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RESUMEN

En la estructura primaria de 15 RNA polimerasas y reverso transcriptasas (RTs) Kamer y Argos (1984),
encontraron una region muy conservada, consislente en una Sccuencia de calorce aminoécidos.
Posteriormente, Argos (1988) realizé un estudio mas amplio en un conjunio de 57 polimerasas que incluia
DNA polimerasas, RNA polimerasas y RTs, localizando en todas el mismo dominio que se reportara con
anterioridad . A este motivo se le di6 el nombre de "dominio DD" por el hecho de tener en su porcién central
dos Acidos aspéanicos rodeados por aminodacidos en su mayoria hidrofobicos. Argos (1988) lo caracterizo
por un conjunto de segias que debian cumplir cada una de las posiciones de este dominio. Se cree que el
dominio DD juega un papel fundamental en la actividad de las polimerasas, como por ejemplo; es un buen
candidato para ser o formar parte del sitio activo de la polimerasa, o ser el sitio de unién a nucle6tidos. Al
revisar el dominio DD de un conjunto de 53 RTs de origen bacteriano, viral, mitocondrial, de intrones tipo Il
y de elementos transponibles, encontramos que en especial las RTs encontradas en bacterias, en
¥ mitocondrias y en intrones tipo H no cumplian con varias de las reglas propuestas por Argos (1988), lo cual
nos llevo a redefinirlas de acuerdo a los nuevos datos. Por otra parte, al calcular los perfiles de hidropatia
se encontré que jos dominios DD se agrupan en dos conjuntos muy bien definidos y de nuevo se aprecia
que en uno de ellos se encuentra la mayoria de tas RTs de bacterias, mitocondriales y de intrones tipo Il,
mientras que en otro se localizan las RTs virales y algunas celulares. Con los resuitados obtenidos
podemos afirmar que para tener una caracterizacién mas amplia del dominio DD no se deben considerar

solamente el conjunto de regias que debe cumplir cada una de las posiciones de este motivo, sino también

tomar en cuenta otros factores como los perfiles de hidropatia.



INTRODUCCION

Hace poco mas de veinte afios Baltimore(1870) por una parte, y Temin y Mizutani (1870) por otra,
dieron a conocer de manera independiente y simultnea la transferencia de informacion genética de RNA a
DNA como parte del ciclo bioldgico de ciertos virus de RNA de vertebrados, a los que se les llamé
retrovirus, Los retrovirus recibieron este nombre precisamente por el hecho de poder formar una cadena
doble de DNA que puede ser incorporada al genoma de la célula infectada, tomando como molde el
genoma viral de RNA. A esle proceso se le dié el nombre de reverso transcripcion y es mediado por una
DNA polimerasa RNA dependiente llamada reverso transcriptasa (Baltimore, 1970; Temin y Mizutani,
1970). En los ultimos aflos se han descubierto reverso transcriptasas codificadas por el genoma de
eucariontes que se cree juegan un papel relevante en el mantenimiento y evolucion del material genético
de las céluias eucariontes. Aunque el interés despertado por la pandemia mundial del SIDA ha aumentado
en los Ultimos afios la atencién de los cientificos en el proceso de reverso transcripcion, existen motivos
para creer que las RTs han jugado un papel importante en la evolucion biolégica. Esta posibilidad esta
apoyada por:

. a

—

el descubrimiento de la ubicuidad filogenética de RTs incluyendo eubacterias(Lazcano et al. 1992)

b

-~

la posibilidad de que la RT esté involucrada en e! transporte intracelular e interespecifico de genes
(Weiner et a/1986)

¢) las evidencias que apoyan la posibilidad de una época en que las células tuvieron genomas de RNA
(Lazcano ef a/ 1892)

d

f=2d

el descubrimiento de que la telomerasa eucarionte es una RT (Blackburn, 1980) y

e

~

el hecho de que aproximadamente el 10% del material genético de muchas especies eucariontes

parece haberse originado por procesos de reverso transcripcion (Baltimore, 1985; Temin, 1985).

ARos antes que se diera a conocer el fenémeno de reverso franscripcidn Crick (1958) Io habia
contemplato ya como uno de los posibles flujos de informacién genética, proponiendo que estos pueden
darse entre los Acidos nucéicos y de acidos nucléicos a proteinas, pero nunca de proteina a proteina o de

proteina hacia acidos nucléicos. Este descubrimiento era la evidencia que faitaba para ralificar la idea



anfear.de nuevo los flujos de informacion en fo que

11970y, (Fig. 1)

“ Replicacién | -

v Transcripcion Reverso transcripcion .

‘Réplicacibn RNA

Traduccion

PROTEINAS

Fig.1 Esquema de los flujos de informacién genética propuestos por Crick (1970),
después del descubrimiento de la reverso transcripcion

" ESTRUCTURA Y ORGANIZACION GENOMICA DE RETROVIRUS

Los retrovirus son ’pam'culas esféricas de 90 a 100 nm de didmetro con‘ una capside de
nucleoproteinas cublerta por una envoltura lipidica. Su material genético lo constiluyen 2 hebras de RNA+
iguales, que tienen una longitud de 7 a 9 Kb (Varmus y Brown, 1989). El genoma diploide de todos ios
retrovirus presenta una estructura consenso formada por fres genes: gag, pol/y env (Fig. 2.b), aunque
pueden existir genes adicionales. Durante la década pasada las proteinas codificadas por estos tres genes
seidesignaron de varias maneras, especialmente con una p seguida de un ntimero que indicaba su peso
molecular. Ello dié lugar a una confusion considerable, hasta que se propuso una nomenclatura unificada
para las proteinas comunes a todos los retrovirus en base a su funcién biolégica, localizacion en el virién

y/o su aclividad enzimética (L.eis ef a/ 1988). Esta es la nomenclalura que se utiliza en este trabajo y se

puede resumir de la siguienle manera.



PBS

Fig. 2 a) Esquema de la estructura general del genoma de RNA de retrovirus. Tomado de Varmus y Brown (1989);
: b) forma del provirus resultado de la reverso transcripcién del genom de RNA. Tomado de Doolittle et a/.
(1989),
c) estructura y componentes de los LTRs: enhancer (ehn), promotor(pro), sitio de union al cap (cap),
sefial de poliadenilacion (PPT), sitio de union al cebador (PBS). Tomado de Temin (1985).

El gen gag codifica para el conjunto de proteinas que forman la capside, que en orden de 5' a 3
son: matriz (MA), una proteina de 15 a 20 kDa, encontrada principalmente en ia matriz enire la
nucleocapside y la envoltura viral; capside (CA) , es el componenle estructural mayor y el antigeno
dominante de la capside viral con un tamaiio de 24 a 30 kDa; nucleocapside (NC), una pequeia proteina
de 10 a 15 kDa, con una fuerte afinidad por acidos nucleicos, esta fuertemente unida al RNA del virion y
genéticame.nle implicado en el empaquetamiento del RNA y la formacién del dimero. El gen po/codifica la
maquinaria catalitica viral constituida por una proteasa (PR) utilizada en el procesamiento de ciertas
poliproteinas producidas después de la transcripcion y en la traduccion de los genes virales; la reverso

transcriptasa (RT), que es la polimerasa viral; al final del gen po/ se tiene una integrasa o endonucleasa

(IN), que juega un papel indispensable en la incorporacion del DNA viral en el genoma del hospedero



(Dootittle. ef a/ 1989) -En env e encucnlran codmz.adas Ias pro!cinas du la envollum que en nSOCldCI()n .

eon camponenlcs de a mcmhrann celulas adquiridos por gcmac:én ‘rodean la capsndc lo cual es necesann

para la infeccion (Fuetterer y Hohn, 1887). El producto de este gen es una pnhproteind que ‘al ser prCGSﬂdd
da como resuitado dos proteinas (Fug. 2b). Una de ellas es la de la superficie (SU), con. un tamafio que’
varia de 46 a 120 kDa. Es glicosifada por la maquinaria celular y se encuentra en {a superficie del virién

interactuando con los receptores del hospedero que median la entrada del virus. Esta proteina  es el
antigeno reconocido por la mayoria de los anticuerpos y estad unida por enlaces disulfuro a la proteina
transmembranal (TM), que es el otro producto def gen env. El tamaiio de esta proteina esde 15a37 kDay
no siempre es glicosilada, se cree que media {a fusion de la membrana viral con la del hospedero durante
la entrada del virus (Varmus y Brown, 1989). Ei genoma retroviral estéd flanqueado por dos conjuntos de

secuencias repetidas (LTR), en fas que se encuentran el promotor, un sitio unién al cebador (PBS) y una

sefial de poliadenitacion (PPT) (Temin, 1985; Cohen y Larsson, 1988) (Fig. 2c).

EL CICLO BIOLOGICO DE LOS RETROVIRUS

El ciclo bioldgico de los retrovirus se inicia con la entrada de l{a particula viral a una célula
" susceptible, Se cree que la entrada es por endocitosis , al darse la fusion de la envollura viral y la
membrana celular mediada por el reconocimiento de receptores de la célula (Varmus y Brown, 1989). La
mayoria de los elementos necesarios para la reverso transcripcion del genémé de retrovirus, como el
molde de RNA, el cebador (IRNA celular) y las proteinas cataliticas codificadas por el gen po/ estén

presentes en el interior del retrovirus que permanece quiescente hasta que entra a una célula .

Una vez en e! interior de la célula, la RT inicia la sintesis de una hebra doble de DNA lineal dentro

de la capside, utilizando como molde el genoma viral de RNA y como cebador un tRNA celular

complementario a la regidn del PBS. El RNA del virus presenta al final de sis dos extremos una secuencia
repetida directa (R}, la cuat en el extremo 5' es seguida por una repetida invertida (US5), mientras que en et
3' es precedida por otra secuencia repetida invertida (U3) (Fig. 2a). Al final de la reverso transcripcién las
dos secuencias repetidas invertidas se duplican, formando asi los LTR (Varmus, 1988). El conjunio de

proteinas y DNA migra hacia el niicleo del hospedero, donde el DNA viral se integra al genoma celular. Su



inlegracidn  presenta varias elnph:& los exl‘remos' de' 15 moléciln’ ‘se- uncn
covalentemente cerrado que contiene unyn secuencia de’ uniéon ddaproximadurﬁcnm 20pb neé;zsarias phra
la imegracion. El circulo se abre cerca de esla secuencia y el par de bases TTAA se pieiden en la
intlegracién, mientras que unos cuantos nucledtidos del DNA celular son duplicados (Temin, 1985). El
genoma viral converlido ahora en provirus se integra como un componente estable del genoma detl
hospedero y es replicado y transmitido a 1as células hijas en sincronia con el DNA celuiar. Eventuatmente
el provirus es transcrito por la RNA polimerasa |i de la célula para ser usado como un mRNA o para se

empaquetado en nuevos virus (Katz y Skalka, 1990). (Fig. 3).

La transcripcion y traduccion del RNA viral hecha por'{a maquinaria celular son seguidas por el
corte de las poliproteinas producto de los tres genes. De la traduccion del gen env que es realizada en los
ribosomas asociados a reticulo endoplasmico (Katz y Skalka, 1980), se obtiene una poliproteina que
primero es glicosilada por enzimas celulares y después es procesada proteolilicamente por una enzima del
hospedero localizada en el aparato de Golgi durante su transporie a la membrana celular (Orozian y
Lufiin,1990). La traduccién de gag y po/es llevada a cabo en ribosomas libres (Katz y Skalka, 1990; Rhee
y Hunter, 1990), siendo su producto poliproteinas que primero se ensamblan con el RNA genémico para

" formar una estructura en forma de dona que da como resultado parliculas inmaduras. Estas son luego
encapsuladas por la envoltura viral adquirida mediante un proceso de gemacién. Dicha gemacion ocurre
principalmente en las regiones de la membrana celular que presentan un alto contenido de proteinas SU y
TM. Estas particulas formadas por gemacion no son infecciosas, para producir virus maduros infecciosos
es necesario el corte de las poliproteinas de gag y po/ que es realizado por la PR viral (Orozlan y Luftin,

1990; Katz y Skalka, 1980).

formando.. uncirculo
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Fig. 3. Ciclo biolégico de retrovirus. Modificado de Varmus y Brown (1989); Katz y Skalka (1990).




CLASIFICACION DE RETROVIRUS

Se han hecho varios intenlos por clasificar a los retrovirus de acuerdo a distintos Intereses. De
manera general estos se han dividido en exégenos y endégenos. Los primeros son transmilidos
horizontalmente por mecanismos de infeccién. En cambio, los relrovirus endégenos son llevados de
manera benigna en la linea germinal y son heredados a los organismos de la progenie por transmision
verlical mediante mecanismos mendelianos (Temin, 1885). Generalimenie los miembros de una especie
animal llevan copias multiples de distintos retrovirus endégenos, de los que muchos son defeclivos
(Doolitlle et a/1990); es decir, carecen de una parte de su genoma, {0 cual les impide replicarse. Sin
embargo, si en fa célula hay ofros virus que estén produciendo la parte faltante, los virus defeclivos son
capaces de utilizar estos elementos y completar su replicaciéon. A 10s retrovirus que proporcionan los

componentes de los que carecen los otros se les conoce como virus auxiliares (Doolitlle ef a/. 1989).

Uno de los primeros intentos de clasificacion de retrovirus que se hizo estd basado en |as
diferencias morfolégicas observadas en microscopia electrénica (Teich, 1982), lo que llevé a los siguientes

cuatro grupos:

Particulas tipo A: son formas intracelulares unicamente y no tienen actividad infecciosa . Eslas
paniculés tienen generalmente un diametro de 60 a 90 nm. Dependiendo de su
tocalizacion se pueden subdividir en intracisternales o intracitopiasmicas. E! papel de
las parliculas tipo A intracisternales es desconocido. mientras que las

intracitoplasmicas aparentemente son formas precursoras del virus del
tumor mamario de ratén;

Particulas tipo B: forman la nucleocapside antesde llegar ala membrana ceiular, Las particulas
gemadas presentan una capside de forma toroidal localizada excentricamente,
mientrasque la envoltura tiene espiculas largas. El prototipo de estos es el virus
del tumor de mama de ratéon (MMTV);

Particulas tipo C: presentan la estructura mas comun. Su ensamblaje de la nucleocapside ocurre por

debajo de la membrana plasmatica en el sitio de la gemacién, la forma madura



’,pres:entn‘ una‘chpside centrat y densa, Las  espiculas se ven con mucha dificuliad. Un’

i ejernplo'i;frbic‘:é':dc éslog esel virus del sarcoma dé Rous (RSV);V
"Paﬁfqula; (ipq D: éslén hsoclédas'lanlo con formas intracelulares como con exiracelulares. Las

: ‘ :'I}ilr‘aékeldlaresbson Iklamadas particulas tipo D inmaduras, tienen forma de anillo con
un didmetro de 60 a 85 nm y generalmente estédn cerca de la memebrana
plasmatica. La forma extracelular o pariculaslipo D maduras tienen un didmelro de
100 a 120 nm y poseen un nicieo denso  de elecirones localizado
excentricamente, las espiculas son mas pequefas que las de las parliculas tipo B.

Uno de los representanies de este tipo de retrovirus y en el cual se basaron para

describir las caracteristicas de este grupo es el virus de mono Mason-Pfizer (MPMV).

Recientemente se propuso un nuevo lipo de retrovirus (Sagata ef 3/1985), designado lipo E,
encontrado en el virus de la leucemia de bovinos (BLV) y cuya organizacion gendmica es caracleristica y
diferente a la de 10s otro cuatro grupos . En este se incluirian también a los virus de leucemia de humanos
(HTLV). Esta clasificacién no es valida por la facilidad con que se cambia de un tipo a otro, asi como por no
coﬁesponder a las secuencias de RTs. Un ejemplo claro de los problemas que pueden surgir es el caso del
virus de mono Mason-Pfiezer (MPMV), que perienece por sus caracteristicas al grupo de los retrovirus tipo
D, pero cuando se da una sustitucién de un triptofano por una arginina en la proteina MA del gen gag, el

virus presenta una morfogénesis como la de los retrovirus tipo C (Rhee y Hunter, 1990).

Los retrovirus se han clasificado también dependiendo de! tipo de enfermedad que causan y el
hospedero al que afectan con lo que se les divide en:
1) virus de leucosis y sarcomas de aves;
2) virus de reticuloendoteliosis;
3) virus de sarcomas y leucemia de mamiferos;
4) virus que causan tumores de mama;
5) virus de primates tipo D;
6) virus relacionados con leucemias de células T en humanos, y

7) virus de inmunodeficiencia y lentivirus (Varmus y Brown, 1989).



Exnslu- hay otro tmb'\jo de 1axonomva quv los agrupd on ag;nlé,- que causanllnduccuml de lumuru; j
(Oncoviridac), agenies que causan enfermedades lentas: y neoplacmf (Len!/wr/dae) y. aqucllos que Induccn :
la vacuolizacion espumosa de las células infectadas (Spum/y/ndao) (Teich, 19182). Es |mponan|e hacer :
notar que ademas de todos estos lipos de clasificacién actualmente se trala de ordehar a los retrovirus de
acuerdo a la estruclura y organizacian de su material genético ya que ha habido problemas.con los'

métodos anteriores.
LAS REVERSO TRANSCRIPTASAS EN OTRAS ENTIDADES GENETICAS

Como se menciond anteriormente, el proceso de la reversotranscripcién fue originalmente
descubierto como una fase esencial en el ciclo biolégico de retrovirus y durante maéas de 10 afios se penso
que tal fendémeno era privativo de este lipo de replicacion (Baltimore, 1985). Investigaciones posteriores del
genoma de diversos organismos permitieron e! descubrimiento de olros elementos genélicos tanto
celulares como virales que codifican para RTs y que ademds tenian oftras caracterislicas presentes en

retrovirus ( Varmus,1883).

Todos los elementos genéticos que codifican para RT son llamados retroides (Fuetterer y Hohn,
1987) y la comparacion de secuencias de aminoacidos ha demostrado que estan relacionados con virus
tanto exégenos como enddgenos (Doolittle et a/1989; Xiong y Eickbush, 199'0). Recientemente Temin
(1989) propuso el término "retroelemento” para designar a todas la entidades genéticas que codifican para
una RT o que se originaron por reverso transcripeion. Entre los primeros elementos genéticos que se supo
codificaban para RT se encuentran los virus de la hepatilis B de humano y el de mosaico de ia colifior
(siendo ambos virus de DNA), asi como también los elementos encontrados en levaduras, insectos y
vertebrados. Los retroides estan ampliamente distribuidos entre los seres vivos ya que se han encontrado

en organismos representantes de todos los reinos biolégicos (Tabla 1).

10



Tabla 1. Ejemplos de retroldes encontrados en organismos de los 5 relyrnrqs plg!églcg; ;

REINO RETROIDE ORGANISMO
Monera Ecé? Escherichia coll { Lampson et al. 1999)
Mx162 Mixococcus xanthus ( Inouye et al, 1989).
3 . INGI-3 Trypanosoma bruce{ (Kimmel et al, 1987) -
Protista RTL-Cr Chlamydomonas reinhardtii | Boer y Gray,
(391 Alqga verde (Klck,1989)
3 1A~Pa Podospora anserina (Cummings et &1, 1969)
Fung Tyl Ssccharomyces cercvisiae (Clare y Farabaugh
al-Nc Neurospors crassa (Nargang et &l. 1984)7 -
- : o T Anopheles gambise (Besansky,1990)
Animal o Limd Ratén (Loeb et al. 1986} )
: . Txl Xenopus laevis (Garret et al. 1989)
Drosophila hydel ({Huijser et ad. 1988)

- Vegetall:

‘micropia

Y mtOe

Bsl

Ta1’

Oenothera (Schuster

Zea mayz {{Jin y Bennetzen,

Arsbidopsis thallana

y Brennicke, 1987)

{Voytas

19893
Yy Ausubel, 1988)

DIFERENTES TIPOS DE RETROELEMENTOS

La estructura y distribucion de secuencias codificadoras dei genoma de los retroelementos no es

constante, ya que mientras unos presentan la misma organizacién que la de los retrovirus, otros solo

poseen un marco unico de lectura para una RT. Por ello Temin (1989), propuso ordenar a los

retroelementos con relacién a su organizacién gendmica (Tabla 2) en los siguientes grupos:

a) Retrones: son

los retroelementos mas sencillos, su Gnico marco de lectura presenta homologia

con la RT, no tiene LTR, ni la capacidad de transponerse ni de formar particulas virales

.b) Retroposones: tienen una secuencia que codifica para RT, pueden transponerse pero carecen de

c) Retrotransposones: presentan marco de lectura con homologia a la RT, tienen LTRs, pueden

d) Retrovirus: son virus de RNA, codifican para una RT, presentan LTRs, son capaces de transponerse y

LTR vy no forman viriones.

transponerse, pero no forman viriones .

forman viriones.

11




e) Pararetrovirus: son virus de DNA de plantas o animaies que codifican para una RT, tienen LTR y
forman virus, pero no se transponen .

{) Retrosecuencias: son secuencias de DNA que no tienen RT, ni LTRs, no se transponen ni forman
particulas virales. Se cree que son el resultado de la reverso transcripcion de un
mRNA en base a su similitud con secuencias de genes que codifican para
proteinas. En el extremo 3' tienen una cola de poli (A), carecen de intrones vy

algunos de ellos presentan secuencias repetidas directas bordeandolas, que

son caracteristicas de los everntos de transposiciéon del DNA.

Tabla 2. Caracteristicas de los diferentes tipos de retroelementos y ejemplos de estos*

RETROELEMENTO gy  TRANSPOSICION/ |75 FORMACION piewmpio

INTEGRACION DE VIRIONES
Retron + o] 0 o EcBB86 de E. coli
Retroposon + + 0 ) Rl1Bm de Bombyx mori
Retrotransposon + + + 0 412 de Drosophila melanocgaster
Retrovirus + + + + BLV virus de la leucemia de bovino
Pararetrovirus + o} + + CaMV virus del mosalco de la coliflor

“El signo + Indica que presenta esa caracteristica, el 0 que carece de ella. Modificado de Temin (1989).

CARACTERISTICAS MOLECULARES DE LA REVERSO TRANSCRIPTASA

La RT es una proteina de 50 a 95 kDa (Varmus y Brown, 1989) con actividad de DNA polimerasa
RNA o DNA dependiente en el extremo NH, , mientras que en el COOH presenta actividad de
ribonucleasa H (Johnson ef a/. 1986; Tanese y Goff, 1988). La RNasa H de retrovirus y retroides en
general parece actuar como una exonucleasa con especificidad, ya sea de 3'a 5’ o de §' a 3' (Varmus,
1983) vy es la encargada de degradar el RNA cuando se forma el hibrido de RNA  y DNA en [a primera
etapa de la reverso transcripcién (Bishop,1978). Debendiendo del organismo o virus donde se encuentre
puede presentarse en forma monomérica o dimérica. Asi, 1a RT del virus del sarcoma de Rous (RSV-RT)
es un heterodimero formado por una subunidad a de 63 kDA y una b de 95 kDa (Schwartz ef a/1983),

mientras que el virus de la leucemia de murino (Mo-MLV) tiene una RT monomérica de 80 kDa
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,(Shmmck nr al 1981) Al igu.ll oirm DNA pohmcrasas‘DNA dependienies necesita de un cetmdor cu,mdo

sc sintetiza Ia hebra de DNA complemcnhrla al RNA+ (Varmus 1983) quc en estc caso es un tRNA dc la

célula del hospedero. Para iniciar Ia sinlcs;s de-la segunda hebra la pollmerasa.ullllza vun'

oligorribonucleotido rico en purinas generado pbr la RNasa H al degradar el RNA del heteroduplex f

y Brown, 1889). A diferencia de |as DNA polimerasas no presenta actividad correctora, por Id &ue su l;a‘s‘a :

de error durante la replicacion es mas alta que la de las DNA polymerases, [as que tienen una 1as de

error de 10° a 10" por nucleblido incorporado, mientras que las RNA polimerasas presenlan una. las dc*’ S

error de 10* a 10* (Holland et a/ 1982).

EL ORIGEN Y LA EVOLUCION DE LA REVERSO TRANSCRIPTASA

Para poder explicar el origen de la reverso transcripcién es necesario revisar la teoria que se tiene
actualmente para entender las caracteristicas de las primeras células. Varios autores (Albers, 1986;
Gilbert, 1986; Lazcano, 1986), han propuesto que los primeros organismos eran sistemas que dependian
del RNA, a partir de los cuales evolucionaron células con RNA y proteinas (Lazcano ef a/ 1992a). Es decir,

huﬁo una etapa temprana en la evolucion bioldgica durante la cual los genomas celulares eran de RNA y
no de DNA. La idea de que el RNA aparecido antes que el DNA como molécula almacenadora de
informacion genética estd basada en las siguientes evidencias circunstanciales que se tienen hasta el
momento (Lazcano ef a/. 1988a) y que se mencionan a continuacion:

1) La biosintesis de proteinas puede llevarse a cabo en ausencia de DNA pero no de RNA.

2) La existencia de viroides y virus de RNA indican que ios sistemas replicativos pueden usar ya sea
polirriborrucledlidos de hebra doble o sencilia para almacenar informacion genética.

3) Las moléculas de RNA tienen propiedades cataliticas que incluyen la de endonucleasa, RNA ligasa,
exonucleasa y RNA polimerasa, la de esterasa y la de formacion del enlace peptidico.

4) Los cofactores ribonucleotidicos se encuentran ampliamente distribuidos en una gran canfidad de
rutas metabdlicas.

5) El grupo 2'-OH de la ribosa puede estar directamente involucrado en un gran niamero de reacciones

de fosforilacién y condensacidn de aminoacidos.
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8) Le blosintesis de desoxiribonucle6tidos. -siempre:-‘ocurre” ‘mediante 1a rediccién enzimética

de ribonucledtidos.

Se ha postulado que éstas células con genomas de RNA se vieron sujetas a fuertes presiones de
seleccidn, slendo e! resullado de ellas la aparicién del DNA, probablemente debido a que este tipo de
polinucledtidos incrementa la estabilidad del material genético (Lazcano,1986, Lazcano et &/ 1988 a;
Wintersberger y Wintersberger, 1887). De esta manera, la aparicion del DNA es el resultado de Ia
evolucién biolégica de las células del Arqueano, en las que la informacién genélica almacenada en un
principio en RNA cambié por un proceso de seleccion natural a DNA (Lazcano ef &/ 1992a). Las ventajas
que llevaron al DNA a tomar el lugar del RNA han sido resumidas (Lazcano ef g/ 18992a) en :

a) el incremento en la estabilidad ya que el enlace fosfodiester es maés resistente a la hidrdlisis que su
equivalente ribo, pues carece del OH-2' de la ribosa;
b) la aparicién de mecanismos de reparacién, pues la DNA polimerasa presenta actividad correctora asi
como de exonucleasa 3'-5', caracteristicas de las que carecen las RNA polimerasas, por lo que su
replicacion es menos fiel que la del DNA;
c) ]‘a deaminacién de citosina en uracilo tanto en RNA como en DNA es considerablemente mas rapid\a
que otras reacciones de deaminacién sufridas por purinas y pirimidinas y como los sistemas basados
en RNA no tienen la maquinaria necesaria para detectar estos cambios de citosina a uracio la
informacién del RNA tiende a degradarse; y por lltimo
d) debido a la estructura de doble hebra del DNA, este es menos susceptible al dafto por radiacién UV,
mientras que los genomas de RNA probablemente solo tenian pequefas regiones complementarias
entre si que formaban estructuras de hebra doble, mientras que la gran mayoria se presentaba en
forma de una hebra, que estaban expuestas a un alto indice de lesiones por accién fotoquimica de la

radiacién UV (Lazcano ef a/ 1988a).

Como se mencioné arriba, los primeros sistemas vivos estaban basados en RNA, por lo que se
cree que una de las primeras proteinas que debi6 surgir fue una RNA polimerasa que lela genomas de RNA
y los replicaba (Lazcano et a/. 1988b). Por lo tanto, durante la transicién hacia genomas celulares de DNA

debe haber habido una enzima con actividad de RT.
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¢ Fue esia la enzima ancestral a la que presentan los retroides (Weiner y Maizels, 1991), o las
primeras polimerasas eran poco especificas como sugieren Lazcano ef a/. (1892b, ¢)?. La RNA replicasa
ancestral pudo haber tomado desoxirribonucleétidos e incorporarlos durante la replicacién de! RNA debido a
su baja especificidad (Lazcano et &/, 1892¢) y evolucionar luego cambiando su preferencia por el molde y
entonces leer DNA. Ello es facil de aceptar, ya que las polimerasas actuales requieren de modificaciones
menores en el medio en el que se encuentra para cambiar su especificidad por el molde. Asl, la aclividad
que presentaria esta polimerasa ancestral seria la de RT, leyendo moldes de RNA y formando la hebra

complementaria de DNA,

Debido a su amplia distibucién en una gran variedad de organismos, se cree que la aparicién de la

RT es mucho mas antigua que la divisién entre procariontes y eucariontes (Doolittle ef a/. 1989; Temin,
1989) y que a lo largo de su historia evolutiva se ha visto relacionada con oiras estructuras genéticas,
dando origen a los diferentes tipos de retroides (Temin, 1889; Xiong y Eickbush, 1990). Siguiendo el
esquema de aparicion de los retroides propuesto por Temin (1989), aunque Ila RT se conservo
evolutivamente, primero fue un retron, del cual surgié un retroposon con la habilidad de transponerse.
Poéleriormente aparecieron los retrotransposones que ya presentaban LTRs y a padir de estos se

- formarian los retrovirus que portaban el gen env, mientras que por otro lado surgian los pararretrovirus que

perdieron su capacidad de integrarse y transponerse (Fig. 4).

A pesar de las altas tasas de mutacién (Holland ef a/ 1982), el analisis de la estruclura primaria de
varias RTs permitid concluir que todas compartian un ancestro comudn, pues en la comparacion de
secuencias se obfuvieron elevados indices de similitud (Fuetterer y Hohn, 1987; Doolittle ef a/ 1989;
Xiong y Eickbush, 1988a, 1980). Debido a su conservacion las RTs han sido utilizadas por varios grupos
para dilucidar las relaciones evolutivas exisientes entre los retroides que se conocen en base a la
comparaci6n de sus secuencias (Chiu et a/ 1985; Garvey ef al 1990; Gojobori et al 1990; Ono ef al. 1986;
Sagata ef al. 1985) y a partir de estos datos se obtienen arboles filogenéticos. Un buen ejemplo es el
arbol obtenido por Xiong y Eickbush (1988a, 1990) en el que se aprecia claramente que los retroides estan
agrupados también de acuerdo a su estructura genbmiéa. En este arbol existe una rama en la que se

encuentran todos los retrones, en otra los intrones typo Il y los retrotransposones con LTRs y sin LTRs
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también estdn separados en diferentes ramas al i 1 los retrovirus, los hepadnavirus -

caulimovirus (Fig. 5).

Retrones

Intrones tipo

. e ___Retrotransposones
B o -~ sinLTRs

Hepadnavirus

Retrotransposones con
LTRs y Caulimovirus

9 Retrovirus

Fig. 5. Relaciones filogenéticas propuestas para los diferentes grupos de retroides. Modificado de Xiong y
Eickbush (1990).

EL DOMINIO DD

A raiz de la comparacién de un conjunto de secuencias formado por 10 RNA polimerasa celulares
y virales y 5 RTs, Kamer y Argos (1984) detectaron una regién altamente conservada. Un estudio
posterior mucho mas amplio llevado a cabo por Argos (1988), en un conjunto de polimerasas que incluian a
11 DNA polimerasa DNA dependientes, 20 RTs y 26 RNA polimerasa RNA dependientes, reveld que
consistia de 15 aminoacidos en las DNA polimerasas vy de 14 en las RNA polimerasas y RTs,
permitiéndole confirmar los resultados anteriores ya que encontré en todas las polimerasas [a secuencia

que se habia reportado anteriormente, . A este motivo se le llam6 "Dominio DD" por el hecho invariable de
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que en RNA polimerasas y RTs se presentan dos écidus aspéricos (Asp-Asp) en la parte central de esta
secuencia rodeados por 12 aminodcidos hidrofobicos en su mayoria, para las RTs y las RNA polimerasas.
En cambio, en las DNA polimerasas se enconir6 una region semejante en la que entre los dos asparticos
se encontraba una treoninar y después del segundo écido aspartico habla una serina (D-T-D-S) (Argos,

1988; Bernad ef 8/ 1980b).

Debido a que la distribucién de los diferentes aminodcidos en este molivo presentaba

caracteristicas muy definidas Argos (1988), propuso una serie de reglas para caracterizar este dominio :

Regla 1: las posicibnes 8 y 9 deben estar ocupadas por Asp.
Regla2: enla posicion 7 se puede encontrar Gly, Met, Cys, Val o Leu

Regla 3: la posicién 6 puede estar ocupada por Tyr, Ala, Phe, Ser, Asn, Cys, Gly, lle o
Met.

Regla 4 ; por lo menos dos residuos de |a posicion 1a 5 ydela 10 a 14 deben ser
hidrofébicos (Ala, Val, Leu, lle, Cys, Met, Phe, Tyr, His,Trp, Pro)

Regla5: Sisolamente dos residuos de las posiciones 1 a § son hidrofobicos, entonces,
debe haber una Ser o una Gly. Si solamente dos residuos de la posicién 10 a
14 son hidrofébicos, entonces debe haber una Ser )

- Regla6: enla posicidén 4 no debe haber Lys, Arg, Asp, Glu, Gln o Asn
Regla 7: las posiciones 11 y 12 deben estar ocupadas por aminod&cidos hidrofébicos

" Ya que este motivo estd altamente conservado en todas las polimerasas, se cree que juega un
papel importanie en la actividad de la enzima permaneciendo a lo largo de su trayectoria evolutiva (Kamer
y Argos, 1984; Argos, 1988; Lazcano ef a/. 1988b). Sin embargo debido a su tamaio tan reducido, no se
puede descarar que tenga un origen polifilético. No se conoce su funcién precisa y se le han atribuido
diferentes funciones, como por ejemplo la de unién al molde (Larder ef al 1987), de formar parte del sitio

activo de la polimerasa (Kamer y Argos, 1984), o de unién al sustrato (L.azcano ef a/. 1992c)

Aunque no se conoce el papel que juega et dominio DD, su importancia funcional y/o estructural
ha quedado demostrada por experimentos de mutagénesis dirigida, en los que se en contr6 que al cambiar
ciertos amino4cidos de este motivo la polimerasa perdia su actividad. En uno de estos experimentos

Larder ef al (1887), sustituyeron un total de 8 amino&cidos a lo largo de la RT de HIV, encontrando que
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sélok dos mutaciones daban lugar & ia perdida total de actividad de la enzima. Las mutaciones que
Inactivan a la polimerasa eran las que cambiaban el aspartico tolalmente conservado de la secuencia que
Delarue of g/, (1880), denominan Motivo A, asi como el primer Acido aspartico det doblete invariablemente
conservado en el dominio DD. En cambio al cambiar a tirosina que ocupa la posicion seis y la glicina en
la posicion trece del dominio DD, solo se presentd una actividad reducida pero sin llegar a perderia (Larder

el al. 1987).

Ademas del dominio DD se han encontrado otras secuencias altamente conservadas en las RTs,
que parecen estar relacionadas con la actividad de la polimerasas y con el dominio DD, que forman parte
del llamado "mddulo ancestral de las polimerasas™ (Poch ef &/ 1989). Por ejemplo, Poch ef a/ (1989)
detectaron la existencia de otros cuatro motivos, que junto con el dominio DD dan un fotal de 5 motivos
conservados, a los que se designé en orden de NH, a COOH como Motivo A, B, C (Dominio DD), D yE.
Los primeros cuatro poseen equivalentes ,en RNA polimerasas RNA dependientes y segun Delarue et al.
(1990) forman un dominio mucho mayor o "md&dulo” de gran importancia, ya que corresponden al sitio de
reconocimiento del molde y/o el sitio activo de ia polimerasa. Por otra parte, Delarue ef a/ (1990),
enéomraron tres motivos conservados en DNA polimerasas DNA dependientes, que del extremo amino al

' carboxilo sonelA, B y C (Dominio D-T-D-S), observando similitud de A y C con dos regiones de RTs,
El motivo A tiene un acido aspartico conservado en todas las secuencias analizadas al igual que el
segundo asparlico del doblete de! dominio DD . Es posible que el dcido aspéartico del motivo A coopere con ’
el segundo del dominio DD para unirse a iones Mg que pueden ser parte del sitio de union de dNTP (Poch
etal. 1989; Delarue ef a/. 1980).

En aiios recientes el interes en la evolucién de retrovirus y entidades genéticas relacionadas se
despertd por la epidemia causada por el SIDA, lo que llevé a un incremento en las secuencias disponibles
de RTs de diferentes fuentes, incluyendo procariontes, virus, elementos transponibles, pldsmidos
mitocondriales (mt) e intrones. El analisis del dominio DD de estas secuencias adicionales de RTs
muestran que muchas de ellas no siguen completamente las reglas mencionadas anteriormente. En este

trabajo algunas reglas de Argos sop redefinidas, para tener asl una caracterizaciéon mucho mas precisa del

dominio DD presente en RTs.
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Summary. -The rules defining the Asp-Asp do-
main of RNA-dependent polymerases deduced by
Argos (1988) were tested in a set of 53 putative re-
verse transcriptases (RTs) sequences. Since it was
found that some of these rules are not followed by
RTs coded by bacteria, group II introns, and non-
LTR retrotransposons, we present here.a more
strigt definition of the Asp-Asp domain.

. Key words: DD domain — Reverse transcriptase
— Polymerases )

Introduction

The existence of a highly conserved 14-amino-acid-
residue segment consisting of an Asp-Asp pair
flanked by hydrophobic amine acids was first rec-
ognized by Kamer and Argos (1984) in a set of 15
reverse transcriptases (RTs) and RNA-dependent
RNA polymerases, This motif, also known as the
Asp-Asp (DD) domain, has also been described in
ccllular DNA-dependent RNA polymerases (Laz-
cano ct al. 1988). Sequence analyses of the primary
structure of viral and cellular DNA-dependent

Qffprint requests to: A. Lazcano
Abbreviations: RT, reverse trunscriptase; DD, Asp-Asp: ORF,
open reading frame; mt, mitochondrius pt, plastid

DNA polymerases have shown the existence of an
equivalent domain, formed by hydrophobic amino
acids surrounding an Asp-Thr-Asp-Ser tetrad (Ar-
gos 1988; Wong et al. 1988; Wang et al. 1989; Ber-
nad et al. 1990).

Although some polymerases lack thc DD domain
(DTDS, in the case of DNA-dependent DNA poly-
merases, Argos, [988), experimental evidence of its
functional role includes ibe inhibition of enzymatic
activity by (1) antibodies raised against a small
phage protein containing the sequence LIVYSD-
DYLSLM (Zavriev and Borisova 1987); (2) site-
specific mutagenesis of the HIV-1'RT (Larder et al.
1987; Hizi et al. 1988); and (3) amino acid substitu-
tions involving the QB replicase Asp-Asp motif (In-
okuchi and Hirashima 1987). The existence of a DD
domain in the primary structure of the eubacterial
polynucleotide phosphorylasc (Régnier et al. 1987),
a nontemplate-dependent polymerase, suggests that
this motif is involved in interaction with the nucle-
otide substrates und not with DNA or RNA tem-
plates. Since the carboxylic side chain of aspartic
acid can interact with Mg®* (Argos 1988), Zn",
and other cations. and can also form hydrogen
bonds with nucleic acid bases (Helene and Maurizot
1981). it is likely that the DD domain is part of the

‘mctal and substrate binding site of both RTs and

RNA polymerases (cf. Lazcano et al. 1991). Similar
conclusions have becn reached for the ¢$29 DNA
polymerase YGDTDS motif (Bernard ct al. 1990;
Blanco et al. 199]),
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Analysis of a databank formed by sequences of
11 DNA-dependent DNA polymerases, 26 RNA-
dependent RNA polymerases, and 20 RTs led Ar-
gos (1988) to define qualitatively the DD domain by
a set of seven rules. As applied to the DD domain of
RTs, these rules should be read as follows:

Rule 1. Positions 8 and 9 must be occupied by Asp-
Asp.

Position 7 can be occupied by Gly, Met,
Cys, Val, or Leu.

Position 6 can be occupied by Tyr, Ala,
Phe, Ser, Asn, Cys, Gly, lle, or Met.

At least two of the amino acid residues in
positions | to 5, and 10 to 14, must be hy-
drophobic (Ala, Val, Leu, lle, Cys, Met,
Phe, Tyr, His, Trp or Pro).

If only two amino acid residues in positions
1 to 5 are hydrophobic, then Ser or Gly
must also be present in this segment, If
only two residues in positions 10 to 14 are
hydrophobic, then Ser must be present in
this portion.

Charged amino acids (Lys. Arg. Asp, Glu,
Gln, and Asn) must be absent from posi-
tion 4.

Hydrophobic amino acid residues must be
present in positions 11 and 12.

Rule 2.
Rule 3.

Rule 4.

Rule 5.

Rule 6.

Rule 7.

In recent years -the interest in the evolution of ret-
roviruses and related genetic entities sparked by the
AIDS epidemic has led to an increasingly large set
of RT sequences from different sources,.including
‘prokaryotes, viruses,, transposable elements, mito-
chondrial (mt) plasmids, and introns. Analysis of
the DD domains of these additional RT sequences
has shown that many of them do not follow com-
pletely the rules described here. In this paper some
of Argos's rules are defined in order to provide a
more stringent definition of the DD domain of RTs.

Material and Methods

RT sequences were located and extracted from both the Gen-
bunk/EMBL database and the Human Retroviruses and AIDS
1990 and 1991 databases (G.Myers, Los Alamos National Lab-
oratory). Extracted seq were piled in a ple sc-
quence (ile. A number of RT sequences wete not found in the
Genbank/EMBL or Human Retroviruses and AIDS databases
and were hand entered into the sequence set. The aligned DD
Jomains of the available RT seq are shown in Table 1.
Unless otherwise noted. the amino acid classification developed
by Taylor (1986) was used throughout this comparison. The DD
domains marked with an asterisk viofate at leasl one of Argos's
rules, Hydropathy profiles were plotied (Fig. 1) using the hydro-
philicity vulues of the scale developed by Hopp and Woods
{1981). Equivalent groupings (not shown) were observed when
other scales were uscd. The electric churge and hydropathy plots

shown in Fig. | were smoothed by averaging m: valuey Inside u
three-umino-acid-residuc sliding window.

Discussion and Conclusions

Analysis of Table 1 shows that with the sole excep-
tion of the human endogenous retrovirus K (HERV-
K) DD domain, Argos's rules (1988) hold for all
viral RTs. However, the same is not truc for all
nonviral RTs. This observation is consistent with
the hydropathy profiles shown in Fig. I, where it
can be seen that approximately one-third of the DD
domains of cellular, non-LTR, and group Il intron
RTs form a coherent group (group B), in which a
significant shift toward positive hydropathy values
can be observed. In our opinion, the most interest-
ing result of Table 1 is the fact that all the DD do-
mains that do not follow Argos's tules (1988) are
found in the primary structure of RTs that-form part
of the cellular, non-LTR retrotransposon, and
group Il intron branches of the RT evolutionary tree
developed by Xiong and Eickbush (1988). The phy-
logenetic clustering of the DD domains that violate
Argos's rules shows that the exceptions marked
with an asterisk in Table 1 are not the result of an
artifact.

A detailed analysis of Table 1 shows thatrule 5 is
partially violated by the Myxococcus (Mx 162, Mx
65), green alga (P1l), and Podospora mt (IA-PA)
RTs, which'have caly two hydrophobic amino acids
in the 1 to 5 positions, but lack Ser and Gly in this
segment. Other Argos rules (1988) can be modified
to account for the greater flexibility of cellular,
group Il introns, and non-L.TR retrotransposon RTs
in accepting different amino acids in their DD do-
mains. Some of these additions are easy to under-
stand. For instance, Ala, which is a hydrophobic
amino acid, joins the list of amino acids that can be
present in position 7 (rule 2).The same is true of
Leu, which can be adde i the list of hydrophobic
amino acids that can occupy position 6 (rule 3).
Threonine has an hydroxyl group, but its aliphatic
side chain explains its presence with other hydro-
phobic amino acids in position 11 (rule 7).

Four anomalous profiles are easily distinguished
in Fig. 1, corresponding to the DD domains of the
Bsl, RTL-Cr, LaBelle-1b, and T1 putative RTs. In
the latter case, i.e., the Anopheles gambiae T1 ret-
rotransposable element (Besanky 1990), the hump
observed toward the carboxy end is due to the pres-
ence of a lysine in position 11, which according to
Argos (1988) should be occupied by a hydrophobic
residue. An equivalent phenomenon was described
by Argos (1988) for four viral RNA-dependent RNA
polymerases in his database which did not obey his
rule 7; i.e., position 11 and 12 are not occupied by
hydrophobic residues.
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Table 1.

Aligned DD domains of nvuituble RT sequences®::

DD domain

Reference

Source

* Escherichia coll Ec6?

*E coli EcBB6

* Myxococcus xanthus Mx162

* M. xanthus Mx6s

* Trypanosoma brucei INGI3

* T brucei TRS

* Chlamydomonas reinhardili RTL-Cr

* Green alga (pt) P
Dicryostelium discoideum DIRS-1
Yeast Tyl

* Saccharomyces cerevisiae (mt) ai-S¢

® S. cerevisiae (mY) 22-S¢

* Schizosaccharomyces pombe (mt) Bi1-Sp

* Poduspora anserina (mt) al-Pa

* P. anserina (mt) IA-Pa

* Neurospora intermedia (mt) LaBelle-1b

* Bambyx mori RIBm

* B. mori . R2Bm

* Anapheles gambiae T1
Drosophila melanogaster Copia

* D. melanogasier joskey

® D. melanogaster F Factor

“* D, melanogasier 1 Factor
D. melanogaster 17.6

. D. melanogaster 297
-D. melanogaster 412
D. melanogaster GYPSY
D. melanogaster 1731

* Mouse LiMd
Oenothera (mt) mtOe

* Zea mays Bs!
Syrian hamster intracisternal A-Particle 1AP-HI18
Rous sarcoma virus RSV
Equine infectious anemia virus EIAV
Caprine arthritis encephalitis virus CAEV
Feline immunodeficiency virus FIV.
Motbney murine leukemia virus MoMLV
Bovine immunodeficiency-fike virus BiV
Bovine leukemia virus BLV
Visna VISNA
Visna-related ovine lentivirus SA-OMVV
Simian retrovirus SRV-1
Simian T-cell lymphotropic virus type 111 SIVK&W
Mazon-Pfizer monkey virus MPMYV
Baboon endogenous retrovirus BaEV
Human T-cell leukemia virus type t HTLV-1
Human T-cell leukemia virus type 2 HTLV-II
Human immunodsficiency virus type 1 HIV-1
Human immunodeficiency virus type 2 Hiv2

* Human endogenous retrovirus K HERV-K
Human endogenous retrovirus C HERV-C
Caufiflower mosaic virus CaMV
Carnation etched ring virus CERV

CTYSRYADDITIST
LIYTRYADDLTLSA
FTYTRYADDLTFSW
YTYTRYADDLTFSG
LQHGFFADDLTLLA
LQHGFFADDLTLFS
MDFTIYADNFAGYF
NTYCRYADDMVILT
VSVIAYLDDLLIVG
VTICLFVDDMVYLFS
IKYVRYADDILIGY
AYFVRYADDI 11GV
LMYVRYADDWIVAYV
1YYVRYADDWLICGY
VRYTRYADDWVIGH
AVGSIYADEGYKKYV
TEMVAYADDVTVLYV
VSALAYADDLVLUA
DGHLLYADDIKIFL
IYVLLYVDDVVIAT
VLIATYADDTAVLT
LTVSTFADDTAILS
IKFNAYADDFFLI |
KHCLVYLDD!IVF
KHCLVYLDDIIIF
SQAFLYMDDLI1IVI
KICYVYVDDVIIF
MLILVYVDDLILAC
VKISLLADDMI1VY]
HFVVVYLDDLVVYT
VRVRFRVDDGCVVE
LIVIHYMDDILICH
LCMLHYMDDLLLAA
VQLYQYMDDLFVGS
IQFGIYMDDIYIGS
LDIYQYMDDIYIGS
LILLQYVDDLLLAA
VMLYQYMDDLLIGS
SLLVSYMDDILYAS
IQFGIYMDDIYIGS
IQFGIYMDDIYIGS
MY 1 1HYMDDIL1AG
VTLVQYMDDILIAS
MTIIHYMDDILIAG
VTLLQYVDDLLLAA
CTILQYMDDILLAS
STIVQYMDDILLAS
IVIYQYMDDLYVGS
VITIQYMDDILIAS
CYIIHYIDDILCAA
CVLLQYVDDLLLGH
KFCCVYVDDILVFS
KYCCVYVDDILVFS

s
S
G
s

Lampson ¢f al. 1989
Lim & Maoas 1989
lrouye et ul. 1989
inouye et al. 1990
Kimme! et al. 1987
Murphy et al. 1987
Boer & Gray, 1988
Kack 1989
Cappelio et al. 1985
Clare & Farabaugh 1985
Bonitz et al. 1980

Lang & Ahne 1985
Cummings et al. 1989

Pande et al, 1989

Xiong & Eickbush 1988
Burke et al. 1987
Besansky 1990

Mount & Rubin 1985
Priimagi ¢t al. 1988

Di Nocern & Casari 1987
Fawcelt et al. 1986
Saigo et al. 1984
Inouye et al. 1986

Yuki et al. 1986

Fourcade-Peronnet ct al. 1988
Loeb et al. 1986

f2laster & Brennicke 1987

Jin & Bennezen (989
Ono et al, 1985
Schwartz et al. 1983
Kawakami et al. 1987
Saltarelli et al. 1990
Oimsted et al, 1989
Shinnick et al. 1981
Garvey et al, 1990
Sagata et al. 1985
Sonigo et al. 1985
Querat et al. 1990
Power ¢t al. 1986
Franchini et al. 1987
Sonigo et al, 1986
Kato e1 al. 1987

Seiki et al. 1983
Shimotohno et al. 1985
Wain-Hobson et ol. 1985
Guyader et al, 1987
Ono et al. 1986
Repaske et al. 1985
Franck et ai. 1980
Hull et al. 1986

® Asterisks indicate domains that violate at least one of Argos’s rules

The three other anomalous DD domains, i.e.,
those corresponding to the Bs{, LaBelle, and RTL-
Cr retroclements, may have their peculiarities due
to the fact that they form part of nonfunctional RTs.
As noted by Jin and Bennetzen (1989), the relatively
small Bs/ element may have inserted itself in the

null allele of the maize Adh! locus in which it was
discovered, with the aid of a RT function provided
in trans, since the open reading frame (ORF) en-
coded by Bs! lacks convincing sequence similarity
to other RTs. The two other profiles correspond to
the “DD domains'* in which the Asp-Asp pair is in
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LoBstle=1b

Electric charge

Amino ocid position

fact substituted by Asp-Glu or Asp-Asn; they are
part of the ORF encoded by the Neurospora inter-
media LaBelle-1b mt plasmid (Pande et al. 1989),
and the RTL-Cr from Chlamydomonas reinhardtii
mt (Boer and Gray 1988), respectively. Under other
circumstances, both Glu and Asn would be consid-
ered cquivalent to Asp, rendering a DE or DN pair

‘equivalent to a Asp-Asp. As argued below, it is

likely that the LaBelle and RTL-Cr anomalous DD
domains are part of nonfunctional RTs.

In fact, the RTL-Cr is distantly related to fungal
group Il intron mt RTs, and appears to be arecently
acquired gene (Boer and Gray 1988). This could ex-
plain the presence of its Asp-Asn pair instead of the
typical DD. The Asp-Glu pair of the N. intermedia
LaBelle-1b plasmid may reflect a different phenom-
enon. Although Pande et al. (1989) had suggested
that the long ORF of 1151 amino acids encoded by
the LaBelic plasmid exhibited sequence similarity
to different RT's. recent experiments by Schulte and
Lambowitz (1991) have shown that this polypeptide
is in fact an mt DNA-dependent DNA polymerase
in which no reverse transcriptase activity could be
detected. These results have ied Schulte and Lam-
bowitz (1991) 1o suggest that the LaBclle protein is
actually a DNA polymerase which may be derived
from an RT. This conclusion is consistent with the
LaBelle profile shown in Fig. |.

Fig. 1. Smoothed hydropathy and clectric
charge plots of the RT DD domains of Table 1

The Asp-Asp domain is so short that the possi-
bility that its almost universal distribution among
RTs and other polymerasecs is due to convergent
evolution cannot be dismissed altogether (Lazcano
et al, 1991). However, both its presence in func-
tional polymerases and its practical significance in
the theoretical (Argos 1988) and experimental de-.
termination of polymerases {Yuki ct al. 1986) sug-
gest that it should not be substituted for equivalent
pairs (i.e., Asp-Glu, Asp-Asn, etc.) in the definition
of DD domains. Thus, we suggest that in spite of the
exceptions discussed here, i.c., the RTL-Crand La-
Belle elemernits, Argos (1988) rule 1 should be kept
unchanged. We also propose the modification of
rules 2, 3, 5, and 6, which should now read as fol-
lows: -

Rule 2, Position 7 can be occupied by Gly, Ala,
Met, Cys, Val, or Leu.

Rule 3. Position 6 can be occupied by Tyr, Ala,
Phe, Ser, Asn, Cys. Gly, Leu, le, or Met.

‘Rute 5. If only two amino ucids in positions 10to 14
are hydrophobic, then Ser must be present
in this segment.

Rule 6. Position 4 can be occupicd by a charged
amino acid residue.

The results discussed in this paper suggest that a



dctailed characterization of a DD domain should
take into account not only Argos's (1988) rules with
the modifications discussed here, but also addi-
tional information like the hydrophatic profiles and
secondary structure determinations, which help us
to understand the physicochemical properties of
this motif. Further experimental studies on the
functional and/or structural role on the DD domain
of RTs could benefit from the more stringent defi-
nition of this motil provided in this paper.
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DISCUBION ¥ CONCLUSIONES

Analizando los resullados que se presentan en la tabla 1 podemos ver que la mayoria de las RTs
encontradas en baclerias, intrones tipo Il, mitocondrias y retroiransposones, no cumpien por [0 menos
con alguna de las reglas de Argos (1988). Ello se podria explicar suponlendo que estas enzimas no juegan
un papel fundamental en el ciclo biolégico de dichos elementos genéticos, sino que mas bien dependen de
la polimerasa celular para replicarse, pues lo hacen en sincronia con la célula. Es decir, se puede pensar
que se encontrarian bajo presiones de seleccién mas relajadas que las RTs virales, en donde su
mantenimiento es necesario para completar el ciclo bioldgico de los retrovirus,

Es imporante hacer notar que el aminoéacido que se encuentra complelamente conservado en este
conjunto de secuencias es el primer &cido aspa&rico del doblete Asp-Asp, y en cambio el segundo se
presenta sustituido en dos ocasiones, en RTL-Cr que es parte del DNA mitocondrial de Chlamydomonas
reinhardtii se encuenira una asparagina y en el pldsmido mitocondrial de Newurospora Intermedia
denominado Labelle-1b se tiene un 4cido glutamico. Ello viene a reforzar Ia idea de que el primer residuo
de acido aspértico es probablemente uno de los mas importanies para mantener la actividad de la RT,
como lo sugieren los experimentos hechos por Larder ef a/ (1987). Surge asi la pregunta de cual es
realmente el papel funcional de este dominio y cual seria su relacién con el dominio DD de RNA y DNA
polimerasas, pues presenta caracteristicas que comparte con ambas a la vez que existen también
diferencias entre el dominio de RTs y RNA polimerasas con el de DNA polimerasas. Por ejemplo mientras
que-en RTs y RNA polimerasas el dominio DD se encuentra en la regién amino terminal de la proteina, en

. las DNA polimerasas esta localizado hacia el extremo carboxilo (Bernad ef /18904, b). Otra diferencia se

' observa al cambiar el primer aspartico de las RTs, estas pierde su actividad por completo. Ello no ocurre
sin embargo al sustituir el primer residuo de &cido aspartico en DNA polimerasas (DTDS), pero si se
sustituye Ia.treonina o el segundo aspartico, entonces la polimerasa se inactiva (Bernad et a/. 1990a). Es
importante hacer un estudio en el cual se puedan comparar los dominios de las diferentes polimerasas y
tratar entender las diferencias que presentan, asi como encontrar cual es su relaciéon entre si ya que
existen casos notables como el de LaBelie que presentando un dominio que podria decirse es de una RT
acthia como una DNA polimerasa (Schuite y Lambowitz, 1991), pero carece del dominio DD encontrado en
DNA polimerasas.

Hasta el momento se le han atribuido diferentes funciones a este dominio, pero queda todavia la
duda de cual es realmente su papel en el desempeifio de la actividad enzimatica. Una cosa es clara de
todo esto y es que cuando se han realizado experimentos de mutagénesis dirigida que afectan a estre sitio
la actividad de la proteina se ve disminuida o inhibida por completo , lo que indica la importancia de este
dominio dentro de la polimerasa. Recientemente se encontrd que la posible RNA polimerasa del virus de
necrosis pancreética infecciosa de salmones no tiene el dominio DD (Duncan ef g/ 1891), pero no se sabe
aun si son proteinas activas o no.
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Por tltimo es probable que no sea necesario que este motivo esté ocupado en cada una de sus
posiciones por aminiacidos especificos, sino que mas bien el conjunto de aminiacidos presentes en él ie
confleran una estructura secundaria y terciaria que formen parte de la proteina activa. Para tratar de
ayudarnos en esto son dliles los perfiles de hidropatia y carga que obluvimos, y que combinados con las
nuevas reglas propuestas en éste trabsjo nos permiten tener una mayor informacién acerca de este sitio
conservado en todas las RTs. Esta nueva definicién serd de importancia en futuros estudios experimentales
ahora en proceso.

Nota:  Recientemente Hsu ef a/ 1892 (J. Bacteriol 174: 2384-2387), publicaron la secuencia de un retrén
" encontrado enla bacteria Stigmatella surantiaca, cuyo dominio DD cumple con las nuevas reglas

propuestas en este trabajo
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