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Resumen

Los sistemas de transduccién de sefiales son esenciales para que las células puedan percibir su entorno y
responder de la manera mas especifica posible. El paradigma de estos sistemas de sefializaciéon en bacterias
son los sistemas de dos componentes. Como su nombre lo indica, se tratan de sistemas de una proteina,
tipicamente anclada a la membrana plasmatica que percibe una sefal, se autofosforila y en una reaccién de
transfosforilacién, activa a un segundo componente, una proteina citoplasmica que tipicamente es un factor
transcripcional. En la busqueda de sistemas de sefializacion en arqueas, este trabajo se enfoca en analizar
algunas cinasas de sistemas de dos componentes en arqueas Asgard, las cuales son consideradas los
ancestros mas cercanos a los eucariontes y extenso debate hay también de su origen. Los resultados
obtenidos sugieren que, a diferencia de otras proteinas conocidas, en las arqueas Asgard las cinasas de
sistemas de dos componentes son mayoritariamente citoplasmicas, pero con dominios (especificamente tipo
PAS) que generalmente estan involucrados en percibir oxigeno, luz o estado rédox, siendo una peculiaridad
en los sistemas de dos componentes. También se discute las implicaciones de esto en la evolucién de las
arqueas Asgard.

Palabras clave: Sistemas de dos componentes; Asgard arqueas; origen de células eucariotas; dominios PAS.

Introduccion

Todos los seres vivos requieren de mecanismos moleculares que les permitan percibir el ambiente para
posteriormente activar procesos internos que les permitan responder adecuadamente. Las bacterias no son
una excepcion de esta necesidad. En estos organismos se tienen mecanismos de sefializacion altamente
sofisticados que se han encontrado en la mayoria de las bacterias, en varias arqueas (Stock et al., 2000),
pero también en organismos eucariontes como son levaduras, hongos y plantas (Galperin et al., 2018),
aunque, hasta ahora, no se han encontrado en mamiferos (Schaller et al., 2011).

Los sistemas de dos componentes estdn compuestos tipicamente por una proteina anclada a la membrana
celular llamada, cinasa sensora, que contiene al menos dos dominios, uno que percibe la sefial especifica
que activa al sistema y otro citoplasmico con actividad de cinasa, es decir, que consume ATP para trans
fosforilar al segundo componente de estos sistemas: el regulador de la respuesta. El regulador de la respuesta
es tipicamente una proteina citoplasmica que tienen actividad de factor transcripcional. Existen ejemplos en
los que el regulador de la respuesta tiene alguna actividad enzimatica o bien, interacciona con otras proteinas,
como es el caso del sistema de quimiotaxis (Padilla-Vaca et al., 2017).

Tipicamente, en los sistemas de dos componentes su mecanismo bioquimico de activacion es como se
muestra en la Figura 1.
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Figura 1. Mecanismo de activacién de un sistema de dos componentes cldsico (Tomado y modificado de Szurmant et al. (2007)). Se indican los dominios
principales de la cinasa sensora (izquierda) y regulador de la respuesta (derecha).

Tipicamente, la cinasa sensora, tiene al menos un cruce transmembranal que delimita el dominio sensor que
queda en direccion del periplasma, y es en este dominio donde es percibida la sefial. Una vez que percibe la
sefial, mediante un cambio en la conformacion tridimensional de la proteina, permite que el dominio catalitico
una e hidrolice ATP (1, Figura 1), lo que permite su autofosforilacion en un residuo de histidina altamente
conservado. En presencia del regulador de la respuesta, el fosfato es transferido por una reaccion de
transfosforilacion (también llamado fosforelevo) al regulador de la respuesta en un residuo de aspartico
también altamente conservado (2 en la Figura 1) (Szurmant et al., 2007). Un cambio importante en la
bioquimica de la transduccion de sefiales entre bacterias y eucariontes es que en bacterias los residuos que
son fosforilados en proteinas relacionadas con la transduccion de sefiales son en los residuos de histidina y
aspartico, mientras que en eucariontes esto ocurre en residuos de serina, treonina y tirosina. Claro que existen
excepciones en ambos casos, pero no son tan comunes, pero no menos importantes e interesantes.

La arquitectura de los reguladores de respuesta no es tan diversa como lo es para las cinasas sensoras.
Existen tres tipos de sistemas de dos componentes (Figura 2), que estan las cinasas clasicas como la
mostrada en la Figura 1 en la que se tiene un dominio sensor y un dominio catalitico. En la Figura 2 se
muestran los dos tipos adicionales de sistemas de dos componentes, el primero, en el que la cinasa es
hibrida, es decir, contiene un segundo dominio fosfotransmisor compuesto por un dominio aceptor con un
residuo conservado de aspartico y un dominio fosfotransmisor secundario con una histidina conservada. Este
segundo dominio es un mecanismo regulador ya que por un lado controla la velocidad de transferencia del
grupo fosfato al regulador de la respuesta y también actia como un regulador negativo ya que en ausencia
de la sefial que activa al sistema funciona como fosfatasa. Y el sistema multi pasos, en el que el dominio
secundario fosfotransmisor es similar al sistema con cinasa hibrida, excepto que este segundo dominio son
dos proteinas independientes.
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Figura 2. Estructura de los tipos de sistemas de dos componentes conocidos a la fecha. Se muestran dos tipos esenciales ademds del sistema cldsico.
En la parte superior se muestra un ejemplo de un sistema cldsico compuesto por una cinasa de un solo dominio como el mostrado en la Figura 1. Al
centro, se muestra un ejemplo en el que la cinasa es hibrida, la cual se caracteriza por tener dos médulos, uno que es de autofosforilacion y un segundo
de fosfotransferencia que tiene dos funciones, fosforilar al regulador de respuesta o defosforilarlo a través de actividad de fosfatasa en este dominio.
El tercer caso es de los sistemas multicomponente, en el cual se caracteriza por tener el dominio fosfotransmisor como proteinas independientes, cuya
funcion es también transferir el grupo fosfato como en un relevo, pero simplemente son sistemas que tienen péptidos independientes. Se indica la
funcion de cada dominio en estas proteinas. Tomado y modificado de: Padilla-Vaca et al. (2017).

Las reacciones de fosfotransferencia pueden ocurrir entre dos subunidades de las mismas proteinas o bien,
ocurrir sobre la misma proteina (Figura 3). Datos recientes sugieren que existen los dos tipos de mecanismos.
En el primero, la reaccién de autofosforilaciéon es de tipo intermolecular, la cual es entre los dos monémeros
de la cinasa sensora. Esto ocurre tanto en cinasas de tipo clasicas como hibridas y hay pocas evidencias de
que ocurre de igual forma en las cinasas de multipasos aunque por la estructura que presentan lo mas
probable es que también asi sea. En el caso de la pérdida de la sefial, el dominio de fosfotransferencia de la
cinasa funciona como una fosfatasa, en este caso, la reaccion ocurre de manera intramolecular, es decir,
sobre el mismo mondémero (Teran-Melo et al., 2018).
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Figura 3. Las rutas de fosforilacién en las cinasas cldsicas son de manera intermolecular (trans), es decir, se transfiere el grupo fosfato de un monémero
al otro. En el caso de las cinasas hibridas, también es una reaccién intramolecular, con algunas excepciones reportadas, pero la reaccion de
defosforilacién hasta nuestro conocimiento, es una reaccién intramolecular (cis), es decir, sobre un mismo monémero. Tomado y modificado de: Padilla-
Vaca et al. (2017).

Las rutas de fosforilacion han sido ampliamente estudiadas usando proteinas producidas de manera
recombinante y con ellas hacer experimentos de fosforilacion in vitro. El estudio clasico bioquimico de estos
sistemas involucra el uso de ATP radiactivo (en la posicion y con 32P), lo que lo hace sumamente peligroso,
ahora hay avances con métodos quimicos que permiten el retardo de la migracion en gel mediante
compuestos conocidos como Phos-tag (Kinoshita-Kikuta et al., 2022), una molécula que une grupos fosfato
y que permite retardar la migracion de fosfo-proteinas en geles desnaturalizantes comunes (SDS-PAGE).
Sea cual sea la técnica empleada, estos ensayos han permitido elucidar los mecanismos de
fosfotransferencia asi como algunos ejemplos de moléculas que inhiben su actividad, siendo estos ultimos
de interés para controlar infecciones de organismos bacterianos patdégenos (Ma y Phillips-Jones, 2021). El
gran reto para esto es lograr reconstituir en sistemas in vitro cinasas completas y ancladas a membranas
artificiales para poder evaluar su actividad ante la presencia de agentes inhibidores, por lo que resulta un reto
poder producirlas de manera funcional. Un ejemplo es el hallazgo de que la siamycina | funciona como un
inhibidor del sistema de dos componentes de percepcion del quorum FsrC del patégeno oportunista
Enterococcus faecalis, que controla la formacion de biopeliculas y la produccion de proteasas que forman
parte de su arsenal de factores de virulencia (Ma y Phillips-Jones, 2021).

Los sistemas de sefializacion son diversos, incluso dentro de la misma especie. En el caso del sistema de
quimiotaxis en el género de Geobacter, podemos encontrar multiples cinasas (como es el caso de Geobacter
bremensis) o ninguna como es el caso de Geobacter soli (Silva y Salgueiro, 2021), lo que sugiere que los
sistemas de dos componentes son muy diversos y complejos y que estudiar en todos los organismos posibles
abre la oportunidad de encontrar nuevas formas de percibir el ambiente.
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El sistema de sefalizacion que fue el primer paradigma de los sistemas de transduccién de sefales en
bacterias esta involucrado en un proceso de reconocimiento del medio ambiente vital para la supervivencia
que es la quimiotaxis (Falke et al., 1997). Sin embargo, se han identificado muchos sistemas de sefializacion
en bacterias, de los cuales en la mayoria de los casos no han sido caracterizados en detalle ni se conoce su
funcidn o el estimulo para el cual responden.

Una de las principales razones por las que el estudio estructural y funcional de sistemas de dos componentes
es importante obedece a la estrecha relacién que tiene con la evolucién de la vida en la tierra, ya que son
sistemas de sefializacion que surgieron primero y luego fueron transferidos y evolucionaron en otros
organismos, incluso en eucariontes. Adicionalmente, son rutas de sefializacion altamente especificas, es
decir, una cinasa en general tiene un solo regulador de respuesta (Yamamoto et al., 2005). Esta especificidad
ha sido un tema muy importante en la evoluciéon de los sistemas de dos componentes, ya que se ha
demostrado que su origen fue por duplicacion génica y luego, mediante la acumulacion de pocas mutaciones
(aspecto sumamente interesante, ya que se esperaria fueran muchas mutaciones), adquirieron especificidad
por un regulador de respuesta y diversidad (Nocedal y Laub, 2022), estableciendo rutas de sefializacion
altamente especializadas. El principal reto es lograr conocer la enorme diversidad de estos sistemas en el
universo de organismos procariontes.

Una caracteristica evolutiva también importante es la relacion que hay entre el tamafio del genoma del
organismo y el numero de sistemas de dos componentes. En la Figura 4 se muestra una grafica en la que se
puede mostrar una relacién curiosa al respecto, entre mas pequefio es el genoma, menor es el numero de
sistemas de dos componentes y viceversa. Sin embargo, en la naturaleza existen excepciones muy
interesantes e importantes de estudiar ya que pueden dar informacién adicional de como estos sistemas han
ido evolucionando desde el origen de la vida en nuestro planeta.
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Figura 4. Existe una correlacion entre el tamano del genoma bacteriano y el nimero de sistemas de sefalizacion. En la grdfica se muestra en el eje
izquierdo el nimero de cinasas totales, hibridas y reguladores de la respuesta contra el tamano del genoma (eje de la derecha). Aunque la muestra es
pequeiia, se muestra esta tendencia a tener un mayor numero de sistemas de sefalizacion entre mds grande es el genoma. Datos tomados de Zhang
et al. (2006) y Ma y Phillips-Jones (2021).
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En el presente proyecto, se pretende abordar mediante herramientas bioinformaticas, aspectos estructurales
y filogenéticos de algunas de las proteinas relacionadas con la percepcidon de sefiales ambientales en
Lokiarchaeotas, un grupo de bacterias aisladas de las profundidades del océano artico y que se piensa son
el ancestro mas directo a los eucariontes. Estas bacterias colectivamente se han asignado como el
superphylum Asgardchaeota (Spang et al., 2015). Recientemente se ha logrado tener secuencias genémicas
de algunas especies de Lokiarchaeotas, lo que permite estudiar algunos aspectos importantes de estas.

Pero ¢ por qué estudiar estos organismos? Sin duda, desde su descubrimiento han sacudido el arbol de la
vida, ya que tienen caracteristicas sumamente peculiares, la mas importante es la posibilidad de tener (o
haberla perdido) la capacidad de fagocitar o remodelar sus membranas, siendo esta cualidad muy relevante
para el origen de los eucariontes ya que esta intimamente relacionado con la formacién de los organelos
celulares (Watson, 2019; Spang et al., 2015) y esto ha sido confirmado mediante la compleja tarea de aislar
y caracterizar estos organismos que son de crecimiento extremadamente lento en el laboratorio (Imachi et
al., 2020). Por tal motivo, la caracterizacion detallada de estos organismos no es tarea facil en el laboratorio,
por lo que las herramientas computaciones son una oportunidad para tratar de inferir algunos aspectos de la
fisiologia de estas bacterias.

En el presente trabajo, se muestran los resultados de un analisis exhaustivo de las proteinas anotadas como
cinasas sensoras provenientes del metagenoma de fondo marino (Levasseur et al., 2017) en el que se han
identificado proteinas relacionadas a transduccion de sefiales en Candidatus Lokiarchaeum sp GC14_75, de
los cuales hay 14 cinasas, una proteina hipotética que contiene los dominios necesarios para ser una cinasa
sensora y 4 reguladores de la respuesta y contrastarlas con las cinasas sensoras de Candidatus
Prometheoarchaeum syntrophicum MK-D1 cuyo genoma esta completamente secuenciado (Imachi et al.,
2020) y hay 12 secuencias identificadas. De este organismo no hay reguladores de la respuesta anotados
como tales.

En la Figura 5 se muestra un alineamiento de las cinasas de estos organismos (de cada uno entre si), dejando
ver que es claro que el dominio carboxilo terminal esta altamente conservado en C. Lokiarchaeum sp, pero
en el caso de C. Prometheoachaeum son mucho mas conservadas entre si, incluso su secuencia permitié en
la anotacion del genoma tener su identificacion con homélogos conocidos, lo que sugiere que son proteinas
que tienen la capacidad de hacer la reaccion de fosfotransferencia en ambos casos pero quiza la sefial sea
diferente. Como se puede ver en la Figura 5, no estan muy conservadas entre si en el caso de C.
Lokiarchaeum sp, lo que sugiere que cada una puede responder a una sefial diferente. Dada la naturaleza
del ambiente en el que viven estos microorganismos y su importancia con respecto al origen de los
eucariontes, es importante conocer algunos aspectos basicos de sus sistemas de sefializacion, si estan
conservados con otros organismos o si bien, estan conservados exclusivamente en estas arqueas.
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Figura 5. Alineamiento COBALT de las proteinas cinasas sensoras de C. Lokiarchaeum sp (panel A) y C. Prometheoachaeum (panel B). Los dominios
amino terminal en ambos casos son lo menos conservado en los dos casos, lo que siguiere pueden estar involucradas en la percepcion de senales
diferentes.

Por todo lo anterior, se busca identificar dominios estructurales que sugieran ser los responsables de la
percepcion de la sefial en estos organismos y resultado de esto, identificar posibles cinasas homdlogas que
sugieran la posible sefial que estas proteinas sean capaces de percibir.
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Resultados

Para analizar todas las cinasas de estos organismos se tomaron las siguientes estrategias. Primero, comparar
todas las secuencias entre si, tomando en cuenta los dos ejemplos de organismos y tipos de secuenciacion.
El hecho que una secuencia sea un metagenoma, implica riesgos de generar secuencias quiméricas que
pueden constituir un artefacto en la interpretacion de la homologia de estos genes. El segundo paso fue
generar modelos de alta calidad mediante el algoritmo AlphaFold2 (Jumper et al., 2021) y comparar las
estructuras de ellas. Finalmente, utilizando también modelos de AlphaFold2 depositados en la base de datos
AlphaFold Protein Structure Database (https://alphafold.ebi.ac.uk/) del microorganismo modelo Escherichia
coli como referentes especificos para las cinasas sensoras. Desde que se obtuvieron las secuencias, en el
caso de C. Prometheoachaeum la anotacion automatica de su genoma las identificé como homologos algunas
cinasas ya conocidas, como son el caso de ArcB y AtoS.

El analisis general de las secuencias reveld en todos los casos que el amino terminal es muy variable y que
precisamente corresponde al modulo de deteccion de la sefial. En muchos casos, se encontraron uno o varios
dominios PAS. Este dominio ha sido reconocido como un importante modulo en proteinas que esta
relacionado con la deteccion de luz, oxigeno, estado redox (Vreede et al., 2003). Estos dominios son el claro
ejemplo de por qué el modelo estructural es tan importante, son dominios con poca conservacién de
secuencia, pero con una alta conservacion estructural, donde el plegamiento o/ es tipica en estos dominios
y de hecho facilmente identificables. Los resultados de todos los dominios identificados en estas proteinas se
resumen en la Tabla 1.

Tabla 1. Principales dominios identificados en arqueas Asgard

C. Lokiarchaeum (Metagenoma)

Numero de acceso Dominios*
KKK45741.1 PAS (2); BaeS; AdeS_HK; HK_VicK; PRK15347; HATPase_c (2)
KKK40441.1 PAS; BaeS; AdeS_HK; HK_VicK; HATPase_c (2)
KKK44257 1 VicK; HK_WalK; PRK11360; HATPase_c (3)
KKK46537.1 BaeS; AdeS_HK; HK_WalK
KKK46579.1 Heme pocket; PAS (4); BaeS; HATPase_c (3); AdeS_HK; HK_WalK
KKK43125.1 Heme pocket (4); REC_NtrC1-like; ActR_PrrA_rreg; AtoC; PAS (13); GAF_2; BaeS; AdeS_HK, HK_VicK
KKK45609.1 PAS_3; BaeS; HK_walK; AdeS_HK:
KKK46428.1 BaeS; HK_WalK; SensorBox 1 (3); PAS (10); AdeS_HK ; Heme pocket (3)
KKK46295.1 Heme pocket (2); HATPase_EvgS-ArcB-TorS; HK_WalK; PAS (9); PAS_3 (2); AdeS_HK

Heme pocket; HK_WalK; HK_VicK; HATPase_EvgS-ArcB-TorS; PAS (4)

KKK44457 .1 Sensory Box 1
KKK40347.1 BaeS ; BaeS_SmeS; PRK10364; HATPase; HK_WalK; HK _VicK; AdeS_HK
KKK46010.1 HisKA ; REC; CheY; PRK11100; PRK10365; KdpD
KKK46009.1 Heme Pocket (3); PAS (12) (contiene 12 PAS en 5 superfamilias); BaeS; AdeS_HK; HATPase
KKK41094.1 Putative Active Site (3); Sensory Box (3); Heme Pocket (3); ATP Binding Site (1); ATP Lid (1); Mg-Binding Site (1)
! GxG Motif (1); Contiene 7 PAS en 3 superfamilias; BaeS (1); BaeS_Smes (1); HK-WalK (1); HK-VicK (1); AdeS_HK (1); HATPase (1); HATPase_c (2); PRK09303 (1)
KKK43837 1 Putative Active Site (1); Sensory Box (1); Heme Pocket (1); ATP Binding Site (1); ATP Lid (1); Mg-Binding Site (1); GxG Motif (1); Contiene 3 PAS en 1 superfamilia;
: Bae$S (1); BaeS_Smes (1); HK-WalK (1); HK-VicK (1); AdeS_HK (1); HATPase (1); HATPase_c (2); PRK11360 (1)
KKK46292.1 Sensory Box (1); ATP Binding Site (1); ATP Lid (1); Mg-Binding Site (1); GxG Motif (1); PAS (1); BaeS (1); BaeS_Smes (1); HK-WalK (1); HK-VicK (1); AdeS_HK (1);
: HATPase (1); HATPase_c (2); PRK09303 (1)
C. Pr h ch (Genoma Secuenciado)
Putative active site (1); Sensory box (1); Heme Pocket (1); ATP Binding Site (1); ATP Lid (1); Mg-Binding Site (1); GxG Motif (1); PAS (4); Contiene 4 PAS en 2
QEE16613.1 superfamilias; Periplasmic Binding Protein Type 2 (1); BaeS (1); BaeS_Smes (1); HK-WalK (1); HK-VicK (1); TMAO_TorS (1); AdeS_HK (1); HATPase_Walk_EvgS-ArcB-
TorS like (1); HATPase_c (2)
QEE16628.1 Putative active site (2); Sensory box (2); Heme Pocket (2); ATP Binding Site (1); ATP Lid (1); Mg-Binding Site (1); GxG Motif (1); Contiene 7 PAS en 3 superfamilias;

BaeS (1); BaeS_Smes (1); HK-WalK (1); HK-VicK (1); TMAO_TorS (1); AdeS_HK (1); HATPase_Walk_EvgS-ArcB-T (1); HATPase_c (2); PRK11107 (1)
Putative Dimer Interface (1); Sensory Box (2); ATP Binding Site (1); ATP Lid (1); Mg-Binding Site (1); Metal Binding Site (1); GxG Motif (1); Active site (1); Contiene 2 PAS
en 2 superfamilias; BaeS (1); BaeS_Smes (1); HK-WalK (1); HK-VicK (1); TMAO_TorS (1); AdeS_HK (1); HATPase_AtoS like (1); HATPase_c (2); REC (4 que

WP_147663689.1 comprende 1 CheY, 2 REC y 1 Response_reg;

PRK11360 (AtoS) (1)

WP_147663673.1 Heme Pocket (2); PAS (7); contiene 7 PAS en 3 superfamilias; TMAO_TorS ; BaeS; PRK11091; AdeS_HK; HATPase
QEE16740.1 Heme Pocket (2); contiene 7 PAS en 3 superfamilias; BaeS ; TMAO_TorS ; PRK11091; AdeS_HK; HATPase

WP_147664519.1 PAS (1); BaeS; AdeS_HK; HATPase_c (2)

WP_147662496.1 PAS (8); BaeS; PRK13557; HATPase_c (2); Heme pocket (2)

WP_147664078.1 Heme pocket (2); PAS (3); BaeS; HATPase_c (2); AdeS_HK; HK_WalK
QEE16621.1 Heme pocket (2); PAS (9); GAF_2; TMAO_torS; HK_VicK; HK_WalK; AdeS_HK; HATPase_c (2)
QEE16756.1 PAS (3); BaeS; PRK11360; HATPase_c (2); CheY; REC (2); ActR_PrrA_rreg; Metal binding site
QEE16389.1 PBP2_HisK; HK_WalK; HK_VicK

WP_147661239.1 PAS (11); BaeS

* Dominios identificados por Conserved Domain Search, NCBI. Entre paréntesis se indica el numero de
dominios identificados de un tipo especifico.
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Respecto a la comparacion de las secuencias de las cinasas de cada organismo muestra dos aspectos
interesantes. En la Figura 1 panel A se muestra un analisis filogenético de las cinasas de los dos tipos de
secuencias de arqueas Asgard comparando con todas las cinasas de E. coli, como prototipo de sistemas de
dos componentes y que la mayoria se han caracterizado funcionalmente.
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Figura 1. Andlisis filogenético y topoldgico de las cinasas sensoras de dos organismos Asgard. En el panel A se muestra un andlisis filogenético entre las
cinasas de organismos Asgard y las 30 cinasas sensoras de E. coli. Con los datos mostrados en la Tabla 1 se indican las cinasas con mdiltiples dominios
PAS (flecha negra), dominios de unién a un grupo hemo (flechas amarillas) y dominios similares a TorS de unién a TMAO (flechas azules). Se indican los
4 clusteres identificados por homologia. En el panel B se muestra la topologia de las cinasas sensoras por grupos. Panel A fue generado con MEGA
version 11.0.13 (Tamura et al., 2021) usando 500 iteraciones de bootstrap. Panel B fue generado con Protter (Omasits et al., 2013).

El genoma secuenciado de C. Prometheoarchaeum muestra un agrupamiento cercano a dos tipos de cinasas
sensoras con funcion conocida, ya sea TorS o ArcB/BarA. En el primer caso, es una cinasa necesaria en E.
coli para la percepcion de ambientes acidos (Li et al., 2022) y la deteccion del osmoregulador y aceptor final
de electrones trimetilamina N-oxido o TMAO por sus siglas en inglés (J. Moore y Hendrickson, 2012; Moore
y Hendrickson, 2009). Para las cinasas ArcB y BarA, ArcB esta relacionada con la deteccion del estado redox
de las quinonas (Georgellis et al., 2001) y BarA con la deteccién de acetato (Alvarez et al., 2021). Algo
semejante se observa con el genoma de C. Lokiarchaeum, aunque la mayoria de las cinasas derivadas de
su metagenoma parecen formar dos clisteres, uno cercano a la cinasa AtoS, la cual responde a acidos grasos
de cadena corta, siendo el acetoacetato el principal activador; regulando genes requeridos para la sintesis y
metabolismo de poliaminas, histamina, regulacién de la produccion de poli-(R)-hidroxibutirato, y la regulacion
por calcio (Kyriakidis y Tiligada, 2009). Asi mismo, tiene también un homdlogo cercano, ZraS, cuya sefial son
los niveles altos de zinc en el medio y tienen como respuesta elevada también a la limitacion de fosfato y
estrés por etanol (Choudhary et al., 2020). Un segundo grupo forma un clister mas independiente que por
las caracteristicas de sus secuencias que la mayoria tienen un dominio PAS, podrian ser cinasas cuyo papel
sea especifico en el ambiente que estos organismos viven.

Un punto importante de analizar en estas cinasas es su topologia, ya que una cinasa de C. Lokiarchaeum
(KKK46010.1) mostré6 una homologia cercana a CheA, una cinasa relacionada con la quimiotaxis que
funcionalmente es citoplasmica, aunque en este caso es mucho mas corta. En la Figura 1 panel B se muestra
la topologia por grupos filogenéticos (Figura 1 panel A). Un aspecto que llama la atencién de la topologia es
que la mayoria de las cinasas encontradas parecen no tener dominios que las anclen a la membrana celular,
lo que sugiere que su papel puede estar relacionado con la deteccion intracelular de metabolitos.
Adicionalmente, las cinasas en el grupo B, algunas estan anotadas como homélogos a ArcB (QEE16740.1,
QEE16628.1, QEE16621.1 y QEE16613.1), los casos de QEE16621.1 y QEE16613.1tienen una topologia
atipica con respecto a ArcB, la primera no logramos encontrar cruces transmembranales y la segunda tiene
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un dominio periplasmico demasiado grande para este tipo de cinasas, cuyo mddulo de recepcién de la sefial
esta en el citoplasma (Malpica et al., 2004). La presencia en algunas de ellas de varios dominios PAS sugieren
una estrecha relacion con el estado redox celular, ya que en la profundidad oceanica en la que habitan la
unica fuente de luz seria derivada de actividad volcanica.

Finalmente, el analisis estructural permitié confirmar la presencia de multiples dominios PAS en estas cinasas.
En la Figura 2 se muestra el alineamiento estructural entre las cinasas analizadas por grupos (Figura 1) y
algunos dominios PAS determinados experimentalmente y el modelo del dominio PAS de ArcB.

i QEE16740.1
FixL ] FixL FixL
. PASKinase PASKinase PASKi
Grupo A s Dcu$ Grupo B DcuS S
. ArcB 2 ArcB
)Y

WP_14766373
LI:[QEE167401
ArcB

Dcus

KKK43837.1

ArcB

KKK41694.1
KKK43837.1
KKK46428.1

Grupo C ArcB

KKK46428.1

KKK41694.1

WP_147663689.1

ArcB ArcB

KKK46010.1
QEE16389.1
WP_147663689.1

GrupoD

QEE16389.1

KKK46010.1

Figura 2. Andlisis estructural de los dominios PAS de algunas cinasas de los grupos filogenéticos identificados. Se indica el grupo al que pertenecen. En
magenta se muestran las regiones idénticas y en color la zona que cada PAS usado como referencia estd ubicado. Grupo A, mayor similitud con FixL,
se muestra la estructura de la cinasa con esquema de color arcoiris (azul N-terminal, rojo C-terminal). Grupo B, se muestra QEE16740.1 como referencia
en esquema de color arcoiris. Grupo C se muestra KKK46428.1 como referencia en esquema de color arcoiris, en el alineamiento se distorsiona para
posicionar con el PAS alineado. Solamente se analizaron contra ArcB dado que no hay homologia con el resto de los dominios PAS. Grupo D, se muestra
como referencia WP_147663689, solamente se hizo alineamiento con el PAS de ArcB ya que no hay homologia con las otras referencias. Se muestra
la homologia del dominio PAS en cada caso. Referencias: FixL (PDB 1DRM), ArcB (generado por nuestro grupo), PAS Kinase (PDB 1LL8), Dcu$S (PDB
2WON). Valores RMSD: Grupo A, 2.01; Grupo B, 1.73, Grupo C, 1.11 y Grupo D, 0.9.

Los resultados del analisis estructural sugieren que las cinasas del Grupo A y B son mas conservados con
respecto a sus contrapartes bacterianas, mientras que para el grupo C y D son mas divergentes, lo que
sugiere que pueden participar en la percepcion de alguna sefial especifica del ambiente que habitan estas
bacterias. Se requiere un andlisis mas detallado para encontrar las diferencias entre estos dominios PAS para
poder predecir a qué sefial responden. La presencia en algunas de estas proteinas de sitios de union a grupos
hemo, sugiere que pueden participar en la percepcién de estado redox celular.

Discusion

Encontrar las condiciones adecuadas para poder estudiar proteinas de organismos tan complejos de crecer
como las arqueas Asgard en el laboratorio resulta muy complicado. Gracias a técnicas computacionales, al
menos se pueden inferir algunas caracteristicas y abordar preguntas evolutivas de este tipo de proteinas,
teniendo una pequefia aproximacioén a su posible funcion y evolucion.
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Las cinasas tienen caracteristicas particulares como es que la mayoria en el genoma secuenciado de C.
Prometheoachaeum presentan arreglo hibrido (Singh et al., 2021), lo que sugiere que estas proteinas en
organismos tan complejos como las arqueas Asgard siguen teniendo mecanismos evolutivos similares al
resto de las bacterias.

En el presente trabajo se encontraron caracteristicas relevantes en sistemas de dos componentes de dos
datos gendmicos diferentes, uno ambiental (meta genoma) y otro directamente aislado y crecido para
secuenciar su genoma y caracterizar otros aspectos fisioldgicos. Destaca de manera importante que las
proteinas del genoma totalmente secuenciado pertenecen a dos tipos de sistemas de dos componentes
ampliamente caracterizados en bacterias, el sistema AtoS y ArcB. El sistema AtoS esta involucrado en el
metabolismo de acidos grasos de cadena corta en la presencia de acetoacetato y estimula la sintesis de la
molécula de reserva poli-R-3-hidroxibutirato (Theodorou et al., 2006). Este resultado esta en concordancia
con la evolucion metabdlica de las arqueas con el origen de los eucariontes, especificamente en la formacion
de organelos, ya que la dependencia metabdlica entre estas bacterias ha originado la especulacion sobre la
dependencia de una arquea productora de H, con una deltaproteobacteria capaz de producir metabolitos
necesarios para el hospedero (la Asgard arquea), sobre todo por la produccion de metabolitos como
propionato, acetato y otros compuestos de cadena corta, y una capacidad de oxidar sulfatos (Lopez-Garcia
y Moreira, 2020), dando como resultado una relacion estrecha que eventualmente culminé con la fagocitosis
o endocitosis de la deltaproteobacteria acompafiante. El que unas cinasas de un organismo totalmente
secuenciado y crecido en el laboratorio sean de la familia de AtoS, sugiere fuertemente que es parte del
sistema de sefializacion para establecer las relaciones metabdlicas que han sostenido la teoria del origen por
sintrofia (compartir nutrientes entre dos 0 mas organismos) de los eucariontes.

Por otra parte, los resultados obtenidos con los datos metagendmicos hay que tomarlos con cautela, ya que
los métodos computacionales para su analisis pueden crear artefactos (especificamente quimeras) con las
secuencias, como se ha demostrado con las proteinas ribosomales (Garg et al., 2020).

Finalmente, la importancia del estudio en todos sus aspectos de las arqueas Asgard resulta de mucha
importancia dada su proximidad evolutiva con los eucariontes. En el mes de junio, se publicé la ruta completa
para el remodelaje de la membrana mediada por ubiquitina y por primera vez se encontr6é esta molécula en
bacterias (Hatano et al., 2022), siendo un paso muy importante para establecer la evolucion de una ruta muy
importante en eucariontes. El trabajo de Hatano y colaboradores (2022) adicionalmente sugiere que las rutas
en eucariontes para la reparacion de membrana mediada por ubiquitina involucraron la duplicacién de genes
en estas arqueas, resultando en la diversificacion de estos genes y adquiriendo nuevas funciones que en
eucariontes se establecieron como los mecanismos principales.

Finalmente, la propuesta mas sdlida para el origen de los eucariontes es directamente bacteriano. La
propuesta considera que de las bacterias, un grupo de bacterias especifico PVC (Planctomycetes-
Verrucomicrobia-Chlamydiae) ha puesto en consideracion un modelo de un origen gradual de las arqueas y
posteriormente de los eucariontes (Devos, 2021). En la Figura 3 se muestra la propuesta de Devos (2021).
Este trabajo aporta un contexto evolutivo para los sistemas de dos componentes, especificamente para las
cinasas sensoras, con un origen cercano a las bacterias, lo que estd en concordancia con esta propuesta y
también con un grupo de cinasas que han evolucionado especificamente en estos organismos.

Eukarya

Archaea

Bacteria

C

Figura 3. Propuesta de Devos (2021) para el origen de las arqueas y eucariontes. En azul se muestra el grupo de bacterias dentro de las cuales se
encuentran ancestros posibles de las arqueas, los organismos PVC se proponen como intermediarios en este proceso. En rojo claro el grupo de arqueas
y en verde los eucariontes. Tomado de Devos ( 2021).
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Conclusiones

Con base en los resultados obtenidos, los sistemas de sefializacion en arqueas Asgard son estructuralmente
similares a otros bien caracterizados de bacterias e incluso su secuencia primaria permite agrupar a algunos
de ellos con sistemas de dos componentes con funciones ya descritas, asi también como un grupo totalmente
nuevo con caracteristicas especificas de estos organismos. Esto abre las posibilidades de estudiar este tipo
de cinasas en un contexto ecoldgico particular en el que estas arqueas viven, especialmente con relacion al
origen de los eucariontes y la dependencia metabdlica de los dos tipos de organismos.
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