGCTIKPKLGLSAKNYGRAVY
PPTYSKTFQGPPHGIQVERDKLNKYGRPLLGCTIKPKLGLSAKNYGRACY
PPAYSKTFQGPPHGIQVERDKLNKYGRPLLGCTIKPKLGLSAKNYGRAVY
PPAYVKTFVGPPHGIQVERDKLNKYGRGLLGCTIKPKLGLSAKNYGRAVY
PVAYLKTFQGPPHGIQVERDKLNKYGRPLLGCTIKPKLGLSAKNYGRAVY
PVAYIKTFQGPPHGIQVERDKLNKYGRPLLGCTIKPKLGLSAKNYGRAVY
PIALVKTYQGPPHGIVVERDKINKYGRPLLGCTIKPKLGLSAKNYGRAVY
PVALIKTFQGPPHGITVERDKLNKYGRPLLGCTIKPKLGLSAKNYGRAVY
PVALVKTFQGPPHGIQVERDLLNKYGRPMLGCTIKPKLGLSAKNYGRAVY
PIAYVKTCGGPPNGIQVERDILNKYGRAYLGCTIKPKLGLSAKNYGRAVY
PLAYVKTCGGPPNGIQLERDRLNKYGRPLLGCTIKPKLGLSAKNYGRAVY
PMAFIKSCYGPPNGIQVERDRMNKYGRPLLGCTIKPKLGLSGKNYGRVVY
PMAFIKTCGGPPQGIVVERDRLNKYGRPLLGCTIKPKLGLSGKNYGRVVY
PVAYVKTFRGPPTGIVVERERLDKFGKPLLGATTKPKLGLSGKNYGRVVY
PVAYVKTFQGPATGIVVERERLDKFGRPLLGATVKPKLGLSGRNYGRVVY
PAVIARSFPGPQYGSDVRTELLDAGDRPPLATVPKPKVGLSTEEHVSVAE
PYEYLRHFKGPQFGVKGIREFMGIKDRPLTATVPKPKMGWSVEEYAEIAY
PKSFLKDFKGPSKGKEGVKKIFGVADRPIVGTVPKPKVGCYSAEEVEKLAY
PAEFVKAYKGPRFGIEGVRETLKIKERPLLGTIVKPKVCLKTEEHAKVAY
G-PLTKYYNGPEFGIEEVRKILGVYDRPLVGTIIKPKVGLSPKRTAEVAE
PKEFVKGFKGPKFGIEGVRDVLGVKDRPLLNNMIKPDVYSPPDLGAKLAY
PDTYLADFEGPKFGIEGLRDILNAHGRPIFFGVVKPNIGLSPGEFAEIAY
PEAFRSAHPGPQFGIAGSRRLTGVEGRPIIGTIVKPALGLRPHETAELVG
PRTMLREYPGPRFGVHGLRRLLRVPEGPLVMTALKP-MGLSSQELAEIAY

420 430 440 450

460 470 480 490 500
B [ T S e I I

ECLRGGLDFTKDDENVNSQPFMRWRDRFLFCAEAIYKSQAETGEIKGHYL
ECLRGGLDFTKDDENVNSQPFMRWRDREFVFCAEAIYKSQAETGEIKGHYL
ECLRGGLDFTKDDENVNSQPFMRWRDRFLFCAEAIYKSQGETGEIKGHYL
ECLRGGLDFTKDDENVNSQPFMRWRDRFLEVAEAIYKAQAETGEVKGHYL
ECLRGGLDFTKDDENINSQPFQRWRDRFLEVADAIHKAQAETGEIKGHYL
ECLRGGLDFTKDDENINSAPFQRWRDRFLEVADAITKAQAETGEIKGHYL
ECLRGGLDFTKDDENINSQPFMRWRDRFLEVODAIVKSQAETGEIKGHYL
ECLRGGLDFTKDDENINSQPFMRWRDRFLEVQEAIEKAQAETNEMKGHYL
ECLRGGLDFTKDDENINSQPFQRWRDRFLEVADAIHKSQAETGEIKGHYL
ECLRGGLDFTKDDENVNSQPFMRWROQRFDFVMEAIHKAERETGERKGHYL
ECLRGGLDFTKDDENINSQPFMRWOHRFEFVMEAVHKATSETGERKGHYL
ECLRGGLDFTKDDENINSQPFQRWONRFEFVAEAIKLSEQETGERKGHYL
ECLRGGLDLTKDDENINSQPFQRWRDRFEFVAEAVKLAQQETGEVKGHYL
EGLKGGLDFMKDDENINSQPFMHWRDRYLYCMEAVNHASAVTGEVKGHYL
EALKGGLDFTKDDENTNSQPFMHWRDRFLYCMEAVNKAQAATGEVKGTYL
SAWRGGVDLLKDDENLTDQTFNPFEQRVADSFAARDRLEEETGERKDYLV
ELWSGGIDLLKDDENFTSFPFNRFEERVKKLYRVRDRVEAETGETKEYLI
ELLSGGMDYIKDDENLTSPAYCRFEERAERIMKVIEKVEAETGEKKSWEA
EAWVGGVDLVKDDENLTSQEFNKFEDRIYKTLEMRDKAEEETGERKAYMP
QOAALGGLDLIKDDETLTDQKFCPLEERLTMVMDRLHKVEDRIGKPCEFYAV
EVARGGVDIIKDDELLANPEFNRIEERVPKFMEAIDRADEEKGEKTLYAV
QOSWLGGLDIAKDDEMLADVIWSSIEERAAHLGKARRKAEAETGEPKIYLA
ELIGSGVDFIKDDEKLMSPAYSPLKERVAAIMPRILDHEQKTGKKVMYAF
GFAKGGIDIIKDDHGLADQPYSPYDERVRMCAAAVARANAETGRNVLYAP

510 520 530 540 550

B [ T S e I I
NATAGTCEEMIKRAVFARELGVPIVMHDYLTGGFTANTSLSHYCRDNGLL
NATAGTCEEMIKRAVFARELGVPIVMHDYLTGGFTANTSLAHYCRDNGLL
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ppp_Phpapa
cre_ChreCp
tel t11150
ana_alrl52
gvi_glr215
syn_s1lr000
syc_syc013
neu NE1921
bbt BBta 2
syw_SYNW17
pma_Pro055
sme_SMb201
bbt BBta 0
nph NP2770
pab_PAB158
afu AF1638
mja_MJ1235
rci RCIX22
afu AF1587
cte CT1772
ret RHE PF
olu_ OSTLU_

ath ArthCp
osa_313146
ppp_Phpapa
cre_ChreCp
tel t11150
ana_alrl52
gvi_glr215
syn_slr000
syc_syc013
neu NE1921
bbt BBta_ 2
syw_SYNW17
pma_Pro055
sme_SMb201
bbt BBta 0
nph NP2770
pab_PAB158
afu_AF1638
mja_MJ1235
rci_RCIX22
afu AF1587
cte_CT1772
ret_RHE_PF
olu_OSTLU_

ath_ArthCp
osa_313146
ppp_Phpapa
cre_ChreCp
tel t11150
ana_alrl52
gvi_glr215
syn_sl1lr000
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NATAGTCEEMIKRAQFARELGMPIVMHDYLTGGFTANTSLAHYCRDNGLL
NATAGTCEEMMKRAVCAKELGVPIIMHDYLTGGFTANTSLAIYCRDNGLL
NVTAPTCEEMLKRAEFAKELEMPIIMHDFLTAGFTANTTLSKWCRDNGML
NVTAPTCEEMLKRAEYAKELKQPIIMHDYLTAGFTANTTLARWCRDNGVL
NCTAGTCEEMMERAEFAKELKTPIIMHDYLTGGFTANTTLAKWCRRNGIL
NVTAGTCEEMMKRAEFAKEIGTPIIMHDFFTGGFTANTTLARWCRDNGIL
NVTAPTCEEMMKRAEFAKELGMPIIMHDFLTAGFTANTTLAKWCRDNGVL
NVTAPTPEEMFKRAEYAKELKAPIIMHDYIAGGFCANTGLANWCRDNGIL
NVTAPTPEEMYKRAEFAKSLGAPIIMHDFLTAGFTANTGLANWCRENGML
NVTANTPEEMYERAEFAKELGMPIIMHDFITGGFTANTGLSKWCRKNGML
NCTATTPEEMYERAEFAKELDMPIIMHDYITGGFTANTGLANWCRKNGML
NITAGTMEEMYRRAEFAKELGSVIVMVDLIVG-WTAIQSISEWCRQONDMI
NVTAATMEDMYERAEFAKELGSVIIMIDLVIG-YTAIQSMAKWARRNDMI
NITA-ETDEMVRRAEFVDDHGGSFVMVDIITCGWSGLQTVRRRTEDLDLA
NITG-PVNVMEKRAELVANEGGQYVMIDIVVAGWSALQYMREVTEDLGLA
NITA-DVREMERRLKLVAELGNPHVMVDVVITGWGALEYIRDLAEDYDLA
NITA-PYREMIRRAEIAEDAGSEYVMIDVVVCGFSAVQSFRE--EDFKFI
NVTCGADMIVER-AERAVELGANMVMVDILTAGFSAVQALTD--EKIGVP
NVTADLPEVLEN-AERAIELGANCLLVNYLATGFPVLRALAEDESIKVPI
NITDEVDSLMEKHDVAVRN-GANALLINALPVGLSAVRMLSN---YTQVP
GISHADPDEMMRNHDIVAAAGGNCAVVNINSIGFGGMSFLRK---RSSLV
CINAPAHLIISRAHAARQAGAGAVLMIPGITGLDAMRELAADPSENLPII

560
T T e
LHIHRA---MHAVIDRQKNHGMHFRVLAKALRLSGGDHIHAGTVVG-KLE
LHIHRA---MHAVIDRQKNHGMHFRVLAKALRMSGGDHIHAGTVVG-KLE
LHIHRA---MHAVLDROKNHGMHFRVLAKALRLSGGDHIHSGTVVG-KLE
LHIHRA---MHAVIDRORNHGIHFRVLAKALRMSGGDHLHSGTVVG-KLE
LHIHRA---MHAVMDROKNHGIHFRVLAKCLRMSGGDHIHTGTVVG-KLE
LHIHRA---MHAVIDRQKNHGIHFRVLAKALRLSGGDHIHTGTVVG-KLE
LHIHRA---MHAVIDRQKNHGIHFRVLAKCLRLSGGDHIHTGTVVG-KLE
LHIHRA---MHAVVDROKNHGIHFRVLAKCLRLSGGDHLHSGTVVG-KLE
LHIHRA---MHAVIDRORNHGIHFRVLAKCLRLSGGDHLHSGTVVG-KLE
LHIHRA---MHAVIDRNPHHGIHFRVLAKMLRLSGGDHLHSGTVVG-KLE
LHIHRA---MHAVLDRNPMHGIHFRVLTKCLRLSGGDHLHSGTVVG-KLE
LHIHRA---MHAVIDRHPKHGIHFRVLAKCLRLSGGDQLHTGTVVG-KLE
LHIHRA---MHAVIDRHPKHGIHFRVLAKCLRLSGGDQLHTGTVVG-KLE
LHMHRA---GHGTYTRQKNHGISFRVIAKWLRLAGVDHLHAGTAVG-KLE
LHLHRA---GHGTYTRQKSHGVSFRVIAKWMRLAGVDHIHAGTVVG-KLE
IHAHRA---MHAAFDRLPQHGVSMRCLAQFARLAGVDHIHTGTAG-----
IHAHRA---MHAAFTRNPKHGITMFALAKAARMIGVDQIHTGTAVG----
IHGHRA---MHAAFTRNAKHGISMFVLAKLYRIIGIDQLHIGTAGAGKLE
IHAHRA---MHAAMTRSRDFGISMLALAKIYRLLGVDQLHIGTVVGKMEG
IHIHRT---MHGALTRG-KYGIAMPVISKLTRMCGGTNLHTGTYAG---—
MAHMDV---AGAYYVSPISGVRSTLILGKLPRLAGADIVVYPAPYG-—---
LIGHFP---FIASFSRMEKYGIHSKVMTKLOQRLAGLDAVIMPGFGD----
LHAHRN---GWDVLTRDPGAGMDFKVYQQFWRLLGVDQFQINGIRI-—--—
AHPALLGCMLGGGSTNRIAGFSHEVLLGLLPRLAGADATVEFPSFGG-—-—--

570 580 590 600

610
T e T e T T I I e
GDRESTLGFVDLLRDDYVEKDRSRGIFEFTQDWVSLPGVLPVASGGIHVWH
GEREMTLGFVDLLRDDFIEKDRARGIFEFTQDWVSMPGVIPVASGGIHVWH
GERQVTLGFVDLLRDDYIEKDRSRGIYFTQDWVSLPGVLPVASGGIHVWH
GEREVTLGFVDLMRDDYVEKDRSRGIYFTQDWCSMPGVMPVASGGIHVWH
GDKAVTLGEFVDLLRENYIEQDRSRGIYFTQDWASMPGVMAVASGGIHVWH
GERGITMGFVDLLRENYVEQDKSRGIYFTQDWASLPGVMAVASGGIHVWH
GERASTMGFVDLLREEHVERDLSRGIYFTQDWASMPGVMAVASGGIHVWH
GERGITMGFVDLMREDYVEEDRSRGIFFTQDYASMPGTMPVASGGIHVWH

620 630 640 650
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syc_syc013
neu_NE1921
bbt BBta 2
syw_SYNW17
pma_Pro055
sme_SMb201
bbt BBta 0
nph NP2770
pab_PAB158
afu AF1638
mja_MJ1235
rci_RCIX22
afu AF1587
cte CT1772
ret RHE PF
olu_ OSTLU_

ath_ArthCp
osa_313146
ppp_Phpapa
cre_ChreCp
tel t11150
ana alrlb52
gvi_glr215
syn_s1lr000
syc_syc013
neu NE1921
bbt BBta_ 2
syw_SYNW17
pma_Pro055
sme_SMb201
bbt BBta 0
nph NP2770
pab_PAB158
afu AF1638
mja MJ1235
rci RCIX22
afu AF1587
cte_CT1772
ret RHE PF
olu_OSTLU_

ath ArthCp
osa_313146
ppp_Phpapa
cre_ChreCp
tel t11150
ana_alrl52
gvi_glr215
syn_sl1lr000
syc_syc013
neu NE1921
bbt BBta_ 2
syw_SYNW17
pma_Pro055
sme_SMb201
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GDKASTLGFVDLMREDHIEADRSRGVEFEFTQDWASMPGVLPVASGGIHVWH
GDREATLGWIDIMRDSFIKEDRSRGIMEDQODWGSMPGVVPVASGGIHVWH
GDREATIGWVDLMREPFVPENRARGIFFDQDWGAMPGVMPVASGGIHVWH
GDRQTTLGYIDQLRESFVPEDRSRGNFEFDQDWGSMPGVFAVASGGIHVWH
GDRQTTLGYIDNLRESFVPEDRTRGNFEFDQDWGSMPGVFAVASGGIHVWH
GDPPTVQGYYNVCREMKNEVDLPRGLEFFEQDWADLKKVMPVASGGIHAGQ
GDPNTTRGYYDICREDHNPMALEYGLFFEQHWASLNKLMPVASGGIHAGQ
———————————— LGKLENEDTAGINEWLRSDLHGHSDVLPVASGGLHPGI
———————————— KMAGDYEEIKKINDFLLSKWEHIRPVFPVASGGLHPGL
GOKWDTVQNARIFSEVEYTPDEGDAFHLSQNFHHIKPAMPVSSGGLHPGN
GEK--EVKAIRDEIVYDKVEADNENKEFENQDWEDIKPVEPVSSGGVHPRL
———————————— KMERNVCEIDASRDILRKPWAGYKRVWPVSSGGLYPQK
———————————— KAPMMEEKYIEVAKQHRYPFYHIKPCFPMPSGGIAPIM
———————————— RMMTPEEEVLENVIECTKPMGRIKPCLPVPGGSDSALT
——————————— KYWEPDESFVSSFKAVSTPLEFDAADCPLPVAGSGQWGGQ
———————————— RFGFSVDECKAINVGCTRVMGDLPAILPSPGGGMTLER

660
T T e
MPALTEIFG--DDSVLQFGGGTLGHPWGNAPGAVANRVALEACVQARNEG
MPALTEIFG--DDSVLQFGGGTLGHPWGNAPGAAANRVALEACVQARNEG
MPALTEIFG--DDSVLQFGGGTLGHPWGNAPGAVANRVALEACVQARNEG
MPALVEIFG--DDACLQFGGGTLGHPWGNAPGAAANRVALEACTQARNEG
MPALVDIFG--DDAVLQFGGGTLGHPWGNAPGATANRVALEACIQARNEG
MPALVEIFG--DDSVLQFGGGTLGHPWGNAPGATANRVALEACVQARNEG
MPALLDIFG--DDAVLQFGGGTLGHPWGNAPGATANRVALEACVKARNEG
MPALVEIFG--DDSCLQFGGGTLGHPWGNAPGATANRVALEACVQARNEG
MPALVEIFG--DDSVLQFGGGTLGHPWGNAPGATANRVALEACVQARNEG
MPALVTIFG--DDACLQFGGGTLGHPWGNAAGAAANRVALEACVEARNRG
MPALTAIFG--DDACFQFGGGTLGHPWGNAAGAHANRVALEACVEARNQG
MPALVAIFG--DDSVLQFGGGTHGHPWGSAAGAAANRVALEACVKARNAG
MPALLAIFG--DDSCLQFGGGTHGHPWGSAAGAAANRVALEACVKARNAG
MHQLLDLFG--DDVVLQFGGGTIGHPMGIQAGATANRVALEAMVLARNEG
MHQLLNYLG--EDVVLQFGGGTIGHPLGIQAGATANRVALEAMILARNEG
VDQLLDALG--TNVMVQAGGGIHGHPDGTEAGARALRAAVDAYADGES--
MPELIRLFG--KDLVIQAGGGVMGHPDGPRAGAKALRDAIDAAIEGLD--
LEPVIDALG--KEIVIQVGGGVLGHPMGAKAGAKAVRQALDAIISAIP--
VPKIVEILG--RDLIIQAGGGVHGHPDGTRAGAKAMRAAIEAIIEGKS--
VRENLDCYG--IDVILOAGGGIHGHPEGTTVGVKAMFQAVEAWQQOKT - -
VPKLVNTLG--KDFVVAAGGGIHAHPDGPAAGARAFRQAIDAAMOGYTDL
LOTVYEKVGN-VDFGFVPGRGVEFGHPMGPKAGAKSIRQAWEAIEQGIS--
APETYERTGRTIDLLYLCGGGIVSHPGGPAAGVRAVQOAWQAAVAGIP--
IAQMREVYG--PDLLLLIGGSLYSHSENLVDGARHFMKLAGRKE-——-—-—-—

670 680 690 700

710
T e T e T T I I e
RDLAVEGNEITIREACKWSPELAAACEVWKEITENFPTIDKLDGQE----—
RDLAREGNEITIRSACKWSPELAAACEIWKAIKFEFEPVDKLDS-—-—-----—
RDLAREGNEITREAAKWSPELAAACEVWKEIKFEFDTVDTL--—-—-—----—
RDLAREGGDVIRSACKWSPELAAACEVWKEIKFEFDTIDKL--—-—-—----—
RDLMREGGDIIREAARWSPELAAACELWKEIKFEFEAQDTI--———---—
RNLAREGNDVIREAAKWSPELAVACELWKEIKFEFEAMDTV-—-—-——---—
RDLMREAGDITIREAARWSPELAAACELWKEIKFEYEAVDKL--—-—-—----—
RNLAREGNDVIREACRWSPELAAACELWKEIKFEFEAMDTL--—-—-—----—
RDLYREGGDILREAGKWSPELAAALDLWKEIKFEFETMDKL--—--—----—
VPIEKEGKAILTEAAKHSPELKIAMETWKEIKFEFDTVDKLDVAHK----
RPVEREGREILTEAAQHSPELKIAMETWKEIKFEFDVVDKLDTGPMLRVV
REIEKESRDILMEAGKHSPELAIALETWKEIKFEFDTVDKLDVON----—
REIEKESRDILMEAAKHSPELAIALETWKEIKFEFDTVDKLDVQ-—-----—
RDIAHEGPEILRAAAKWCKPLEAALDIWGNISENYTPTDTSDEVPSVTAA

720 730 740

81



bbt BBta 0
nph NP2770
pab_PAB158
afu AF1638
mja MJ1235
rci_RCIX22
afu_AF1587
cte CT1772
ret RHE PF
olu OSTLU_

ath ArthCp
osa_ 313146
ppp_Phpapa
cre_ChreCp
tel t11150
ana alrlb52
gvi_glr215
syn_slr000
syc_syc013
neu_NE1921
bbt BBta 2
syw_SYNW17
pma_Pro055
sme_SMb201
bbt BBta 0
nph NP2770
pab_PAB158
afu AF1638
mja MJ1235
rci_RCIX22
afu_AF1587
cte_CT1772
ret RHE PF
olu OSTLU_
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RDYVHEGPEILAKAAATCTPLKQALDVWKNVTENYDSTDTPDEVPTAAVT

Figura 9. Alineamiento de secuencias rbcL y matriz de datos.

Construida la matriz de datos, se accede al programa de reconstruccion filogenética
seleccionado. En este ejercicio de analisis cladistico con criterio de parsimonia, se utilizara
un programa de parsimonia para proteinas denominado PROTPARS (contenido en
PHYLIP: Joe Felsenstein 1986-1995)

http://evolution.genetics.washington.edu/ phylip.html
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ANALISIS Y OBTENCION DE RESULTADOS

El andlisis comienza con el acceso al programa Protpars (Parsimonia para proteinas)
pinchando el icono correspondiente (Fig. 10).

& Phylip3.6 exe

para ver su descripcidn.

J Archivo Edicion %er  Ira  Fawvontos Apuda |
<= = A = <
Aikras T Adelanter S ubir Cortar Copiar Pegar Dieshacer Elimiriar F'mdpeizda “Wistas
| Direcsién [C0 C:\phylip 3.64Phylip3. 65Phylip3.6 exe =]
=
= 9 =0 t=0
thlip3.6 gendist mix move
exe
e — ~0 =0
Zeleccione un elemento outfile outtres pars petiy

———
=
—
pronlk, protdist protpars restdist
e
= v X &3
—
restml retree zeqboot treedist -
| 44 obijetos |2.8B MB Mi PC

imlnicio"J W Microsoft “word

||=aPhsiip3 6 exs

|E3EB<H%1254

Figura 10. Programas contenidos en Phylip. Acceso al programa PROTPARS.

Cuando se accede al programa aparece una pantalla (Fig. 11) en la que se escribe la
ruta de acceso al archivo que contiene la matriz de datos (guardada como texto “.txt”).
Realizado este paso, que es la entrada de los datos al programa, aparece el menu de

opciones.

: ':E, protpars

[awe =10

HE E

[a R B SR Y Bl = R e U

Frint seguences at al C
Write cut trees onto tree file?

Protein parsimony algorithm, wersion 3.6a3

Setting for this run:

Search for hest tree?

Randomize input order of seguences?

Outgroup root?

Use Threshold parsimony?

Use which genetic code?
Sites weighted?

Analyze multiple data sets?
Input segquences interleaved?

Terminal type (IBM PC, ANSI, none)?
Print out the data at start of run
Print dindications of progress of run

: Print out tree
Primt out steps in each site
nodes of tree

Yes

MNo. Use input order

Mo, use as cutgroup species
Mo, use ordinary parsimony
Universal

lle]

M

¥es

{none)

M

¥es

Yes

ils]

ils]

fes

lire these settings correct? (type ¥ or the letter for one to changel

1

iﬂlniciul“ TR Microsoft Word

| “9Pryip36 eve

a Fprprezs

||& protpars

Figura 11. Programa PROTPARS: ment de opciones.
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Las distintas opciones se pueden modificar tecleando la letra/niumero
correspondiente. Una vez fijadas estas opciones se procede al desarrollo del programa.
Finalizado éste, el resultado se graba en el archivo outfile (que se abre con WORDPAD) el
cual contiene el cladograma resultante (Fig. 12), una tabla con el nimero de cambios
que experimenta cada caracter (Tabla 3), y otra tabla que sirve para situar estos cambios
en el arbol o cladograma (Tabla 4). Para el caso de las secuencias rbcL, el archivo outfile
es el siguiente:

Protein parsimony algorithm, version 3.65

One most parsimonious tree found:

o cte CT1772
2] A ret RHE PF
=22 +--olu OSTLU
Lo +--afu AF1587

! o rci RCIX22
19 +--pab_PAB158

Lo +--nph NP2770

! o afu AF1638

;————l% t-— mja MJ1235

+--bbt BBta 0

!
!
F-18 Ao 14
Pl +--sme_SMb201
[
bt +--pma_Pro055
+-13 +----12
! ! +--syw_ SYNW17
! R 11
! ! ! +--bbt_BBta_ 2
! ! +----10
+--——- 9 +--neu NE1921
!
! Fom e syc _syc013
! !
to—m - 8 +-——-m— - syn _s1r000
[
[ +-———= gvi glr2l5
+==T7 A 6
[ ! +--ana alrl52
P! +--5
+--4 +--tel t11150
|
! to——————- cre ChreCp
Fomm— 3
Vo ppp_Phpapa
+--2

! +--osa 313146
+--1
+--ath ArthCp

remember: (although rooted by outgroup) this is an unrooted tree!
requires a total of 5037.000

Figura 12. Cladograma de secuencias rbcL . Archivo outfile de Protpars de Phylip.
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steps in each position:

0!
10!
20!
30!
40!
50!
60!
70!
80!
90!
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140!
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200!
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220!
230!
240!
250!
260!
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280!
290!
300!
310!
320!
330!
340!
350!
360!
370!
380!
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400!
410!
420!
430!
440!
450!
460!
470!
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490!
500!
510!
520!
530!
540!
550!
560!
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570! 7 2 6 9 7 8 6 5 6 4
580! 13 10 0 6 11 0 5 2 11 8
590! 4 11 4 3 8 6 7 6 4 5
600! 4 3 8 7 15 15 7 10 6 9
610! 9 6 14 15 10 10 17 17 14 14
620! 12 10 14 15 11 11 13 14 6 9
630! 7 9 10 14 13 12 9 9 10 12
640! 2 3 4 2 1 1 7 5 5 9
650! 10 6 8 10 8 14 12 14 10 0
660! 5 3 10 2 11 14 7 4 8 0
670! 1 1 6 10 3 0 1 11 2 7
680! 11 3 0 2 10 3 7 4 7 2
690! 7 5 2 13 13 14 7 11 11 9
700! 6 8 8 7 11 8 3 5 12 7
710! 9 5 10 12 11 8 12 13 8 8
720! 4 2 14 13 5 7 9 15 5 10
730! 17 14 12 13 16 5 10 10 11 3
740! 7 7 9 12 12 13 8 7 7 7
750! 7 6 3
Tabla 3. Nimero de cambios que experimentan los caracteres.
From To Any Steps? State at upper node
(. means same as in the node below it on tree)
root 21 mmmmmmmmmm mmmmmmm e m mm e mm—— ——mm
21 cte CT1772 0 @
21 22 10K
22 ret RHE PF 0
22 20 10
20 23 10
23 olu OSTLU yes MAPKSFEDMF ACSPASLTKL RASHAPHASP AASHARDYSP
23 afu AF1587 NO ittt teae et et aeae e
20 19 9L
19 rci RCIX22 TIO et ettt ettt eeee e e eee et e
19 15 10
15 16 10
16 pab PAB158 NO ittt e et et aeae e
16 nph NP2770 NO ittt teae e et et e
15 17 10K
17 afu AF1638 0L
17 18 10K
18 mja MJ1235 NO it ittt e et et eeaeaeaea
18 13 9L
13 14 10K
14 bbt BBta 0 0L
14 sme SMb201 0L
13 9 9L
9 11 9L
11 12 10
12 pma Pro055 0L
12 syw SYNW17 0L
11 10 9L
10 bbt BBta 2 NO ittt e e et et aeae e
10 neu NE1921 0L
9 8 0L
8 syc _syc013 IO et ettt e e aeee i ee e e
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Tabla 4. Informacion sobre los cambios de los caracteres en el cladograma de la figura 12.
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RESULTADOS

Cladograma de secuencias rbcL (Fig. 13).
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Figura 13. Cladograma de secuencias rbcL. Longitud 5037 cambios.
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Cladograma de secuencias porfobilinégeno sintasa (Fig. 14)
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Figura 14. Cladograma de secuencias de porfobilindgeno sintasa.
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Cladograma de secuencias glutamil-tRNA sintasa (Fig. 15).

AUV A, WNR

sy sycDR2
HtBRa 1
—

e Fro47

ayc syeifl

1050
synsii7

—
L e

Figura 15. Cladograma de secuencias de glutamil-tRNA sintasa.

CUESTIONES Y EJERCICIOS

. ¢Qué es el cladismo?

. ¢Qué son grupos hermanos?

. ¢Qué es un cladograma?

. ¢Qué es una matriz basica de datos?

. ¢Qué tipo de analisis realiza el programa PROTPARS? ¢ Qué resultados proporciona?

. Realizar analisis cladistico de secuencias porfobilinégeno sintasa y glutamil-tRNA

sintasa del grupo de estudio.

. Analizar los cladogramas de rbcL, porfobilindgeno sintasa y glutamil-tRNA sintasa,

tanto analisis individual como comparativo.

. A continuacidn tienes una serie de preguntas sobre los resultados obtenidos en los

ejercicios que acabas de hacer:

a) ¢Qué clados se distinguen en el arbol mas parsimoniosos de rbcL, porfobilindgeno
sintasa y glutamil-tRNA sintasa?

b) ¢Son coherentes los grupos anteriores?, ése trata de grupos monofiléticos?

c) ¢Qué grupos presentan secuencias plesiotipicas?

d) ¢Qué explicacion se puede dar a la presencia de rbclL plastidial de "ath" entre
cianobacterias?
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e) ¢Qué explicaciones pueden darse a la semejanza de rbcL de arqueas (Archaea) y
otras bacterias (proteobacterias y bacteria verde-azufrada) con la rbcL
cianobacteriana?

9. ¢Qué indica la longitud del arbol?

11. (Cual es la longitud de los cladogramas de las secuencias porfobilinégeno sintasa y
glutamil-tRNA sintasa?. éSe obtienen mas de un cladograma idénticos o de diferente
longitud?

10. Interpretar los cladogramas resultantes. Puedes hacer uso de los siguientes
elementos para la discusion:

¢Qué organismos/especies componen el grupo de estudio?

Caracteristicas basicas de los organismos en estudio:

v' procariotas: archaea y bacterias.

v'  eucariotas: plantas,algas.

Archaea: filogenéticamente mas proximas a eucariontes que a bacterias; no
contienen peptidoglicano ni celulosa en la pared (como bacterias) sino otros
polisacaridos, glicoproteinas y proteinas; aerobias y anaerobias; autétrofas
(productores primarios usando CO, o CH4 como fuente de C y obteniendo energia
de la oxidacién de moléculas inorganicas como el SH; , H, , CHy ; no fijan C a través
de fotosintesis, son quimiosintéticas 6 quimiolitoautotrofos.

Chlorobiaceae: Bacterias verdes del Azufre, fotosintesis anoxigénica; utilizan SH,
6 S como donantes de e- ; de zonas ricas en S; anaerobias de lagos y algunas
fumarolas de profundidades oceanicas.

Musgos: plantas no vasculares; cloroplastos con chlay chlb, carotenoides,
almidon y celulosa, no poseen lignina.

Algas: fotosintesis oxigénica.

Cianobacterias: fotosintesis oxigénica.

o-Proteobacterias (Bradyrhiz. Y Rhiz.): bacterias purpura, fotosintéticas
(fotoautotrofas); bacterioclorofila y carotenos; en simbiosis o de vida libre.

B- Proteobacterias (Nitrosomonas): quimioautotrofas; quimiosintéticas
transforman amonio en nitrito.

BIBLIOGRAFIA

Cavalier-Smith, T. 1992. Bacteria and Eucaryotes. Nature, 356: 570.

Granick, S. 1965. Evolution of heme and chlorophyll. Pp: 67-88. En: Bryson, V. y H.J. Vogel

(Eds.) Evolving Genes and Proteins. Academic Press, New York.

Felsenstein, J. 2001. PHYLIP (phylogeny inference package) version 3.6a3. Department of

Genetics. University of Washington, Seattle.

Woese, C.R. 1987. Bacterial evolution. Microbiol. Rev., 51: 221-271.

105



Reduca (Biologia). Serie Fisiologia Vegetal. 2 (3): 61-107, 2009
ISSN: 1989-3620

BIBLIOGRAFIA DE CONSULTA

Avalos, A.; Costa, M.; Moreno, M. y Pérez-Urria, E. 2007. Evolucién y Filogenia: Parte |.
Editorial Complutense, Madrid.

Avalos, A.; Costa, M.; Moreno, M. y Pérez-Urria, E. 2009. Evolucién y Filogenia: Parte |l.
Vicerrectorado de Desarrollo y Calidad de la Docencia, Universidad Complutense de

Madrid.

Blankenship, R.E. 2001. Molecular evidence for the evolution of photosynthesis. Trends in
Plant Science, 6 (1): 4-6.

Des Marais, D.J. 2000. When did photosynthesis emerge on Earth? Science, 289: 1703-
1705.

Doolittle, W.F. 1999. Phylogenetic classification and the universal tree. Science, 284:
2124-2128.

Forey, P.L.; Humpbhries, C.J.; Kitching, I.L.; Scotland, R.W.; Siebert, D.J. y Williams, D.M.
1992. Cladistics: A Practical Course in Systematics. Claredom Press, Oxford.

Hennig, W. 1966. Phylogenetic Systematics. University of Illinois Press. Chicago.

Lazcano, A. Y Miller, S.L. 1999. On the origin of metabolic pathways. J. Mol. Evol., 49: 424-
431.

Olson, J.M. 2001. Evolution of Photosynthesis 1970, re-examined thirty years later.
Photosynth. Res., 68:95-112.

Pérez-Urria, E. 2009. Evolucidn del Metabolismo: desde las Porfirinas hacia la Fotosintesis.
Sociedad Espaiiola de Biologia Evolutiva, 4(1): 37-41.
RECURSOS ELECTRONICOS

Clustalw
http://align.genome.jp/

European Bioinformatics Institute
http://www.ebi.ac.uk/

ExXPASY Proteomics Server
http://www.expasy.ch/

Genbank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html

106


http://align.genome.jp/
http://www.ebi.ac.uk/
http://www.expasy.ch/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html

Reduca (Biologia). Serie Fisiologia Vegetal. 2 (3): 61-107, 2009
ISSN: 1989-3620

GenomeNet
http://www.genome.ad.jp/

Manet
http://www.manet.illinois.edu/viewmap.php?release=2&map=map00860&mb=Me
tabolism%200f%20Cofactors&page=cofactors.php

Metabolic Pathways
http://www.sigmaaldrich.com/img/assets/4202/MetabolicPathways 6 17 04 .pdf

Nacional Center for Biotechnology Information (NCBI)
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

PHYLIP: Joe Felsenstein 1986-1995)
http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html

ReadSeq
http://www-bimas.cit.nih.gov/molbio/readseq/

TreeView
http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview.html

Recibido: 29 mayo 2009.
Aceptado: 6 julio 2009.

107


http://www.genome.ad.jp/
http://www.manet.illinois.edu/viewmap.php?release=2&map=map00860&mb=Metabolism%20of%20Cofactors&page=cofactors.php
http://www.manet.illinois.edu/viewmap.php?release=2&map=map00860&mb=Metabolism%20of%20Cofactors&page=cofactors.php
http://www.sigmaaldrich.com/img/assets/4202/MetabolicPathways_6_17_04_.pdf
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html
http://www-bimas.cit.nih.gov/molbio/readseq/
http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview.html

