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RESUMEN

En este trabajo se compararon, primero por separado las
secuencias disponibles de la cadena 8 de la triptofano sintasa,
treonina sintasa, treonina deshidratasa y serina deshidratasa, y
luego entre ellas. Se pudo comprobar asi su origen monofilético,
lo que implica que estas cuatro enzimas dependientes de fosfato
de pirid_oxal, e involucradas en la biosintesis de amino&cidos,
provienen de un sélo gen ancestral del cual se originaron a
través de varias duplicaciones génicas. Este resultado apoya la
hipétesis de una enzima ancestral con poca especificidad por su

sustrato.

Se construyé un Aarbol filogenético con secuencias de 1la
cadena B8 de la triptofano sintasa, al cual se le puso raiz
utilizando como grupo externo la treonina sintasa de Bacillus
subtilis. Este 4rbol discrepa de los &rboles universales usando
las secuencias de genes parédlogos de las FoF -ATPasas Yy de los
factores de elongacién. Estas diferencias probablemente se deben
a varios eventos de transferencia horizontal de genes, lo cual
implica que estas moléculas no sean las adecuadas para inferir
filogenias de organismos. Estas enzimas dependientes de fosfato
de piridoxal presentan un reloj molecualr lento, lo que

dificultad su utilizacién como marcadores filogenéticos.
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METODOLOGIA
Las secuencias dsiponibles de 1la cadena 8 de 1la triptofano
sintasa, de la treonina sintasa, la treonina deshidratasa y la D-
serina deshidratasa de los tres 1linajes celulares existentes se
obtuvieron a partir de bisquedas en los bancos de genes de la
Facultad de Ciencias, (UNAM) y del Instituto de Biotecnologia UNAM en
Cuernavaca, Morelos. Algunas secuencias adicionales se consiguieron
bibliograficamente. La secuencia de Zea mays fue propocionada por
Thomas Mills de 1la Universidad de Houston, EEUU ‘{comunicacién
personal). Las secuencias fueron obteinidas del Gene Bank en DNA Y
aminodcidos. Las secuencias de DNA fueron traducidas a amonodcidos
con ayuda de progamas de computadora . Las secuencias fueron
comparadas por computadora en las terminales del Laboratorio de
Microbiologia de la Facultad de Ciencias. Para ello, se utilizaron
programas comerciales con. algoritmos gque permiten realizar 1los
alineamientos de las secuencias, principalmente el Fastp de Lipman y
Pearson (Lipman, 1985) y el Clustal iHiggins and Sharp, 1988, 1989).
Las secuencias se compararon una por una contra el resto, y también
se realizaron alineamientos miltiples para estudiar el grado de
similitud con cada una de ellas. A partir de esfos resultados, se
decidié si existe o no homologia entre las proteinas estudiadas,
usando los criterios de Doolittle (1989), y se construyé un arbol
filogenético en base a los porcentajes de similitud de las cadenas 8
de la triptcfano sintasa, con ayuda de programas de computadora. De
esta manera se espera comprender, como evoluciond este Qrupo de

enzimas biosintéticas dependientes de fosfato de pirodoxal .



Tabla 3. Secuencias de la cadena B de 1a triptofamo sintasa

Oroarisao Linaje celolar Referencia
Escherichia coli {Bubac. ) Burns y Yanofeky, 198%

G Salwonella typbisurium {Bubac. } Hyde et al. 1988

: Pseudomonas putida (Bubac. ) Eberly y Crawford, 1983

' Pseudomonas aeruginosa (Bubac. | Radero y Crawford, 1986

+  Caulobacter crecentus {Bubac. | Ross y Winkler, 1988

€ Brevibacterium lactofersentus (Hubac.| Katsui et al. 1986

: Bacillus subtilis (Rubac.)  Parsot, 1387

" Bacillus stearothermophilus {Bubac} Ishiwata, 1989
laczobacillus caser (Bubac.) Fatori et al. 1990
Theraus thermophilus (Bubac. ) Koyama § Purukava, 1989
Kethanococens voitae (Arque. ) Sibol y Henriquet, 1982
Kethanobacterium (Arque. | Neile et al.1991
toersoautetrophicun
Haloferax voicanii (Arque.)  Lam et al. 1390
Saccharomyces cerevisiae (Euca. ) talkin y Yanofsky, 1982
Neurospora crassa {Buca.) Pratt y DeNoss, 1383
Cropinus cinereus {Buca. | Skrzymia et al. 1948
Arabidops:s thaiiame {Buca. } Berlve, 1989

Tea mayvs {Buca. ) Kills 7.. con. per,
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fabla 4. Secuencias de la treonina sintasa

0rganisao Linaje celular Referencia
Escherichia coii {Bubac. ! Parsot et al. 1383
Brevibacteriun lactofermentus  (Iubac.) Naluabres et al. 1988
Bacillus subtilis {Bubac. } Parsot, 1986
Saccharomyces cerevisiae ifuca. | Aas y Rognes, 1930

Tabla 5. Secuencias de la treomina deshidratasa

Jrganismo Linaje celular Referencia
Ratus sp. [Buca.) ¥oda et al. 1988
Saccharomjces cerevisiae (Tuca. | . Rielland-Brand et al. 1984
Salmonella typhisuriua (Bubac. ) Taillon et al. 1988
Bscherichia coli (swbac.)  Datta et al. 1987

Tabala 6. Secuencias de la serina deshidratasa

Qroanismo Linaje celular Referencia
'&usﬂ;. {Buca.) Ogava et al. 1988
Hono sapiens {Buca.) Ogawa et al. 1989
Saccharomyces cerevislae {Buca. } Senfert, 1990
Escherichia coli {Rubac.} Schiltz y Schuittew, 1381

Secuencias de aminoacides de la triptofamo simtasa cadena 8 (Tabla 31, treomina sintasa Tabala 4}, treoninma
deshidrasatasa (Tabla 5) y serina deshisdratasa (Tabla 6) disponibles en el banco de genes de Bubacterias (Eubac.), de
arqueohacterias (Arque.) y eucariontes {Buca.)
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RESULTADOS

En primer lugar se alinearon por separado las secuencias
disponibles de cada una de las cuatro enzimas, i.e., cadena B de la
triptofano sintasa, treonina sintasa, treonina deshidratasa y serina

deshidratasa (Fig. 2-5, Matrices 1-4).

TRIPTOFANO SINTASA B

TRPBMz M= = = = e e e e
TRPBAt MAASGTSATFRASVSSAPSSSSQLTHLKSPFKAVKYTPLPSSRSKSSSFS

TRPBNC  ===== === e e e e e e

TRPBSC == mmm s o mmmm o e e e e e
TRPBCC == == mm o= o s s s m o e e e e e
TRPEMh M---=--- DGKEGK === === === == = oo o o e e
TRPBMY MK CNTK == = = = = = = = o e e oo
TRPBHV )
TRPBTh MLT === o o e e e e LPD-=---=~ FP
TRPBBS L e
TRPBBa L T
TRPBLC Mo e KTLNETTQQSTRA-~-~=~
TRPBBr MTEKENLGG- == ==========~~ STLLPAY-=-========-=--=uu-
TRPBPa MT====S==YRNG= == === == = === s e oo
TRPBPp MT- == ~QSQVRPG= === === m = mm oo oo
TRPBCT MNAPAKPNDYSAY - =~ === m s s s s oo oo
TRPBEC  =----=mmmccmccmccecmeaao TTLLNPY-~-====m=mmme————
TRPBSt  ====mmemcmcccemmeeee TTLLNPY---=====m=mmme e o

100
TRPBMZ ~ —--cmemmecccceeecea—a- QRPDAMGRFG- RFGGKYVTETLMHALTE
TRPBAt VSCTIAKDPPVLMAAGSDPALWQRPDSFGRFG-KFGGKYVPETLMHALSE
TRPBNC - ~=~LHGTIPK========m-mmmomm RFG-EFGGQYVPEALMDCLSE
TRPBSC ~==-ENHKHPI======mmmmmmmmm e RFG-DFGGQYVPEALHACLRE
TRPBCC ~=-GVENILPA~========mmeoceo- RFG-QFGGQYVPESLVDALAE
TRPBMV e T T DKNGYFG-EFGGQYIPEVLKPAVEE
TRPBMh ~ ———=—mmm e DGKFG-KYGGIFVPELLIPALEE
TRPBHV =~ ====-—mmmmmmmmmmmmmemeeeoan DGKFG-DYGGQYVPEALMPAIEE
TRPBTh Lmmmmmmem e PDARGRFG-PYGGRYVPETLIPALEE
TRPBBS  =--=-=-=--=m=eee——eeea- PYPNEIGRYG-DFGGKFVPETLMQPLDE
TRPBBA  =====ses-c;meeeeoo——a- RVPNEHGRFG-DFGGKFVPETLMLPLEE
TRPBLC ~ ==-===m=mmmmmmmcem oo GRYGKDFGGQYIPETLMTELEK
TRPBBY ~  ——---==m——mmmmmm el FG-EFGGQFVAESLLPALDQ
TRPBPA  ===-=--—=mmmmmmomemeoooo PDAKGLFG-GFGGQYVAETLMPLILD
TRPEPp ~ ===--==—mmmmm—mmmeeemmoa PDANGLFG-SFGGRYVAETLMPLVLD
TRPBCI ~ ===—---ccccmcm e oo PDAEGRFG-GFGGRYVAETLMPLVLD
TRPBEC ~ ==-mmmemmmme oo FG-EFGGMYVPQILMPALRQ

TRPBSt - —--mmmommmmmee FG-EFGGMYVPQILMPALNQ



TRPBMz
TRPBAt
TRPBNcC
TRPBScC
TRPBCcC
TRPBMV
TRPBMh
TRPBHV
TRPBTh
TRPEBs
TRFPBBa
TRPBLC
TRPBBr
TRPBPa
TRPBPpP
TRPBCr
TRPBEC
TRPBSt

TRPBMZ
TRPBAt
TRPBNC
TRPBSC
TRPBCC
TRPBMH
TRPBMv
TRPBHV
TRPBTh
TRPBBS
TRPBBa
TRPPBa
TRPBLC
TRPBBr
TRPBPp
TRPBCT
TRPBEC
TRPBSt

150
LESAFHALATDDEFQKELDGILKDYVGRESPLYFAERLTEHYKRADGEG-
LESAFYALATDDDFQRELAGILKDYVGRESPLYFAERLTEHYRRENGEGP

LEEGFNKIKDDPAFWEEYRSYYP-WMGRPGQLHKAERLTEY ==~~~ AGGA
LEKGFDEAVADPTFWEDFKSLYS~-YIGRPSSLHKAERLTEH-~=~~ CQGA
LEEAHKSAIEDPAFWEEVRSLYT-YSNRPSNLYLAENLTKE=-=~=~ AGGA
LKEAYKELKDDEDFQNELAYYLKHYAGRETPLYYAKNLTEKL~=~=~ GGA
LEAAFLHYSKDRRFNEDLEHYLREYAGRPTGLYHARNLSEKL ==~~~ GC-

LTAYERYVLDNEDGFMDDFRARLRDFGGRPTPLQRADRLSE~-~RYDREV-
LEAAYREAKKDPAFLEELDHYLRQFAGRPTPLYHAKRLSE-YW--~~GGA

IQTAFKQIKDDPAFREEYYKLLKDYSGRPTALTYADRVTEYL-~-~~~ GGA
IEAELDKALADESFKQEYIRILQHYSGRPTPLTFAPNLTRQL- =~~~ GGA
VTKAFNDLKDNPEFKAELNDLLVNYANRPSLLYYAKNMTEDL-~--~-~ GGA

LEKAFVDATNSPEFREELGGYLRDYLGRPTPLTECSNLPLA--GEGKGFA
LAREYEKAKDDPAFQEELAYFQRDYVGRPSPLYFAERLTEHC-----GGA
LAREYEAAKADPKFLEELAYFQRDYIGRPNPLYFAERLTEHC-~---GGA
LGKAYADAKADPEFQAQLKSYNTHYAGRPSPLYFAERLTEHF---~~ GGA
LEEAFVSAQKDPEFQAQFNDLLKNYAGRPTALTKCONITAG--TNTT---
LEEAFVRAQKDPEFQAQFADLLKNYAGRPTALTKCQNITAG--TRTT--~

200
LIYLKREDLNHTGAHKINMAVAQALLAKRLGKQRIIAETGAGQHGVATAT
LIYLKREDLNHTGAHKINNAVAQALLAKRLGKKRIIAETGAGQHGVATAT
NIWLKREDLNHTGSHKINNALGQLLLARRLGKKKIIAETGAGQHGVATAT
QIWLKREDLNHTGSHKINNALAQVLLAKRLGKKNVIAETGAGQHGVATAT
NIWLKREDLNHTGSHKINNALGQILLAKRIGKTRIIAETGAGQHGVATAT
RVYLKREDMLHTGAHKINNTIGQALLAGYMGKRRLIAETGAGQHGIATAA
KIYLKREDLLHGGAHKTNNTIGQALLAKKMGKTRIIAETGAGQHGVGTSM
-—-YLKREDLLHGGAHKLNNALGQVLLAKYMGKERIIAETGAGQHGTATAM
QVFLKREDLLHTGAHKINNTLGQALLARRMGKRRVIAETGAGQHGVSVAT
KIYLKREDLNHTGSHKINNALGQALLAKKMGKTKIIAETGAGQHGVAPAT
KMYLKREDLNHTGAHKINNAIGQALLAKRMGKKKLIAETGAGQHGVAAAT
KIYLKREELNHTGAHKINNCIGQILLARRMGKKRIIAETGAGMHGLATAT
KIYLKREDLNHTGAHKINNVIGQALLAKHLGKKRLIAETGAGQHGVATAT
RIFLKREDLVHGGAHKTNQVIGQVLLAKRMGKTRIIAETGAGQHGTATAL
KIFFKREELNHTGAHKVNNCIGQVLLAKRMGKKRLIAETGAGMHGVATAT
KIYFKRDELNHTGSHKINNALGQILLAMRMGKTRITIAETGAGQHGVATAT
=LYLKREDLLHGGAHKTNQVLGQALLAKRMGKTEIIAETGAGQHGVASAL
-LYLKREDLLHGGAHKTNQVLGQALLAKRMGKSEIIAETGAGQHGVASAL
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TRPBMz
TRPBAt
TRPBNC
TRPBSC
TRPBCC
TRPBMh
TRPBMV
TRPBHV
TRPBTh
TRPBBS
TRPBBa
TRPBLC
TRPBBr
TRPBPa
TRPBPpP
TRPBCT
TRPBEC
TRPBSt

TRPBMz
TRPBAL

TRPBNC
TRPBSC

TRPBCC
TRPBMH
TRPBMvV
TRPBHV
TRPBBS
TRPBBa
TRPBLC
TRPBBr
TRPBPS
TRPBPpP
TRPBCr
TRPBTh
TRPBEC
TRPBSt

250
VCRRFGLQCIIYMGAQDMERQALNVFRMRLLGAE--VRAVHSGTATLKDA
VCARFGLECIIYMGAQDMERQALNVFRMRLLGAE - -VRGVHSGTATLKDA
VCAKFGMECTVFMGAEDVRRQALNVFRMKLLGAK~~VVAVEAGSRTLRDA
ACAKFGLTCTVFMGAEDVRRQALNVFRMRILGAK~~-VIAVTNGTKTLRDA
VCAKFGLECVIYMGAEDVRRQALKLFRIEMLGGKAWVIPVHSGSCTLKDA
AGALFGMDVDVYMGTEDVERQKLNVFRMEISGA--RVIPVDSGSRTLKDA
AGALFGLETEIFMGRVDTERQQPNVARMKLLGAK-~VTPVDTGSKVLKDA
ACAHLDMPCEIYMGERDINRQRPNVFRMKLNGSE --VNPVTVGRGTLKEA
VAALFGLECVVYMGEEDVRRQALNVFRMKLLGAE--VRPVAAGSRTLKDA
VAAKFGFSCTVFMGEEDVARQSLNVFRMKLLGAE--VVPVTSGNGTLKDA
VAAHFGMDCIVFMGEEDIKRQELNVFRMKLLGAE~~VVPVSSGNRTLKDA
IAALMGMDCEIFMGKEDTDRQKLNVYRMELLGAK--VHPVTSGSMVLKDA
ACALMGLECVVYMGAKDVARQQPNVYRMQLHGAK--VIPVESGSGTLKDA
VAARFGLQCVIYMGTTDIDRQQANVFRMKLLGAE--VIPVTAGTGTLKDA
VAARFGLPCVIYMGATDIERQQANVFRMKLLGAE~~-IVPVTAGTGTLKDA
VCARFGLPCVVYMGATDVERQKPNVFRMNLLGAE--VRPVSSGTGTLKDA
ASALLGLKCRIYMGAKDVERQSPNVFRMRLMGAE--VIPVHSGSATLKDA
ASALLGLKCRIYMGAKDVERQSPNVFRMRLMGAE-~VIPVHSGSATLKDA

300
TSEAIRDWVDMVETTHYILGSVAGPHPYPMMVREFHKVIGKETRRQAMDK
TSEAIRDWVTNVETTHYILGSVAGPHPYPMMVRDFHAVIGKETRKQALEK
VNEALRYWVUNLADTHYIIGSAIGPHPFPTIVRTFQSVIGNETKQQMLE -
TSEAFRFWVTNLKTTYYVVGSAIGPHPYPTLVRTFQSVIGKETKEQFAAM
VNEAMRDWVTNLSTTHYLVGSAIGPHPFPTIVRDFQKVIGEEIKAQLKEV
INQAMRDWISSVEDTHYLIGSTMGPHPYPTMVKHFQSVIGREAREQILET
VNEAMRNWTATFENTHYLLGTVMGPHPFPTMVRDFQSVIGKEVKKQIMEQ
ISETMRDWETNVEDTHYVIGSVVGPHPFPSMVRDFQSVISEEARTQAREK
TNEAIRYWVQHCEDHFYMIGSVVGPHPYPQVVREFQKMIGEEAKDQLKRI
TNEAIRYWVAHCDDHFYMIGSVVGPHPYPKMVREFQRIIGDEAKEQFLAC
VNATLQEWASPSDDTFYVLGSAVGPAPFPEMVKHFQSVISTESKQQLQAK
VNEALRDWTATFHESHYLLGTRAGPHPFPTIVREFHKVISEEAKAQMLER
MNEALRDWVTNVDSTFYLIGTVAGPHPYPAMVRDFQAVIGKETREQLAEK
MNEALRDWVTNVEDTFYLIGTVAGPHPYPAMVRDFQSIIGKETRAQLQEK
MNEAMRDWVTNVHDTYYLIGTAAGPHPYPVMVRDFQSVIGAEAREQILEM
TNEAIRDWITNVRTTFYILGSVVGPHPYPMMVRDFQSVIGEEVKRQSLEL
CNEALRDWSGSYETAHYMLGTAAGPHPYPTIVREFQRMIGEETKAQILER
CNEALRDWSGSYETAHYMLGTAAGPHPYPTIVREFQRMIGEETKAQILDK

1%



TRPBMz
TRPBAt
TRPBNc
TRPBSc
TRPBCcC
TRPBMH
TRPBMvV
TRPBHV
TRPBTh
TRPBBs
TRPBBa
TRPBLC
TRPBBr
TRPBPa
TRPBPP
TRPBCr
TRPBEC
TRPBSt

TRPBMz
TRPBAt

TRPBNc
TRPEScC

TRPBCc
TRPBMH
TRPBMv
TRPBHvV
TRPBTh
TRPBBs

TRPBBa
TRPBLC

TRPBBI
TRPBPa
TRPBPp
TRPBCr

TRPBEcC
TRPBSt

350
W-GGKPDVLVACVGGGSNAMGLFHEF-=-====~~-~- VEDQDVRLVGLEAAG
W-GGKPDVLVACVGGGSNAMGLFHEF---~===-= VNDTEVRMIGVEAAG
KRGKLPDAVVACVGGGSNAVGMFYPFSND=======~-~ PSVKLLGVEAGG
NNGKLPDAVVACVGGGSNSTGMFSPFEHD—=~-————— TSVKLLGVEAGG
=-RGKLPDVVVACVGGGSNAIGTFYDFIPD--=-==—~—= KSVRLVGVEAGG
E-GELPDTIIACVGGGSNAIGIFSAFLDDDV=-—-=—====~— ELIGAEGGG

E-ERLPDYLVACIGGGSNAMGLFHPFLSNNISTGNDDAKNVKMIGIEAAG
L-GRLPDAVVACAGGGSNTMGAFAEFVDDEETALYAVEAGGSTLEVD~-~-

F-GRLPDALIAAVGGGSNAIGLFAPF-~-=--- AYLPEGRPKLIGVEAAG
E-GTMPDKVVACVGGGSNAMGMFQAFLNEDV--—~~==~=== ELIGAEAAG
E-GKLPDVIVACVGGGSNAIGMFYPFLQDDV--=======- RLVGVEAAG
E-AQLPDMVVACVGGGSNAIGSFAAYI-~=====-~ DDPSVQLVGVEAAG
T-GKLPDVVVACVGGGSNAIGMFADFIDDE-=======~ GVELVGAEPAG
E-GRLPDSLVACIGGGSNAMGLFHPF-=-======= LDDAGVQIVGVEAAG
E~GRLPDSLVACVGGGSNAMGLFHEF-==~==~=== LEEPSVQIIGVEAGG
E-GRLPDAVVACIGGGSNAIGLFHPF~======== LGDEGVRLIGVEAAG
E-GRLPDAVIACVGGGSNAIGMFADFINET========~ NVGLIGVEPGG
E-GRLPDAVIACVGGGSNAIGMFADFINDT=~======~ SVGLIGVEPGG

400

HGVDTDKHAATLTKGQVGVLHGSMSYLLQDDDGQVIEPHSISAGLDYPGV
FGLDSGKHAATLTKGDVGVLHGAMSYLLQDDDGQITEPHSISAGLDYPGV
DGVDTPRHSATLTAGSKGVLHGVRTYILQNQYGQIEDTHSISAGLDYPGV
DGVDTKFHSATLTAGRPGVFHGVKTYVLQDSDGQVHDTHSVSAGLDYPGV
EGIDGHKHSATLSMGQPGVLHGVRTYILODKAGQITETHSISAGLDYPGV
EGIESGNHGATLSAGSEGVLHGSLSYVLQDDDGQINEAHSVSAGLDYPGV
KGLNTSLHGASITKGEKGVLHGMLSYFLQDEDGQIEEAYSISAGLDYPGI
EEAGVAPNSASLTTGSEGILHGARTRLLODRDGQIMESHSVSSGLDYAGV
EGLSTGRHAASIGAGKRGVLHGSYMYLLYDHDGQITPAHSVSAGLDYPGV
KGIDTPLHAATISKGTVGVIHGSLTYLIQDEPGQITEPYSISAGLDYPGI
KGIDTPYHAATITKGTKGVIHGAMTYLLODEYGQIVEPYSISAGLDYPGV
KGADTDRTAATIERGSVGIFHGMKSLFMQNEDGQIDPVYSISAGLDYPGV
EGLDSGKHGATITNGQIGILHGTRSYLMRNSDGQVEESYSISAGLDYPGV
HGIDTGKHAASLNGGVPGVLHGNRTFLLQDADGQIIDAHSISAGLDYPGI
HGVHTDKHAASLNGGVPGVLHGNRTYLLQDEDGQITDAHSISAGLDYPGI
HGVSTDKHAASLTGGRPGVLHGNRTYLLQDDDGQIIDAHSISAGLDYPGI
HGIETGEHGAPLKHGRVGIYFGMKAPMMQTEDGQIEESYSISAGLDFPSV
HGIETGEHGAPLKHGRVGIYFGMKAPMMOTADGQIEESYSISAGLDFPSV

20
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450
TRPBMz GPEHSFLKDIGRAEYDSVTDQEALDAFKRVSRLEGIIPALETSHALAYLE
TRPBAt GPEHSFFKDMGRAEYYSITDEEALEAFKRVSRLEGIIPALETSHALAYLE
TRPBNc GPELSNWKDTERAKFVAATDAQAFEGFRLMSQLEGIIPALESSHGIWGAL
TRPBSC GPELAYWKSTGRAQFIAATDAQALLGFKLLSQLEGIIPALESSHAVYGAC
TRPBCcC GPEHAWLKDSGRADYVVCTDEDALRGFRMLTQKEGIIPALESSHAIWEGY

TRPBMH GPEHAYLMETGRAMYEPITDAEALRGFKLLSRCEGIMPALESAHAIACLE
TRPBMV GPEHAYLHNLGRVQYASATDKQALKAFMELTRTEGIIPALESSHAIAYAI
TRPBHV GPELAHLVDTGRVTAVNVDDDAALTAFHRLSQMEGIIPALESAHAFGYLE
TRPBTh GPEHSYYADAGVAEYASVTDEEALEGFKLLARLEGIIPALESAHAIAYAA
TRPBBsS GPEHAYLHKSGRVTYDSITDEEAVDALKLLSEKEGILPAIESAHALAKAF
TRPBBRa GPEHAYLASIGRVRYESVTDEEAVAAFRLLAQTEGIIPAIESAHAVAKAV
TRPBPa GPEHAWLHDIGRVEYTSITDDEALEAFHTCCRLEGIIPALESSHALAEVF
TRPBPP GPEHAYLHEVKRVEYVSITDDEALDAFHATCRLEGIIPALESSHALAEAI
TRPBCT GPEHSFLHDIGRAEYVSTTDTEALEAFKLCSTLEGIIPALEPAHALARVG
TRPBLcC GPEHAALAQEGRAQYVGITDDEAVEAFTYIAKQEGIVAAIESCHAIAYVE
TRPBBr GHSTHTCTPPARTTLVSPTPKPSKHS-SSLARYEGIIPRTGILTRVRLRL
TRPBEC GPQHAYLNSTGRADYVSITDDEALEAFKTLCLHEGIIPALESSHALAHAL
TRPBSt GPQHAYLNSIGRADYVSITDDEALEAFKTLCRHEGIIPALESSHALAHAL

500
TRPBMz KLCPTLADGVR==~=-—===~ VVVNCSGRGDKDVHTASKYLDV===mm===~
TRPBAL KLCPTLSDGTR-~~——==== VVLNFSGRGDKDVQTVAKYLD === == ===~
TRPBNc ELAKTMK-PDED--—-—=~=~ VVICLSGRGDKDVQSVADELPIIGPKIGWD
TRPBSC ELAKTMK-PDQH-~~===== LVINISGRGDKDVQSVAEVLPKLGPKIGWD
TRPBCC KIAKSLP-KDKD--===-==~ IVICLSGRGDKDVEQISELLPKWADKLDWH
TRPBMH KYASKPENRGKT - === ===~ VIVNLSGRGDKDMFLAAGLLGV~=== ===~
TRPBMV ENAGNMD-KDDI-~=-==-==-~ MVINLSGRGDKDLNTVINAV-~HK=-=~==-~
TRPBHV VWSSGPDAPDAENADDLGEYVVVNVSGRGDKDLESAIEETYERDIDIAPN
TRPBBS KLAKGMD-RGQL=-====== ILVCLSGRGDKDVNTLMNVLE~===E==~~
TRPBBa ELAQSMS=PDET-====—-~- VLICLSGRGDKDVQTMMRHLGAKEGE -~~~
TRPBPa KRAPSLP-KEHI-======~ MVVNLSGRGDKDMQTVMHHMQ-QE~----~-~
TRPBPP KRAPKLP-KDHL=-~===~-~- MVVCLSGRGDKDMQTVMNHMAAQE = = ===~
TRPBCT EIAQELG-KGKI--==—==~ VUMNLCGRGDKDIFTVAEAL===Gr=m===~
TRPBTh KVVPEMD-KDQU == == ===~ VVINLSGRGDKDVTEVMRLLGGE==~~=~~
TRPBLC KIAPQMA-KDQI~===—==—-- IICTLSGRGDKDVASIAKYKG-==-—===-
TRPBBT KRAKTAEEEGQNLT-~~~-~- ILVSLSGRGDKDVDHRAGTLEENP--~=-~
TRPBEC KMMRENPDKEQLL===~===~= VUNLSGRGDKDT == ===~ FTVHD-----~
TRPBSt KMMREQPEKEQLL-~=====~ VVNLSGRGDKDI-==~~=~ FTVHD -~ -~~~

Fig. 1. Alimeacidn de las secuencias de la cadena & de 13 triptofanc sintasa (TRPB). lea mays {Mills, com. per.!
Aradidopsis thaliapa (TRPBAtiiBerlyn, 1989}, Neurospora crassa [(TRPBNc)(Pratt y DeMoss, 19B8), Coorinus cinereus
ITRPBCc|!Skrzynia et al, 1989], Saccharomyces cerevisiae (TRPBSc)(Ialkin y Tanofsky, 1982]. Methanobacteriua
therscautotrophicus (TAFBNH)ie:le €t ai, 1991], Metbanococcus voltae [TRPBNv)ISibol y Remriquet, 1988), Haloferax
voicanil (TRPBAV)ILam et al. 1330], Thermus thermophilus ITRPBTA)|Koyama y Furukawa, 1989}, Bacillus subtilis
ITRPBBS } [ Parsot, 293?Jl_'Ea-:-ﬂIus_stearutherlephllﬁs ['TRPBBa) (Ishiwata, 1989). lactobacillus caser [TRPBLC)(Katori et
1. 19901, Brevibacteriua lactofernentun {TRPBBr ) (Matsul et al. 1986}, Caulcbacter crescentus [TRPBCr} {Ross y Winkler,
19881, Pseudononas aeruginosa (TRPBPa){Hadero y Crawford, 98], Pseudomonas putida (TRPBPp)|Eberly y Crawford, 1989),
salmonella typhiaur:iun [TREBSt](Hyde et al. 1988) y Escherichia coli (TRPBEc](Burns y Tanofsky, 1983},
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8.1 55.2 43.4 140

6.4 52.7 49.3 71,2 84

4.9 52.8 55.5 57.4 55.8 55.3

6.0 52.2 56.0 57.4 54.5 55.0 96.5

5.6 50.5 46.6 59.4 §5.4 55.8 52.7 2.1

8.3 53.7 50.9 59.9 5§7.3 57.1 52.1 51.8 T4.4

7.1 53.9 53.5 60.4 59.2 57.5 53.5 53.6 62.3 66.3

7.7 32.1 4.7 65.3 65.3 61.9 56.3 55.8 59.5 58.8 59.4

5.7 54.8 51.8 58.1 59.6 59.9 54.6 95.0 SI.1 52.8 53.5 51.2
9.9 47.7 45.5 54.8 52.9 52.6 49.0 49.2 49.2 49.2 49.0 55,3 49.¢
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Matriz § 1. Porcersates de sizilitud entre las secuer.ias de la cadema B de la triptofano sintasa. Thermus
thersophilus, [ThiiKoyama y Furvvava, 153C!, Bacillus stearothermophilus (Ba)(Ishiwata et al. 1989), Bacillus subtilis
(BsT(Parsot, 1987, Lactebacillus casel (Lc[TNatorr et. al. 1990), Brevibacterium lactofermentus (BrjlHatsul et al.
1986;. Caulobacter crecentus [Cr)(Ross y Winkler, T988], Pseudomonas aeruginosa (Pa)(Radero and Crawford, 19461,
Pseudononas putida (Pp)iEberly y Crawford, 1989), Salaonella typhimurium [St){Crawfosd et al. 1380), Bscherichia coli
Tici. Saccharomyces cerevisiae [Sc}(Zalkin y Yanofsky, 192), Wemrospora crassa (Nc|(Buras y Tanofsky, 1989],

Coprinus cimereus (Cc(Skrzynia et al. 1989), Arabidopsis thaliana (At](Berlyn et al. 1989), Methanococcus voltae

TNv1TS1beTd y Renriguet, 1988! y Haloferax volcanii (Hv)ilam L33 jj. 19901,

TREONINA SINTASA

THRSBr
THRSBs
THRSEc
THRSSc

THRSBr
THRSBs
THRSEcC
THRSSc

THRSBr
THRSBs
THRSEcC
THRSSc

THRSBr
THRSBs
THRSEcC
THRSSc

M----KLYNLKDHNEQ--VSFAQAVTQGLGKNQGLFFPHDLPEFSLTEI~
MPNASQVYRSTRSSSPKTISFEEAIIQGLATDGGLFIPPTIPQVDQATLF

100
---------------------- EKTPDVSLMEG------=---NTPLIPLL
---------------------- DQTPALTLHEG~--~-~===NTPLIHLP
DEMLKLDFVTRSAKILSAFIG-DEIPQEILEERVRAAFA~=-=-=~---- FP
NDWSKLSFQDLAFAIMRLYIAQEEIPDADLKDLIKRSYSTFRSDEVTPLV

150
NISKQLGVQLYGKYEGANPTGSFKDRGM-~=~-~~=~=~ VMAVAKAKEEGSE
KLSEQLGIELHVKTEGVNPTGSFKDRGM-~=~-~~~~= VMAVAKAKEEGND
APVANVESDVGCLELFHGPTLAFKDFGGRFMAQMLTHI~=~=—===-~ AG

ONVTGDKENLHILELFHGPTYAFKDVALQFVGNLFEYFLQRTNANLPEGE

200
----AIICASTGNTSASAA-AYAARLGMKCIIVIPEGKIA~-HGKLAQAV
---=-TIMCASTGNTSAAAA-AYAARANMKCIVIIPNGKIA--FGKLAQAV
DKPVTILTATSGDTGAAVAHAFYGLPNVKVVILYPRGKISPLQEKLFCTL
KKQITVVGATSGDTGSAAIYGLRGKKDVSVFILYPTGRISPIQEEQMTTV
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250
THRSBr AYGA-EIISIEGNFDDALKAVRNIAAEEPITL=-====~ VNSVNPYRIEGQ
THRSBs MYGA-EIIAIDGNFDDALKIVRSICEKSPIAL===-~- VNSVNPYRIEGQ
THRSEC -GGNIETVAIDGDFDACQALVKQAFDDEELKVALGLNSANSINISRLLAQ
THRSSc PDENVQTLSVTGTFDNCQDIVKAIFGDKEFNSKHNVGAVNSINWARILAQ

300
THRSBr KTAAFEICDQLONAPDV----LAIPVGNAGNITAYWKGFCEYEKEKGYKK

THRSBs KTAAFEVCEQLGEAPDV----LAIPVGNAGNITAYWKGFKEYHEKNGTGL
THRSEcC ICYYFEAVAQLPQETRNQLV-VSVPSGNFGDLTA-~-~-GL-~-LAKSLGLPV
THRSSc MTYYFYSFFQATNGKDSKKVKFVVPSGNFGDILA~~~GY-~FAKKMGLPI

THRSBr PRIH--GFEAEGAAAIVKGHVIEEPETIATAIR---~-IGNPASW~=~~=~~
THRSBs PKMR--GFEAEGAAAIVRNEVIENPETIATAIR-~--IGNPASW~=-~-=-
THRSEcC KRFIAATNVNDTVPRFLHDGQWSPKAT~QATLSNAMDVSQPNNWPRV~~~
THRSSc EKLAIATNENDILDRFLKSGLYERSDKVAATLSPAMDILISSNFERLLWY

400
THRSBr  =-=SYAVEAAEQSHGEI===========-mm—mmmmooaoomnen DMV
THRSBS  --=-DKAVKAAEESNGKI----~===-==~== R R R Rt DEV
THRSEC  —=m=-===m=m-——mmmmeoee EELFRRKIWQL-=======~- KELGYAAV
THRSSC  LAREYLANGDDLKAGEIVNNWEQELKTNGKFQUDKSIIEGASKDFTSERV

450
THRSBr SDEEILHA-=====-=====- b e L RLLAKTE=------ G
THRSBs TDDEILHA-———===~==m~—- e i e QLIARVE-==--- G
THRSEC  DDETTQQTMRELKELG----- YTSEPHAAVAYRAL-~--~~RDQLNPGEYG

THRSSc SNEETSETIKKIYESSVNPKHYILDPHTAVGVCATERLIAKCNDKSIQY-

500
THRSBr VFAEPGSNASLAGVIKHVESG~--~KIKKGETVVAVLTGNGLKDPDIAIS
THRSBs VFAEPGSCASIAGVLKQVKSG--~-EIPKGSKVVAVLTGNGLKDPNTAVD
THRSEC LFLGTAHPAKFKESVEAILG-==~=== ETLDLPKELA=-==-==-======= E
THRSSc ISLSTAHPAKFADAVNNALSGFSNYSFEKDVLPEELKKLSTLKKKLKFIE

526
THRSBr SNQLDIASVSNDIEQIKDHIKGVIMS
THRSBs ISEIKPVTLPTDEDSILEYVKGAARV
THRSEC RADLPLLSHNLPADFAALRKLMMNHQ
THRSSc RADVELVKNAIEEELAKMK-=----~ L

Fig. 3. Alineacidn de las secuencias de treonina sintasa (THRS| de Brevidbacterium lactofermentus [THRSBr)(Malumbres et

al. 1388}, Bacillus subtilis (THASBs)(Parsot, 1986], Escherichia coli [THRSBc:(Parsot et al. 1983} y Saccharoayces

‘cerevisiae [THRSSC](Aas y Rogmes, 1990).
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THRSEc THRSBs THRSBr THRSSc
THRSEC ~--
THRSBs 24.1 i
THRSBr 21.6 69.0 -
THRSSC 35.5 21.0 21.6 -
Natriz § 2. Porcentajes de similitud emtre las secoeacias de la tronina sintasa THRS de Bscherichia coli

{TERSEci(Parsot et al. 1983),  Bacilles subtilis (THRSBs)(Parsot, 1986), Brevibacteriu Tactofernentun
(THRSBr| (Naluabres et al. 1988) y Saccharomyces cerevisiae (THRSSc)(Aas y Rogmer, 1390).

TREONINA DESHIDRATASA

THRDRa MAA=-====— e rr e e r e e e e m e ——————————————— QESL
THRDEcC MHITYDLPVAIDDIIEAKQ=-=======-= RLAGRIYKTGMPRS-~--=====~
THRDSt MAES---QPL-SVAPEG---------e e m e e e e e e e
THRDSc MSATLLKQPLCTVVRQGKQSKVSGLNLLRLKAHLHRQHLSPSLIKLHSEL

100
THRDRa HVK-===m==mmmmcmcc e e TPLRDSMALSKVAGTSVFLKMD
THRDEC = -—==—=—==mm NY=mmmm e e FSERCKGEIFLKFE
THRDSt = =-=====—=-- AEYLRAVLRAPVYEAAQUTPLQKMEKLSSRLDNVILVKRE
THRDSC KLDELQTDNTPDYVRLVLRSSVYDVINESPISQGVGLSSRLNTNVILKRE

150
THRDRa SSQPSGSFKIRG- IGHLCKMKAKQGCKHFVCSSAGNAGMATAYAARRLGL
THRDEC NMQRTGSFKIRGAFNKLSSLTDAEKRKGVVACSAGNHAQGVSLSCAMLGI
THRDSt DRQPVHSFKLRGAYAMMTGLTEEQKAHGVITASAGNHAQGVAFSSARLGV
THRDSC DLLPVFSFKLRGAYNMIAKLDDSQRNQGVIACSAGNHAQGVAFAAKHLKI

200
THRDRa PATIVVPSTTPALTIERLKNEGATVEVVGEMLDEAIQLAKALEKNNPGWV
THRDEC DGKVVMPKGAPKSKVAATCDYSAEVVLHGDNFNDTIAKVSEIVEME-GRI
THRDSt KSLIVMPKATADIKVDAVRGLGGEVLLHGANFDEAKAKAIELAQQQ-GFT
THRDSC PATIVMPVCTPSIKYQNVSRLGSQVVLYGNDFDEAKAECAKLAEER-GLT

250

THRDRa YISPFDDPLIWEGHTSLVEKELKETLSA--KPGAIVLSVGGGGLLCGVVQG
THRDEC FIPPYDDPKVIAGQGTIGLEIMEDL-~--YDVDNVIVPIGGGGLIAGIAVA
THRDSt WVPPFDHPMVIAGQGTLALELLQQ-~~DSHLDRVFVPVGGGGLAAGVAVL
THRDSc NIPPFDHPYVIAGQGTVAMEILRQVRTANKIGAVFVPVGGGGLIAGIGAY
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300
THRDRa LREVGWEDVPIIAMETFGAHSFHAAVKEGKLVTLPKITSVAKALGVNTVG
THRDEC IKSIN-PTIRVIGVQSENVHGMAASFHSGE ITTHRTTGTLADGCDVSRPG
THRDSt IKQLM-PQIKVIAVEAEDSACLKAALEAGHPVDLPRVGLFAEGVAVKRIG
THRDSc LKRVA-PHIKTIGVETYDAATLHNSLQRNQRTPLPVVGTFADGTSVRMIG

350
THRDRa AQTLKLFYEHPIFSEVISDQEAVTAIEKFVDDEKILVEPACGAALAA-~~-
THRDEc NLTYEIVRELVDDIVLVSEDEIRNSMIALIQRNKVVTEGAGALACAAL~-
THRDSt DETFRLCQEYLDDIITVDSDAICAAMKDLFEDVRAVAEPSGALALAGMKK
THRDSc EETFRVAQQVVDEVVLVNTDEICAAVKDIFEDTRSIVEPSGALSVAGMKK

THRDRa = =r=-=====e=—- e ——————
THRDEC  LSGKLDQYIQNRKT=--VSIISGGNIDLSRVSQITG-=====mm=======
THRDSt  YIA--QHNIRGER--LAHVLSGANVNFHGLRYVSERCELGEQREGLLTVT
THRDSC  YISTVHPEIDHTKNTYVPILSGANMNFDRLRFVSERAVLGEGKEVFMLVT

450
THRDRa o e emmmmmee=YSGV -~
THRDEC == cmecescc e s s s s me s e e e e e e o e e
THRDSt IPEEKGNFPKFCQLLGGRMVTEFNYRFADAKN-===~==~ ACIFVGVRVS
THRDScC LPDVPGAFKKMQKIIHPRSVTEFSYRYNEHRHESSSEVPKAYIYTSFSVV

500
THRDRa ~ -===========- ol =====VCRLQA===~==ve=a== EARL-

THRDEC  ==m==mecceccemee—e-- e -
THRDSt QGLEERKEIITQLCDGGYSVVDLSDDEMAKLHVRYMVGGRPSKPLQERLY
THRDSC DREKEIKQVMQQLNALGFEAVDISDNELAKSHGRYLVGG~ASKVPNERII

550
THRDRa  ==~e=-- QTPLASLVVIVCGGSNISLAQLQALKAQLG==~==m-am—=-
THRDEC = m e m o e e e o e e e e e o e e e e
THRDSt SFEFPESPGALLKFLHTLGTHWNISLFHYRSHGTDYGRVLAAFELGDHEP
THRDSc SFEFPERPGALTRFLGGLSDSWNLTLFHYRNHGADIGKVLAGISVPPREN

529
THRDRA = =====- LNEL=-====~eeee—nan LK-
THRDEC  ==m=======eccceeccecme—a= FVDA
THRDSt -DFETRLHELGYECHDESNNPAFRFFLAG

THRDSc LTFQKFLEDLGYTYHDETDNTVYQKFLKY

Fig. 4 Alipeacitn de las secuencias de treonina deshidratasa (THRD) de Ratus sp. {THRDRa}{Woda et al. 1983),
saccharonyces cerevisiae (THRDSc)(Kielland-Brand et al. 1984}, Bscherichia coli (THRDEc)(Datta et all 1987)
SalnonelTa typhinurium (TRRDSE)(Taillon et al. 1988].
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THRDRa THRDSc THRDSt THRDEC
THRDRa ---
THRDSc 27.1 -——
THRDSt 26.4 44.7 -—
THRDEC 24.6 35.0 36.8 —
Matriz 3. Indices de similited entre las secuencias de treonina deshidratasa (THRD) de Ratus sp. (THRDRa)(Noda et al.

1988), Baccharomyces cerevisiae (THRDSc)(Kielland-Brand et al. 1984, Escherichia coll (TERDEc){Datta et al. 19817 ¢
salnonella typhineriva imstirmllong_t'!}. 1988).

SERINA DESHIDRATASA

50
SERDHU  MMSG--EPLHVKTPIRDSMAL-~--=—===== SKMAGTSVYLKM---—-~
SERDRa  MAAQ--ESLHVKTPLRDSMAL======a=eux SKVAGTSVFLKM===~—=
SERDSC  MEMT--H--YEKTPLIRQUFN---==c===m- NGKTNSWFYVKH-=-=-~~
SERDEC  MENAKMNSLIAQYPLVKDLVALKETTWFNPGTTSLAEGLPYVGLTEQDVQ

100
SERDHU = =--=-=--===== -=======DSAQPSGSFKIRGIG-HFCKRWAKQGCAHFVC
SERDRA  =—=-====--—o—e ---DSSQPSGSFKIRGIG-HLCKMKAKQGCKHFVC
SERDSC  --—==-—=- ~==--=---EILQPGGSFKSRGIG-HLIRK=-===-======
SERDEc  DAHARLSRFAPYLAKAFPETAATGGIIESELVAIPAMQKRLEKEYQQPIS

150
SERDHU  SS=====m=m-mm e e e e e
SERDRa  SSVVQIWGSRM------ RGRSHS----GDEQPHVRSQALLP---DTPSPL
SERDSC = ====m=mmccmcccaoo ————————— SNQQPLSEGSGKLA---VFSS-~
SERDEC  GQLLLKKDSHLPISGSIKARGGIYEVLAHAEKLALEAGLLTLDDDYSKLL

200
SERDHU  =A=-===-m-=---eaa- GNAGMAAAYAARQLGVPATIVVPGTTPALTIE
SERDRAa TA-----m==ceeceaa- GNAGMATAYAARRLGLPATIVVPSTTPALTIE
SERDSC  SG-========————=—== GNAGLAAATACRSMALNCSVVVPKTTKPRMVK
SERDEC  SPEFKQFFSQYSIAVGSTGNLGLSIGIMSARIGFKVTVHMSADARAWKKA

250
SERDHuU  RLKNEGATCKVVGELLDEAFE----- LAKALAKNNPGWVYIPPFDDPLIW
SERDRa  RLKNEGATVEVVGEMLDEAIQ----- LAKALEKNNPGWVYISPFDDPLIW

SERDsSc KIQSAGAKVIIHGDHWGEADEYLRHKLMAQESQHGSKTLYVHPFDNETIW
SERDEc KLRTHGVTVVEYEQDYGVAVE----~ EGRKAAQSDPNCFFIDDENSRTLF
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300
SERDHu EGHASIVKELKETLWE======== KPGAIALSVGGGGLLCGVVQGLQECG
SERDRa EGHTSLVKELKETLSA-=======~ KPGAIVLSVGGGGLLCGVVQGLREVG

SERDSc EGHSTIVDEIIEQLKEND--ISLPRVKALVCSVGGGGLFSGIIKGLDRNH
SERDEC LGYSVAGQRLKAQFAQQGRIVDADNPLFVYLPCGVGGGPGGVAFGLK-LA

3150
SERDHu WGD=-VPVIAMETFGAHSFHAATTAG--KLVSLPKITSVAKALGVKTVGSQ
SERDRa WED-VPIIAMETFSAHSFHAAVKEG-~-KLVTLPKITSVAKALGVNTVGAQ
SERDSc LAEKIPVVAVETAGCDVLNKSLKKG-~-SPVTLEKLTSVATSLASPYIASF
SERDEcC FGDHVHCFFAEPTHSPCMLLGVHTGLHDQISVQDI-GIDNLTAADGLAVG

400
SERDHu ALKLFQEHPIFSEV-~~~--ISDQEAVAAIEKFVDDEKILVEPAWGAALAA
SERDRa TLKLFYEHPIFSEV====~- ISDQEAVTAIEKFVDDEKILVEPACGAALAA

SERDSc AFESFNKYGCKSVV-=~--LSDQDVLATCLRYADDYNFIVEPACGASLHL
SERDEC RASGFVGRAMERLLDGFYTLSDQTMYDMLGWLAQEEGIRLEPSALAGMAG

450
SERDHU  VYS--HVIQKLQLEGNLRTPL--PSLVVIVCGGSNISLAQLRALKEQLGM
SERDRa  VYS--GVVCRLQABGRLQTPL--ASLVVIVCGGSNISLAQLQALKAQLGL
SERDSC  CYH--PEILEDILEQKIYED---DIVIITACGGSCMTYEDLVKASSTLNV
SERDEC  PQRVCASVSYQQMHGFSAEQLRNTTHLVWATGGGMVPEEEMNQY---LAK

SERDHu TNRLPK
SERDRa -NELLK
SERDSc =
SERDEc G-=---R

Mg. 5. Alimeacidn de las secuencias de la serinma deshidratasa (SERD) de Home sapiens (SBRDRu)(0gawa et al. 198%),
Ratus sp. (SKRDRa)(Ogava et al. 1988), Saccharomyces cerevisiae (SBEDSc)iSeafert. 1930} y Bscherichia coli
(SERDEc) (Marceau, 1988).

SERDRa SERDHu SERDSc SERDEcC
SERDRa  ---
SERDHu 82,9 ===
SERDSc 32.7 34.8 -——

SERDEc 21.9 20.9 17.7 s

Matriz } 4. Indices de similiutud enmtre las secuencias de la serina deshidratasa [SIRD) de Homo sapiens
(SERDHu| (Dgawa _e_tl}. 1989), Ratus sp. 15llmta|llugmit_§_l. 1988), Saccharomyces cerevisiae (SERDSc)(Seufert, T990) y
Escherichia coll (SERDEe)(Marceau, 19881,
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otros indices de similitud fueron obtenidos a partir de la
alineacién de las secuencias de la cadena 8 de la triptofano sintasa
contra las secuencias de la treonina sintasa, treonina deshidratasa y

serina deshidratasa (Tabla 7 y 8 ).

Tabla 7 de Porceatajes de similitd
0P SERDRa SERDEu SERDSc SERDEC YHRDRa THADSc THRDSt THRDEC

TRPBEc 200 237 239 5.0 14 2L 4 182
TeBSt 1.1 230 s 250 2.5 0.7 214 19.2

TMPBBr 5.4 260 26.2 5.8 0.3 3.1 17.8
TResPp 5.4 20,5 137 4 750 168 21
TRPBP2 5.4 W9 5.0 4.3 15.0 8.1
TRPBC 239 M8 W1 215 2.8 333 .7
TRPBBS 215 276 2.3 159 25 25.0 M4 9.7
TRPBB:  58.3 5. . 583 206 A4 264
TRPBLe 0.0 30.6  d1.2 2.8 U.% 0.8 236
TeETR MM 0.2 0.7 5.4 1.8 9.4 250
TPBAt 313 4.6 132 I3 e n2 o na
mTeBse 18,2 26.9 0.9 .1 181 5.0 4 W3
TRPBEc 364 20,5 231 18.1 364 25.0 20.6
TREBCe 2.9 531 230 2.9 2.0 5.6 25.0
TeRNV 315 3.5 W4 2 35 A2 Sl
TRPENH 3.2 13 0.3 23,0 153 183
TRPBEV 3.2 311 0.8 2.1 g 183 B4

Porcentajes de similitud de las secueacias de la cadeon 8 de 1a triptofamo sistasa (MRPB) de Bscherichia coli
(TRPBRc){Burns y Yanofsky, 1989}, Salmomella t%[!ilurlu {7apBst) (Cravford et al. 1980), Brevibacterioa
lactofernentus (TRPBBr) (Matsui et al. 1986), Pseudomonas putida (TRPBPp) (Eberly y Crawford, 1985, Psedomonas
aeraginosa  (TAPBPa){Hadero y Crawford, 1986}, Caulobacter crecentus [TRPBCT){Ross y Winkler, 1m} Bacilius
SUDEilis (TAPBBs)(Parsot, 1387), Bacillus stearotBerophilus TTRPBBa) (Ishiwata et al. 1983), Lactohmllus;n_s_e_;
(TRPBLe) (Matori et al. 1930), Thermus tiemgﬁlhs TTRPBTR) (foyamt 1y  Marukawa,” 19%0), A Hiags § thaliama
{TRPBAL) (Berlyn _i_'t 1"1' 1988), Saccharomjces cerevisiae (TRPBSc) (3alkin y TYamofsky, 1982), Weurospora crassa
(TRPBMC) (Pratt y DeMoss, 19867, Coprimus cimereus (TRPBCc){Skrzynia et al. 1983),  Nethanococcus voltae (TRPBAY)
(§ibold y Remriquet, 1988}, Methanobacteriua thermoautotrophicus [TRFENAJ(Meile et al” 1991) y H:Ioier a1 volcanii
{TRPBEV|iLan et al. 1330] contra las secuemcias de Serina deshidratasa (sEap) de Ratus 5P (SBiDRa) [ogawa et al,
1983), de fomo sapiens [SBRDRu)(Ogawa et al. 1989), Saccharomyces cerevisiae (SEADSc]{Seufert, 1390}, Escherichia
coli (SERDEc] (Marceau, 1988) y con las secuencias de 1a treoninas deshidratasas (THRD) de Ratus 5p. ["HRODR 2} [Woda et
al. 1988), Sacharomyces cerevisiae (THRDSc)(Kielland-Brand et al, 1984), Salmonella typhimurius [THADSt)(Taillon et
al. 1988) y Zscherichia coll (TARDEc)(Datta et al. 1987). Los huecos en Ia tabla se deben a que el programa de
‘conputadora Do alizeo esé par de secuemcias, . - /
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tabla 8. Porcentajes de similitad
TREB THRSBS THRSBr  TEMSEc  THRSSc

TRPBEC 2.8 79 16 33
TREBSE 354 0 WS B3
TRPBBE 2.4 S R E I | I
TRPBP 3.8 TR N
TRPBP2 306

TRRBCT 3.1 3 1.6 3.3
TRPESS %.5 %.0 2.8
TRPBEa 2.9 "e 135

TRPBLC 8.2 0.9 2.4
TREBTh 2.0 35.0 U2 3
TRPBAL 26.5 30.0 134 23
TRPBSC 25.0 16.1 3.5
TRPBNc 1.8 1.6

TREBCC u.3 1.2
TRPBMY 31 i3 25,0 18.9
TREBAV 1.1 8.1 .1

Porcentajes de similitud de las secuencias de la cadema 8 de la triptcfamo sintasa (TRFB} de Bscherichia
coli (TRPBEc){Burms y Yamofsky, 1989}, Salmonella typhimurium {TRPBSt)(Crawford et al. 1980}, Brevibacteriua
Tactofernentun (TRPEBr} (Matsui et a1, 1986], Pseudomonas putida (TRPBPp)(Bderly ¥ Crawford, 1989), Psedomomas
aeTuginosa |TRPBPaj{Hadero y Crawford, 1986); Caulobacter crecentus (TRPBCT)iRoss y Winkler, ms] Bui‘.li
subtilis |TAPRBs)(Parsot, 1987), Bacillus stearothermophilus (TAPBBa) (Ichiwata tt al, 1989}, Lactobac
Tasei |TRPBLc){Natori et al. 19507, Thermus thermophilus (TRFBTh) (Kovama ¥ Fulukawa, 1590, lrindapm
Thaliana (TRPBAt)(Berlyn ot al, lm], Saccharomyces cerevisiae (MPBSc! (talkin y  TYamofsky, 1987),
Neurospora  crassa (TRPBMc) (Pratt y DeMoss, 1988), Coprimus cimereus (TRPBCc)(Skrzynia et al. 19g9),
Wethanococcus voltae (TRPBMv) (Sibold y Henriquet, 1988, y Hafoferax volcamii (TRPBAV;(Lam &t al. 1996
contra 1as secuencias de la treomina sintasa [THRS) de Bacillus subtilis (TBASBS)(Parsot, IBK:._Banlws
lactofernentun (THRSBr)(Malumbres et al. 1988), Bscherichia coll (THRSEc)!Parsot et al. 1983}, Sac charoayces
cerevisiae [TARSSc){Aas y Rognes, 19901. Los huecos en 1a tabla se deben a que & programa de computadors mo
alineo ese par de secuencias.
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Por otro lado se alinearon las secuencias de la treonina sintasa

con las secuencias de la treonina dehidratasa y serina dehidratasa
obteniendo sus porcentajes de similitud (Tabla 9). En la tabla 10

se muestran los porcentajes de similitud entre las treoninas

deshidratasas y las serinas deshidratasas.

Tabla 9. de Porcentajes de similitd.

THRS SERDRa SERDHu SERDSc SERDEc THRDRa THRDSc THRDSt THRDEC

THRSEcC 43.8 22.2 24.8
THRSBr 27.7 26.6 25.5 20.8 23.5 22.8 26.3 24.1
THRSBa 30.95 24.4 25.7 22.86 20.2 28.3 21.9

THRSSC 233 . 23.6

Porcentajes de similitud de las secuencias de 1z treonina simtasa (THRS) de Bacillus subtilis (THRSBs), Bacillus
lactofermentun (THRSBr), Zccherichia coli ('THRSEe), Saccharomyces cerevisiae (THRSSc) contra Tas secuencias de Serina
deshidratasa (SERD) de Ratus 5p. {SENDRa)(0gawa ef al. 1988}, de Homo sapiens (SERDAu)(Ogawa et al. 1989} de
Saccharomyces cerevisiae (SERDSc)(Seufert, nnf%;uMkmcﬂ_mmmwmuunalIM|gmnm
secuencias O¢ 1a treonina deshidratasa {THRD) de Ratus sp. [THRDRa)(Woda et al. 1988), de Saccharomyces cerevisiae
{THRDSc) (Kielland-Brand et al. 1984), de Salmcpella typhimuriun (THRDSt)(Taillom et al. 1988] 7y de Escherichia coll
(THRDEc| (Datta et al. 13871 Los huecos em la tabla se deben a que el programa de computadora no alineo ese par de
secuencias.
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Tabla 10. de Porcentajes de similitd

SERDRa SERDHu SERDS8c SERDEC
THRDRa 99.2 82.5 33.3
THRDSC 26.6 27.8 25.7 25.6
THRDSt 26.1 27.8 26.6 18.9

THRDEC 22.1 22.2 21.2 14.3

Porcentajes de similitud de las secuencias de la Serina deshidratasa de Ratus sp. (SERDRa}(Ogawa et al. 1988},
Howo sapiens (SERDHu){Ogawa et al. 1989), de Saccharomyces cerevisise {SEADSc} (Seufert, 1990), de Escherichia c011
{$BRDEc) (Marceau et al, 1988) contra las secuencias de la treonina deshidratasa (THRD) de Ratus . [THRDRa ] (Noda et
al. 1988], de Saccharomyces cerevisiae (THRDSc)(Kielland-Brand et al. 1984), de Salwonella typhimurius
TTHRDSt) {Taillon ot al. 1988) y de Bscherichia coli (THRDEc)(Datta o lT_ 1987). Los huecos en la tabla se deben a que
el prograna de computadora Do alineo ese par de secuencias.

Por 1dltimo, se construyo un arbol filogenético de las
cadenas 8 de la triptofano sintasa, pertenecientes a los tres linajes
celulares, al que se le puso raiz mediante la treonina sintasa de B.
subtilis. El arbol se realizo usando el método de

parsimonia con secuencias proteicas (Fig. 6 ).



TRPBHv

TRPBMt

TRPBTt

TRPBLc

TRPBMv
TRPBECc

TRPBBr
rm—seunme TRPBCc

TRPBNC

-] ___: TRPBAt
TRPBZM
TRPBPp
TRPEPS

TRPBCr

TRPBBa

TRPBBs

THRSBs

Fig. 6. Arbol flogenético de las secuencias de proteinas de la cadena b de is triptofano sintasa, obtenido por el método de parsimonia Thermws thermophius (TRPBTtXKoyama y Furukawa. 1989), Bacillus
stearothermophiius (TRPBBa)(Ishiwata, 1688), Bacliys subtils (TRPBBs)Parsot, 1987), Lactobacliue casel (TRPBLc)(Natori ot al, 1990). Brevibacterium lactofermentum (TRPBBr XMatsui et al. 1986).
Caulobacter crescantus (TRPBCr)(Ross y Winider, 1988), Psaydomonas aecuginosa (TRPBPs) (Haderoy Crawford, 1986), Pseudomonas putide (TRPBPp) (Crawford. 1888), Saimonelia_typhimurium
(TRPBSt)Hyde ot a]. 1868). Escherichia coll (TRPBEcKBums y Yanofsky, 1888), Saccharomyces cerevising (TRPBSc)Zalkin y Yanofsky, 1882), Neurospora crassa (TRPBNc)(Pratt y DeMoss), Coprintts
cinereus (TRPBCc)X Skrzynia gt a!. 1989), Arabidopeis thalana (TRPBAXBeriyn. 1989), Zoa mays (TRPBZm)XMills com. per.) Methanqcoccus voRae (TRPBMv)(Sibot y Henriquet. 1988), Haloferax volcanii

(TRPBHv)(Lam ¢t al. 1890). Methanobacterium thermoautotrophicum (TRPBMH)X Melle ¢t 3l. 1891), v le treonina sintasa de B, subtiis (THRSBsXParsot. 1888).

w
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DISCUSION

ALINEACION DE SECUENCIAS

En la matriz # 1 se puede observar que los indices de similitud
entre la mayoria de las cadenas 8 de la triptofano sintasa se
encuentran en el rango 50-60 %. Tomando en cuenta el criterlo de
Doolittle (1989), de que a partir de una similitud minima de 15 %
entre dos secuencias de al menos 100 aminodcidos cada una, estas
poseen un origen comin, es evidente gue todas las cadenas B de las
triptofano sintasa son homélogas entre si. Esto significa que un gen
que codificaba para esta proteina se encontraba ya presente en el

iltimo ancestro comfn.

Podemos observar también que ésta proteina ha sido muy conservada
a través de la evolucidén, ya que los Indices de similitud obtenidos
(50-60 %) son muy superiores al valor de decisién de Doolittle (1989)
de 15 %, Por 1lo tanto, el reloj molecular de la cadena A de 1la

triptofano sintasa debe ser muy lento.

Los indices de similitud encontrados entre las cuatro secuencias
disponibles de treonina sintasas (tres de eubacterias y una de
eucarionte), se encuentran en el orden de 20-30 %, o superiores como

en el caso de B. subtilis y B. lactofermentum que presentaron una

similitud de 69.0 % y es ldgico ya que las dos eubacterias son Gram
positivas. Por 1lo tanto, es posible gque la treonina sintasa se

encontraba también en el Gltimo ancestro, y probablemente su reloj



34
molecular es mas rapido que el de la triptofano sintasa cadena

B.

De igual manera, los indices de similitud encontrados, por un lado
entre las cuatre secuencias de treonina deshidratasas (de dos
eubacterias y dos de eucariontes), y por otro, entre las cuatro
secuencias de serina deshidratasas (de una eubacteria y tres de
eucariontes), son también del orden de 20-40%, de manera gque estas
enzimas posiblemente se encontraran también en el Gltimo ancestro, y
probablemente su evolucién procedid a un ritmo similar al de las
treonina sintasas. La manera ideal de probarlo seria alinear cada una
de las secuencias disponibles de 1la treonina sintasa, treonina
deshidratasa y serina deshidratasa c¢on su gen homélogo de

arqueobacterias si existiera la secuencia en el banco de genes.

Al analizar las tablas 7-10, encontramos valores significativos de
similitud entre todas las secuencias disponibles de 1las cuatro
enzimas analizadas. Esto significa que estas enzimas dependientes de
fosfatc de piridoxal involucradas en bilosintesis de aminoécidos vy
con caracteristicas bioquimicas similares (Fig. 1), conforman en
realidad un grupo natural. Es decir, los genes que las codifican
seguramente provienen de un s6lo gen ancestral del que se originaron
a través de varias duplicaciones génicas que tal vez ocurrieron

antes de la saparacién en eubacterias y argqueobacterias.

Sin embargo, los indices de similitud obtenidos al comparar cada

enzima por separado con cada una de las restantes (Tablas 7-10) son
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todos muy similares (20-30 %), de manera que resulta imposible
establecer el orden en el cual se produjeron las divergencias que
dieron lugar a los genes de las respectivas proteinas. S5i suponemos
un reloj molecular constante, entonces se podria afirmar que las
divergencias se produjeron de manera casl similtanea, apareciendo
rapidamente varios genes que divergieron a ritmos de cambio

parecidos.

En el caso de genes pardlogos estos estédn evolucionando
independientemente el uno del otro desde el momento de la duplicacién
génica aunque se encuenten en el mismo organismo, © en organismos

separados filogeneticamente.

Por lo tanto 1los valores individuales de comparaciones de
diferentes proteinas en diferentes organismos no tienen valor. Lo
importante es determinar si las enzimas son o no idénticas entre si,
para lo cual lo ideal seria realizar "secuencias consenso", es dicir
a partir de todas las secuencias disponibles deducir la posible

secuencia ancestral de la enzima.

En las tablas 7-10 se observan indices de similitud gque no
corresponden al pormedioc general obtenido de las alineaciones entre
los cuatro tipos de moléculas con las que se trabajd. Esto se debe a
que estas cuatro enzimas presentan un reloj molecuar erratico el cual
provoca que estas proteinas no sean buenos marcadores para realizar

filogenias que muestren una topologia de un A&rbol wuniversal como
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ocurre con las histonas de Tetrahymena sp. (ciliado) y 1la actina de
oomycetes (hongo) que son otro ejemplo de malos marcadores evolutivos

(sogin, 1993).

ARBOL FILOGENETICO DE LAS CADENA 8 DE LA TRIPTOFANO SINTASA

El &rbol obtenido utilizando secuencias proteinicas se muestra en
la Fig. 6, pero se aleja de los arboles universales de Gogarten et
al. (1989), Iwabe et al. (1989) y Woese et al. (1990) . Por una parte
las arqueobacterias no aparecen como un grupo definido, aunque sus

dos representantes (H. volcanii y M. thermoautotrophicum) presentan

las secuencias de la cadena 8 de 1la triptofano sintasa menos
parecidas al resto. Sin embargo, esta falta de definicién
probablemente se deba simplemente al desequilibrio existente en el
minimo de secuencias utilizadas de los diferentes linajes. En efecto,
s6lo se dispone de tres secuencias de arqueobacterias, que provienen

de diferentes grupos, Yya que Methanobacterium y Methanococcus

corresponden a dos lineas divergentes de arqueobacterias metandgenas.
En la realizacién de este mismo &rbol, se cuenta con un antecedente
de como la escasez de secuencias de algin grupo puede alterar 1la
topologia general del mismo. Antes de incorporar en nuestro analisis
la secuencia de la planta de maiz (Zea mays), los eucariontes tampoco
se definian como un grupo monofilético, ¥y la secuencia de A.

thaliana se agrupaba con Pseudomonas y Caulobacter. En cambio, al

incluir wuna segunda secuencia vegetal (Zea mays), las cinco
secuencias eucariontes ahora presentes se agruparon de forma natural,

definiéndose el grupo de los eucariontes. Es importante hacer notar
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gue ahora este se subdivide en dos grupos naturales, i.e., hongos y
plantas. Los animales no aparecen en este arbol ya que no sintetizan

triptofano (Yanofsky y Crawford, 1987).

Sin embargo, en nuestro 4rbol los eucariontes aparecen en el
interior del grupo de 1las eubacterias, cercanos unidos a las

bacterias pirpura de los géneros Pseudomonas y Caulobacter. Esta

posicidén del grupo eucarionte pareceria indicar que el gen de 1la
cadena 8 de la triptofano sintasa detectado en estos organismos fue

transferido horizontalmente de la mitocondria al niucleo. Esto no es
una posibilidad tan remota; seglin Margulis (1981), las mitocondrias
descienden de eubacterias purpuras aerobias, similares a los generos

actuales Paracoccus, Bdellovibrio y Daptobacter. Esto permite

especular que con la endosimbiosis que el gen original codificado en
el nicleo eucarionte se perdidé o dejé de expresarse y fue suplantado
por el gen mitocondrial. Por otro lado, sabemos que la actividad de
triptofano sintasa se ha perdido efectivamente en muchos vertebrados,
entre ellos el hombre, que carecen de la capacidad de sintetizar
triptofano; ello llevaria a la especulacién gque en estos animales,
ambos genes de la triptofano sintasa cadena 8, i.e., el nuclear y el

mitocondrial, se han perdido.

S5i suponemos que la hipétesis anterior es correcta, es decir, que
las secuencias disponibles de la cadena 8 de la triptofano sintasa de
eucariontes probablemente son de origen mitocondrial, es decir

eubacteriano, el arbol obtenido representa una filogenia coherente



38
del grupo de las eubacterias. En efecto, se destaca la gran linea de
las bacterias plGrpura que incluye por un lado al grupo de Pseudomonas
y Caulobacter, que es el mas cercano a las secuencias mitocondriales,

y por otro, a los géneros cercanos Escherichia y Salmonella. Segin el

d&rbol de la Fig. 7, el grupo mas relacionado con las bacterias
pirpura es el de las bacterias Gram positivas del género Bacillus, y
como linea méis alejada dentro de las eubacterias aparece 1la

especie Thermus thermophilus. Esta topologia general si corresponde

con la presentada por Woese (1987), usando secuencias de 16S rRNA.

Sin embargo, en el grupo de las bacterias purpura aparecen tres
secuencias pertenecientes a organismos gque, segin la filogenia de
Woese (1987), no pertenecen a este grupo. Una de ellas corresponde a

la arqueobacteria metandgena Methanococcus voltae. Como se discutié

anteriormente, la posicién de las secuencias arqueobacterianas en el
arbol obtenido no es confiable, debido al escaso nimero de sus
representantes. Por otra parte, aparecen entre las bacterias purpura,

cerca de Escherichia y Salmonella, dos secuencias de bacterias Gram

positivas i.e., Lactobacillus y Brevibacterium. Este 1ltimo fenémeno

se debe probablemente a transferencias horizontales de genes
provenientes de bacterias purpura similares a E. coli y S.
typhimurium, aunque también hay que tomar en cuenta la posibilidad
de que los autores que reportaron las secuencias hayan usado cepas

equivocadas de organismos. De hecho, Crawford y Milkman (1991)

proponen que todo el operon trp de B. lactofermentum proviene de un

transporte horizontal a partir de enterobacterias, ya que el arreglo

de 1los genes (todos contiguos, con fusién de los genes trpC y trpF),
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la regulacién por represién y atenuacién y la secuencia de
aminodcidos, son similares en todas las bacterias entéricas y en B.

lactofermentum (Matsui et al. 1986, Crawford y Milkman, 1991). Segln

el arbol de la Fig. 6, pudo haber existido otra transferencia del gen
trpB a partir de una enterobacteria hacia otra Gram positiva, L.
casei. Ello supondria que las transferencias entre estos dos grupos
en particular, i.e., bacterias entericas y Gram positivas, han

ocurrido mas de una vez.

Por Gltimo, vemos gque la secuencia de la treonina sintasa de B.
subtilis aparece como grupo externo a todas las cadenas 8 de las
triptofanc sintasas , como es de esperarse si los genes que codifican
a estas enzimas provienen de una duplicacién génica anterior a 1la
divergencia de los tres linajes celulares. La comparacidén con 1la
secuencia de la treonina sintasa, permite poner raiz al Arbol de las
cadenas B de la triptofano sintasa, y parece indicar que las
secuencias argquecbacterianas son mas antiguas que el resto. Sin
embargo, ya se ha mencionado que la posicién de las secuencias

arqueobacterinas en este A&rbol no es confiable.
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CONCLUSIONES

El arbol de las cadenas 8 de la triptofano sintasa presentado aqui
adolece de un defecto severo que escapa a los limites de este
trabajo: el de la disponibilidad de secuencias. Por otra parte, la
historia de estas enzimas es compleja, debido a varios eventos de
transferencia horizontal de genes, lo cual implica que esta molécula
no es indicada para reflejar filogenias de organismos, sino
unicamente de genes. Esta enzima, asi como el resto de las enzimas
dependientes de fosfato de piridoxal analizadas en este trabajo,
presentan un reloj molecular erratico, lo que dificulta su

utilizacién como indicadores filogenéticos.

La alta similitud (50-60%) existente entre las secuencias de
aminodcidos de la cadena B de la triptofano sintasa de eubacterias y
arqueobacterias demuestra claramente que esta enzima se hallaba
presente en el 1dltimo ancestro comin y ha evolucionado en forma
lenta. De igual manera, el analisis de 1las pocas secuencias
disponibles de treonina sintasas, treonina deshidratasas y serina
deshidratasas parece indicar que éste es también el caso para estas
tres enzimas. Si asi fuera, el 0ltimo ancestro comin poseia ya un
grupo diversificadc de por lo menos cuatro enzimas dependientes de
piridoxal fosfato, involucradas en la biosintesis de aminodcidos.
Este ancestro seria capaz de sintetizar ademdas de 1la histidina
(Beckler y Reeve 1986), por 1lo menos triptofanoc y treonina, ya que
las triptofano y treonina sintasas son las enzimas que catalizan el

ultimo paso de sus respectivas vias, dando asi lugar al aminocacido
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correspondiente. Ademds, las rutas que llevan a la sintesis de
lisina, metionina e isoleucina parten de metabolitos de 1la via
biosintética de la treonina, de manera que, una vez establecida la
via que lleva al primer aminodcido, las siguientes pueden aparecer
rapidamente. En particular, la biosintesis de la isoleucina parte de
la treonina, y el primer paso lo realiza la treonina deshidratasa,
dando lugar al a-cetobutirato (Umbarger, 1983). Es decir, es posible
que el dltimo ancestro fuera capaz de sintetizar varios, o todos, los
aminoécidos de la familia del aspartato. Esto implica que 1la
capacidad de biosintesis de aminodcidos del fltimo ancestro fueron
posiblemente muy superiores a los de muchos vertebrados, entre ellos
el hombre, que han perdido las enzimas responsables de la sintesis de
estos aminodcidos. Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren
que el Ultimo ancestro presentaba una compleja red de sintesis de
aminodcidos, lo cual, sumado a las demas caracteristicas que vya
tendria, nos presentan la descripcién de un organismo de una
complejidad considerable, probablemente no muy distante de 1la

existente en los procariontes actuales (Lazcano et al. 1992).

La homologia de las diferentes enzimas dependientes de fosfato de
piridoxal analizadas en este trabajo sugiere que todas ellas
provienen de un mismo gen ancestral, y que aparecieron tras varias
duplicaciones génicas, seguidas de una creciente especializacién en
cada uno de loe genes resultantes. Dados los porcentajes de similitud
tan elevados obtenidos al comparar a las diferentes enzimas entre

si, no se puede determinar el orden en el que ocurrieron las
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divergencias. Sin embargo, podemos decir que éstas sucedieron casi

simultaneamente.

Por otra parte, la existencia de un gen ancestral a este grupo de
genes que codifican para enzimas dependientes de fosfato de piridoxal
implica que, en tiempos anteriores a la divergencia de
arqueobacterias y eubacterias, existieron organismos que presentaban
una enzima capaz de unir fosfato de piridoxal e involucrada en la
biosintesis de varios aminodcidos. Esta enzima debe haber presentado
una especificidad muy inferior a la de sus descendientes actuales, la
cual se adquiridé a través de la evolucién a partir de duplicaciones
génicas y divergencia de secuencias. Este resultado apoya 1la
hipétesis de Jensen, de que las células ancestrales poseian un numero
reducido de enzimas, poco reguladas y con una ambigua especificidad
por el sustrato (Jensen, 1976) y la hipotesis de Dunathan vy Voet, de
una proteina ancestral dependiente de fosfato de piridoxal (Dunathan

y Voet, 1974).

Finalmente, habr4 que agregar gque 1la existencia de un gen
ancestral a otros que, sin embargo, ya se encontraban presentes en el
altimo ancestro comin, implica que existieron organismos mucho méas
simples que éste. La caracterizacién de estos estadios del desarrollo
evolutivo se podrd llevar a cabo a través del estudio de genes
paralogos antiguos, gque hayan divergide antes de la separacién de

arquecobacterias y eubacterias.
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