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Resumen 

En este trabajo se describe la presencia de un motivo muy 

conservado, formado por 1 a secuencia GGREGLVD, en la subuni dad 

ll' de la RNA polimerasa DNA-dependiente de E. coli y sus 

~homólogas en otros organismos. Dicho motivo forma parte de una 

secuencia previamente descrita en la secuencia de la PNPasa de E, 

coli y en cuatro dominios de la protelna ribosomal Sl de 

eubacterias <Régnier et al., 1987). Debido a que esta secuencia 

forma parte del sitio funcional que une el RNA a la PNPasa 

<Régnier et al., 1987). es posible que su presencia en las RNA 

pol imerasas celulares se deba restricciones funcionales 

equivalentes. La comparación de las secuencias de RNA 

polimerasas, PNPasa y la Protelna Sl ribosomal, con la estructura 

primaria de la subunidad ll de las ATPasas celulares, reveló la 

existencia de una secuencia homóloga. Ello apoya la hipótesis de 

que el motivo GGREGLVD es parte de un sitio de unión a 

ribonucleótidos, ya sea aislados o formando parte de una ca'dena. 



1.0 INTROOUCCIÓN 

1.1 EVOLUCIÓN BIOLÓGICA Y ENTIDADES HISTÓRICAS 

El hombre siempre ha querido explicarse cuál .es su origen (de 

dónde vi ene>, cómo es que se encuentra en este planeta junto con. 

todos los organismos que 1 o acompañan. Estas son preguntas que 

en los últimos 200 años se han transformado en ¿cómo apareció la 

vida? y ¿por qué permanecemos?. Gracia~ a nuevas concepciones 

evolutivas, nos hemos dado cuenta de que las entidades biológicas 

se caracterizan por el cambio y la continuidad. lo que resulta en 

una increlble diversidad biológica. 

Estas tres nociones sencillas, cambio, continuidad y diversidad, 

rompen con el pensamiento que a menudo permea otras disciplinas 

cient1ficas, tales como la f1sica y la qu1mica donde 

tradicionalmente se proponen tanto constancia como 

discontinuidad. El estudio comparativo de las entidades 

biológicas ha permitido el reconocimiento no sólo de la tremenda 

diversidad. sino también de la similitud que guardan muchos 

organismos entre si. El reconocimiento de esta similitud permitió 

establecer el concepto de homologla, y reconocer las entidades 

biológicas como entidades históricas, apartir de la teor1a de la 

evolución. 
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l. 2 LA VIDA. COMO ENTIDAD HIST0RICA 

En l.a actualidad los organismos se conciben como entidades que 

cambián i que son sujeto de la evolución biológica. lCómo podemos 

r.eco_no"cer que un organismo tiene caracteristicas históricas?. 

~De·~~é· ~manera se puede observar cómo ha sido el cambio de las 

e~·tidades biológicas a través del tiempo?. El registro fósil es 

una ·de las fuentes que ha permitido deducir que, efectivamente, 

los organismos han sufrido cambios a lo largo del tiempo. De esta 

manera se ha establecido el parentesco que guardan muchas de las 

especies actuales. pudiéndose determinar la genealogía de éstas, 

cuando existieron y cómo fueron evolucionando. 

Otra de las disciplinas esenciales para determinar las relaciones 

evolutivas entre los organismos. es la anatomla comparada, con la 

cual, partir de individuos actuales, se pueden reconocer 

similitudes que sugieren una ascendencia común entre los 

organismos en cuestión. Lamarck pudo hacer este ti1JO de 

observaciones en la colección de invertebrados que estaba a su 

cargo (Moulton y Schifferes, 1947), lo que le permitió darse 

cuenta de 1 a continuidad y ascendencia común que existe entre 

todos los organismos. 

En la actualidad se pretende establecer cuales de las estructuras 

o funciones son homólogas, es decir, tienen un origen común y 

cuales, por lo contrario son analogas. Reconocer la homologla en 

. 2. 



los diferentes niveles biológicos provee los datoj:primarios para 

hacer de la biologla una ciencia histórica (G.oÜld;' l9B6i;. Un 

ejemplo de estructuras homólogas son las ala~ ~é lo~y·~ur~\él.~gos 

:ur:~:l a:::
0

: ldaesl d:0~::e :i nseenctocson:~~~:~l~~~Vff~~;~~ª:~ª1~ ~~:leí:~:·: 
:'~í'~: ,~oo-<;.,·o-~;'---",·'""; ~-o:"f-:C~- .-""~"'·-·· -, • -

existe una infinidad de ejemplos simi]arés, ú ~;j~por.'tanciaJdel · 

concepto de homol ogl a es que permite ~st~.bl e~E.!r~'.de~~iI1dE!nc~.i ú, 
orí gen común. con 1 o cua 1 se ha podido cónc.l ~i ¡.:;qu~S't~dos'.l os\ 

organismos actuales descienden de un an'cesi:ró}c~~ü~t"(o;~~·in;· 
1859; Oparin. 1938; Woese et al .. 1990); d~~ir?d\1;{~ es un 

continuo. 

Una de las mayores aportaciones de Darwin a la biologla fue el 

haber planteado una vla para entender cómo ocurren los cambios 

organizados en las especies, al proponer a la selección natural 

como un mecanismo para la transmutación de las especies CHuxley, 

1983l. En términos de la slntesis moderna, ello se traduce como 

"la fuerza constructora en la evolución es la selección natural. 

que actúa sobre 1 a va ri ación que es heredada por 1 as 1 eyes de 

Mendel y mantenida en la escala del tiempo por mutaciones 

aleatorias" CHuxley, 1983). No obstante. en la actualidad surgen 

escuelas estructuralistas no-darwinistas que prettnden explicar 

la evolución sin el componente histórico. estas postula que los 

fenómenos biológicos evolucionan de una estructura determinada de 

dicho fenomeno. para dilucidar el origen de las especies. 

Clambert y Hughes et al., 1988). 
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Otra aportación tal vez mucho m~s prof.unda de Darwin para el 

ftituro de la biologla, fue el haber de fundado un sistema 

metodológico comparativo que permitiese estudiar cientlficamente 

la hi~·toria de. la vida, asl como la evolución biológica y por 

ende sus entidades (Gould, 1986), Es decir, permitió establecer 

.unpro·g;am.a de.investigación, el. cual podemos utilizar para hacer 

estudios evolutivos de las diferentes jerarqutas de las entidades 

históricas de la vida. Asl. extrapolando sus efectos a pequeña 

escala; los fenómenos pueden ser observados e investigados para 

intentar inferir su historia. Una de las jerarqulas en donde se 

puede aplicar este programa es a nivel molecular CZuckerkandl y 

Pauling, 1962 .• 1965). Con la Biologta Molecular se ha podido 

establecer una fuente de datos apropiada para hacer comparaciones 

e intentar establecer homologfas. lo cual permite deducir o 

reconstruir la historia evolutiva de las entidades biológicas 

(Gould 1986). 

1.3 LAS MOL~CULAS COMO REGISTRO HISTÓRICO 

En el estudio de la evolución biológica y molecular se sigue una 

metodologla similar a la que aplican los historiadores. En ambos 

casos. a partir de una serie de fenómenos y hechos se realiza una 

reconstrucción histórica. Cuando un cronista investiga· un hecho 

histórico. lo primero que hace es plantearse preguntas al 

respecto: después, para responder a estas interrogantes. indaga 

sobre todo lo que rodea al hecho. consultando las fuentes del 

mismo . es decir. los diferentes registros o legados. generados 
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por el acontecimiento; a fin de documentar .las ci.rcunstancias del 

hecho. Lo· importante es que e'ri ~sto~' cl6é6in~nt~~ •tia qÚedado 

plasmada la historia de. la hÍJ~anidaéJ:a. través' del i:i'empo. 
:,~.,.: .·.·~·· ~~:'.:: -: ·-:.:;:i:; ;·:·J:,:·' _, ~--:~-'"-~c.;.;-.;~· .. ':;,'. 

Los documentos em.i. ti dos permjteri;jÍa rraf'~~ i ~~ef~r.'et.ac ja, su cesión . 

de los acontecimiento·s. 
. ,,., .-_::_'.o:•-;~'.:';:-. ·-:~:})-;'._,f:l« :,~::~;·;._• 

.:.~:}l:,:: 

tiempo; en un sentido mas laxo~ la evolución ha tenido 

convergencias, tanto en sus .. r·amas como en algunas estructuras de 

los organismos. El primer caso se ejemplifica en las ocasiones en 

que ocurre simbiosis; el segundo con estructuras analogas como 

las alas de insectos, aves y mamíferos. La divergencia crea a las 

novedades evolutivas ya sea a través del cambio de una especie a 

otra (transmutación) o por medio de la simbiosis, pues existen 

casos donde distintas ramas del arbol de la vida se juntan en una 

sola. como ocurrió con el surgimiento de los eucariontes. En 

biologla existen diversas jerarqulas o niveles de organización, 

que van desde los acidos nucleicos hasta un ecosistema CGould y 

Eldredge, 1977; Mayr, 1982). Cada nivel tiene diferentes 

caracterlsticas, y cada una de ellas tiene un valor diferente al 

usarse para el estudio de la historia evolutiva de las entidades 

biológicas. Estos principios son aplicables al material de la 

herencia como son los acidos nucleicos <DNA, RNA), y a los 

productos codificados por ellos como las protelnas. 

El inicio de la biologia molecular se inauguró con tres 

acontecimientos importantes en la década de los SO's. El primero 
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de ellos fue· la deducción por parte dfl L. Pauling de que las 

protefnas· co.ntienen ·ar· menos dos tipos de estructuras. las 

hél icés u y l~s. 'hd~s plegadas Jl CVon Heijne. 1987). Poco después 

Sanger secuenció la insulina CSanger y Tuppy 1951) y por último, 

la. diluC::ida~ión de la estructura del DNA por Watson y Crick 

C1953i. 

El conocimiento de la organización de las macromoléculas mostró 

claramente que ni las protefnas ni los ácidos nucleicos presentan 

una secuencia generada aT azar, sino que tienen una estructura 

primaria determinada. Esto permitió concebir a las macromoléculas 

como estructuras organizadas que han sido modificadas durante la 

evolución biológica. Las distintas biomoléculas fueron 

reconocidas como estructuras capaces de almacenar la historia 

evolutiva de las entidades biológicas CZuckerkandl y Pauling, 

1962: 1965). Por la misma época, Crick Cl958l propuso que algún 

dfa se podrfa llegar a hacer taxonomfa de las biomoléculas 

basándose en patrones estructurales organizados. 

Para los biólogos las macromoléculas biológicas (ácidos nucléicos 

y protefnasl son fuentes documentales, análogas a los que usan. 

los historiadores. En ellas queda marcada al menos parte de la 

historia del organismo. Cada documento molecular ·guarda o 

perpetúa partes diferentes de la historia evolutiva de las 

entidades biológicas. Es decir, extrae de distintas moléculas 

mayor o menor información histórica sobre un evento evolutivo en 

particular. Sin embargo, hay p~eguntas que no pueden ser 
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contestadas por ciertas moléculas. pues. no .tocias' poseen las 

caracterlsti cas que 1 es permitan dar 1 uz sobre·· 1 as'.·,Íni~~as:;';_ lCómo 

pueden las macromoléculas ser utilizadas c'ri'~o', dhi~me~tos. 
históricos? Zuckerkandl y Pauling C1962. 19ÉiSl 'propus-i,eron 

extraer de las biomol écul as la historia evol Útiva\ ,'p~~~X~í'1~·: 
clasificaron cada grupo de moléculas a partir d~''sú'jv~i'~r:;·fomÓ 
marcador evolutivo. que quedaron divididos en':> mÓJéc'Ulas 

ase111ánticas. epi semánticas y semánticas. j,.,,,':'~: ¿~, -''"'' "·' 

Las moléculas asemánt i cas son aquéllas que no son,, pr'oduc'i'das por 

e 1 organismo. por lo que no expresan ni direc_ta ·ni jn.directamente 

la información que los seres vivos contienen. Son moléculas como 

las vitaminas, los fosfatos, el oxigeno, CD, • Fe ... los cationes 

y los aniones elementales. etc., que utiliza el organismo para 

llevar a cabo sus funciones metabólicas. 

Las moléculas episemánticas se sintetizan bajo el control de 

semánticas terciarias. Todas las ·moléculas construidas por 

enzimas en la ausencia de un molde, se encuentran en esta clase. 

Se les denomina episemánticas porque aún cuando no poseen la 

información contenida en las semánticas. si son productos de 

éstas últimas. Este grupo incluye, por ejemplo, a los 

carotenoides. a la celulosa, al ATP, carbohidratos, etc. 

Dentro de las moléculas semántidas quedan comprendidos el DNA 

Csemántidas primarias), RNA Csemántidas secundarias) y las 

protelnas Csemántidas terciarias). 
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La clasificación anterior muestra el valor evolutivo que ofrece 

cada categorfa. Las semánt_idas guardan y mantienen el significado 

informativo del· mensaje genético; por ende. son las que mejor 

representan las relaciones evolutivas entre las biomoléculas. Las 

semántidas ·primarias y secundarias corresponden al material 

genético per se, mientras que las terciarias comprenden al 

efector que se ccidifiCa a'par'tir·ae las dos anteriores. 

En las semánticas ~erciarfis existen diferentes niveles ~ los que 

se les puede extraer información evolutiva. Las protelnas tienen 

cuatro niveles estructurales: al la estructura primaria Cque es 

la secuencia lineal de aminoácidos). bl la secundaria Cque son 

las unidades formadas a partir de la interacciones de aminoácidos 

cercanos como las alfa hélices y las hojas p plegadas); el la 

terciaria Ces decir, las que resultan de las interacciones 

lejanas de los aminoácidos. lo que forma la estructura 

tridimensional de las protelnasl y dl 1 a cuaternaria Cque se 

refiere a la interación de varias moléculas organizadas en una 

sola estructural. 

Por otro lado, en las semántidas' secundarias CRNAl tambiéíl 

existen cuatro niveles de estructuras: la primaria, que es la 

secuencia de nucleótidos; la secundaria, que resulta del 

plegamiento de la molécula por la complementariedad entre sus 

distintas bases: la terciaria, que es la estructura 

tridimensional que adquiere la molécula de RNA al plegarse en el 

espcaio y, finalmente, la cuatern,ria, formada por complejos de 
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diferentes moléculas. de RNA.o)e _RNA,~on.protefnas,co~o seria 

los casos del ribo;oma; de l~ ~N~~a pfy los iJ1 sriRNP~ csusch et 

al., 1982). ;¡; ;:,r ' { /f~- 'f¡' 
"~'.:· ·.y¡: :\·~' <:~t~\ . · .. :~:~~ ' 

Las caracteristicas,que per~it~~·Jtf1Íz~rú\S~rt~;: biorilóleculas 

como documentos ilistóricos };;irit1u}~n )/i:~ríto .su papel de 

transmisoras de. la informa~ión~a·-~~ivé5d~]: tiempo. asf como su 

distribución biológica. Las semanúdas;son las que mejor cumplen 

estos requisitos, lo que l~s 'permite-servir como base para 

reconstruir 1 a historia evolutiva de un grupo de organismos o 

taxa. Las semAntidas terciarias presentan di versos nivel es de 

complejidad, cada uno de los cual es proporcionan mayor o menor 

información evolutiva. Por ejemplo, las protelnas estructurales 

presentan repeticiones internas de un mismo módulo, a diferencia 

de las protefnas globulares que presentan una mayor diversidad de 

módulos CZuckerkandl y Pauling 1962. 1965). En este caso el 

número de repeticiones o de no repeticiones afecta directamente 

la cantidad de información dsiponible, que serA obtenida a partir 

de la secuencia de los motivos y de las veces que la repetición 

haya ocurrido. 

La selección y la deriva génica hacen que los pol imeros sufran 

constantes sustituciones de sus monómeros, por lo que la 

secuencia original se modifica. Surgen asi variaciones entre las 

que se pueden comparar sus similitudes y/o diferencias. 

Las episemAntidas tienen un valor diferente en la reconstrucción 

de la historia evolutiva. La información que se les puede extraer 

depende de su contexto biológico, por lo que las episemAntidas 
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permiten .completar partes de un ~rbol g~nealógico·. pero n·o pueden 

ser la base a partir de 1 a cual se deduzca Uria fi 1 ogeni a. Su 

utilidad queda demostrada en él caso de laf bacterias. 

fotosintéticas, donde usando los carotenoi~es se· ha. podido 

refinar una rama del ~ rbo 1 (In: Zuckerkandl y Paul i ng, 1965). 

Este tipo de estudios requieren de una confirmación independiente 

como podrla ser el uso de una sem~ntida tal como el rRNA o los 

citocromos <Zuckerkandl y Pauling. 1965). 

Algunas de las moléculas· episem~ntidas pueden ser universales, 

como el ATP, aunque también ocurre lo contrario como substancias 

que se encuentran sólo en un organismo. Tienen distintos grados 

de complejidad, y en algunos organismos dicha complejidad puede 

ser una fuente de información, pues para producir una molécula 

episem~ntida intervienen varias enzimas. 

Por último, las asem~ntidas son moléculas que no nos dicen mucho 

acerca de la historia evolutiva. pues pr~cticamente no guardan 

información biclógica. no presentan variación y tienen ~oca 

complejidad. 

Qel an~l is is anterior se desprende que las moléculas pierden 

relevancia evolutiva. es decir, que ésta decrece, conforme se al 

siguiente esquema: 

sem~ntidas -----> episem~ntidas -----> asem~ntidas. 
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Las prote1nas y los genes que las codifican, sirven como 

herram1 en tas para la reconstrucción fil ogenéti ca y. en algunos 

casos al completar la información con el registr.o fósil,. para 

fechar los eventos de divergencia de los grupos b1olO,gicos 

CZuckerkandl y Paul ing 1962, 1965). A continuación s_e en.umeran 

algunas caracter1sticas que pueden deducirse a partir·:de· l_a 

comparación de las secuencias de monómeros. Al realiz~~· l~; 
comparaciones se buscan sitios conservados que muestren·s·i'~ll itucl 

significativa entre dos o más polipéptidos que;c;·p~fríii\an 

establecer: - .·. ~¡, -· 
.. _.,,,.,,, 

ll La descendencia común entre dos o var.ias ,moléculas: ·¿)·el 

cálculo del momento aproximado en el que ocurrió ·1¡- divergencia a 

partir del último ancestro molecular común; 3) la p~obable 

secuencia del ancestro; 4) las lineas de descendencia que 

surgieron por el cambio de monómeros; 5) la identificación de los 

sitios funcionales y/o estructurales importantes: 6) los módulos 

y motivos comunes a protefnas con función y/o origen distintos. 

Se debe tomar en cuenta que dentro de los diferentes tipos de 

protefnas que hay en los organismos. cada protefna tiene un valor 

diferente como marcador evolutivo, por dos razones. En la 

primera existen diferencias que se presentan entre las protefnas 

debido a su historia evolutiva, en cuanto a su función y al 

momento en que surgen; es decir, hay protefnas más antiguas que 

otras y el lo puede limitar o no su uso en la reconstrucción 

filogenética. La segunda razón está inplicita en la hipótesis 
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del reloj molecular, planteada por Zucl<,erkandl y Pauling (1962). 

y que lleva alestablecimiento de una relación entre el tiempo y 

el ndmero de. sti~tituciones. Esto supone que la tasa de 

sus ti tuci.of!es ... es _constante· y que la mayoría de estos cambios son 
-.... ·.· .. , ... - -·· 

neutros .. Sin embargo. al ponerse a prueba esta hipótesis, se ha 

observ.~d~/-~ué/en cierto casos el reloj se acelera y en otros se 

desacelera··.::A~~. cla tasa de cambio no puede ser constante si se 
:OC,_ '..".:.:_ -~=-

tienen{difererites~ ritmos cíe cambio, por lo que en la actualidad, 

rara ~ez sé utiliza como. marcador para fechar eventos evolutivos 

(Melnick, ~~90; Behe, 1990). 

la.hipótesis del reloj molecular que observa las diferentes tasas 

d~ sustitución que presentan las proteínas en sus monómeros. 

ayuda a valorar qué tan importante es una proteína para una 

pregunta evolutiva específica, es decir, existen protelnas que 

son más adecuadas que otras para establecer una divergencia, pues 

hay moléculas que tienden cambiar rápidamente impidiendo 

relacionar a dos proteínas, como ocurre con los fibrinopéptidos. 

En el caso contrario, cuando una proteína es muy lenta en 9U tasa 

de cambio, no podría registrar las diferencias entre dos 

proteínas de organismos muy cercanos filogenéticamete, como 

ocurre con las histonas. 

Finalmente, diremos que las técnicas de evolución molecular 

.presentan dos ventajas; ll permite comparar filogenéticamente a 

organismos pertenecientes a taxa muy lejanos, como aves. hongos y 

eubacterias (lo cual seria imposjble con la morfología); y 2l 
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permite hacer un análisis más objetivo, que'la anatómla comparada 

o el registro fósil. debido a que los ~'stuéiios''son de carácter 

cuant ita ti vo, si empre y cuando se' tenga un poli pépt ido lo 

suficientemente largo para la estadlstica 

correspondiente, pues de lo ··contrario.- el anal is is para 

pol ipépti dos mas cortos requiere elementos diferentes al 

estadlstico por lo cual se aplican criterios subjetivos. 

L4 HAS PROTEfNAS HACEN HONOR Á SU ASCENDENCIA? 

En los organismos actuales cada gen de cada protelna tiene un 

retrospectiva particular, es decir. cada biomo_lecual tiene una 

diferente. El legado de estas moléculas se delimita, por el 

momento de su surgimiento evolutivo, como por las formas de 

cambio en su secuencia de nucleótidos y en la de aminoácidos en 

el tiempo. Estos cambios son dependientes de las restricciones 

funcionales que existen sobre el gen perse. en su producto (el 

papel funcional que juega en la célula) y de las variaciones ¡, 

aleatorias en la secuencia del gen. Dichos cambios quedarlan 

contenidos dentro de la biomolécula. de esta manera se lograrla 

deducir la historia de la molécula. que a su vez reflejarla 

incierta mediada la de los organismos. 

La riqueza que tiene cada biomolécula como marcador de la 

historia evolutiva de los sistemas biológicos. depender~ de su 

retrospectiva y de su capacidad de mantener o perder sus rasgos y 

caracter1sticas ancestrales (hasta el limite de transmutarse) 
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esto último debido:a la tasa de cambio, .lenta o acelerada, que 

tiene una secuencii; 

Á 1 sel ecc'i ~llar· un~tmolécula en. piÍrtiºcul~r se elige. de a 1 guna 

manér'a, e]relój;dfunamo~écúla ~~~~·x~a~~·d~.cambio se ajuste a 

d ertll ·e~ent~ evoluti véc; eft('.es;~lJffa'?{efrospecti va adecuada. En 

consécuenci a_;. 1 á semánti da"' con:sÚ~a r'i~~l<ls dominios funciona 1 es 

que se ajustarán a<los ev~~t~~· ~ci'.·1~:'historia evolutiva de los 

organismos que se pietendi estudiai~ S~ construye así una crónica . ," . 
aproximada de la evolución m.ole.í:uiú y biológica, pero también se 

puede correr el riesgo de terminar relatando 

aventura de ciencia ficción. 

méls bien una 

El alcance que tiene una molécula para mostrar los eventos del 

pasado tiene l lmi tes. Cada molécula tiene diferentes 

posibilidades para mostrar el pasado cercano, lejano, y muy 

lejano. Si se desea establecer una serie de eventos evolutivos 

lejanos se debe optar por una molécula conservada evolutivamente 

que posea una distribución general izada dentro de los taxa en 

cuestión. Existen moléculas que pueden perder rélpidamente las 

huellas del origen común en la secuencia primaria, pero no 

necesariamente en otro niveles estructurales. Por otra parte, 

existen sistemas biológicos que se prestan con mayor ·facilidad 

para tener un reloj molecular acelerado, como los virus de RNA, 

en los cuales la RNA pol imerasa RNA dependiente no tiene 

capacidad correctora, por lo que acumula méls mutaciones. 
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Por ejemplo, al comparar las diferentes. secuencias de citocromo 

b, se puede relacionar a organismos 'filogenéticamente muy lejanos 

que utilizan la cadena respiratoria para .producir ATP, debido a 

que se trata de una proteina de grandes ;di~en~iones con una tasa 

de cambio relativamente lenta. En c'ambfo,.':si .:tomamos a· una gen 

que ti ene una tasa de sust ltuci ón más rápida. como 1 os 

fibrinopéptidos, será dificil encontrar la similitud y por ende 

la ascendencia común en organismos cercanos (Doolittle, 1988). 

1.5 PROPIEDADES EMERGENTES DE LAS PROTE1NAS 

De manera similar a lo que ocurre en todos los niveles de 

organización biológicos, donde las propiedades de un nivel no se 

definen por la suma de sus componentes sino por la emergencia de 

éstos. las protelnas poseen caracterlsticas propias que no se 

determinan únicamente por 1 a suma de sus monómeros. si en do sus 

propiedades qu1micas mucho más amplias. 

Si se pudieran definir las propiedades de las protelnas tomando 

en cuenta únicamente sus aminoácidos, entonces, tanto 1 a 

estructura terciaria como las funciones de una protelna se 

podrlan deducir fácilmente a partir de la estructura primaria lo 

cual sigue siendo imposible. Las propiedades de un aminoácido 

cualquiera son de un tipo. No obstante. al hallarse en una 

secuencia, dichas propiedades pueden ser modificadas por el 

ambiente CWilliams. 1985). La importancia del encadenamiento de 

los aminoácidos en una secuencia radica en la combinación de los 
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mismos, lo cual genera alternativas en 1as propiedades qu1micas. 

Como .consecuencia se conforma una qu1mica diferente de la que se 

comienzan dilucidar las reglas que determinan la función 

biólógica de estas moléculas. Ademils, existen otros elementos que 

contribuyen a la qu1mica de las biomoléculas como las porfirinas, 

los metales, las coenzimas. etc. En la bios1ntesis y plegamiento 

intervienen otras moléculas, como las chaperoninas, que son 

determinantes para que las prote1 nas adquieran su conformación 

funé:i ona l . 

Una de las principales propiedades de las protelnas es la 

capacidad que tienen sus secuencias de aminoácidos para plegarse. 

adoptando diferentes formas que se traducen en estructuras 

complejas. capaces de llevar a cabo diversas funciones. Ademils. 

ssalvo en casos excepcionales. existe un hueco en el conocimiento 

entre la relación que guardan la estructura y la función de una 

protelna CWilliams, 1985). 

La evolución de las distintas funciones de una prote1na. y su 

especialización se reflejan en la estructura. en la cual quedan 

marcados los eventos del cambio. aunque éstos no indican cómo es. 

que se lleva a cabo la evolución de la función. 
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1.6 LA ESTRUCTURA Y ORGANIZACION DE LAS PRDTEfNAS 

.Si se conocen algunos de los niveles estructurales de las· 

protefnás, se puede intentar establecer la relación que éstos 

guardan entre sf, para describir cómo se encuentra organizada una 

protefna. Si hiciéramos una separación arbitraria entre cada 

riivel estructural de las protefnas. donde los niveles fueran 

independientes unos de otros. tendrfamos que aceptar que cada 

nivel representa una jerarqufa con sus caracterfsticas propias. 

lCómo serf an afectadas a ·través del tiempo sus propiedades?. La 

respuesta a esta interrogante se ha estudiando de manera emplrica 

desde los inicios de la biologla molecular. y sólo hasta hace 

poco se ha intentado hacerlo con modelos predictivos (Creighton, 

1984). Se ha visto que cada nivel estructural tiene su propio 

comportamiento en el tiempo CZuckerkandl y Pauling, 1962 y 1965: 

Rossmann y Argos, 1981). Las modificaciones que se suceden tienen 

dos modalidades de cambio, una a lo largo del tiempo. en toda su 

historia evolutiva y otra en su propio tiempo, que corresponde a 

el periodo en que se encuentra en un determinado linaje. 

Al estudiar las secuencias de aminoácidos pueden observar alguna~ 

relaciones realizando un análisis cuantitativo que determine el 

grado de similitud. Si a través de este análisis se demuestra la 

existencia de una genuina relación. se dice que las secuencias 

son homólogas. es decir, que comparten una ascendencia común. Las 

posibilidades son las siguientes: 
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ll Al comparar: diferentes -secuencias· entre. si. tanto de. tamaño 

igual como diferente'. s~ ob~erJ~ q~e éontl~nér(diúl~tos grados ' 

de similitud .• P~edé>:ocufri r/ q~é;' dos s~i:~~Üc~~~ ''s'Q;.' ii~nt{fi quen 

i~;~~;~~~::~i'.!f f &1f ~~~:~o/gr~:t~~~~~~i1~::1~: 
- _, ·-- -~f/" ~: ;f~ ':~~·4~- ~;4j'.);--;:;.- ':,.:)~~o~;~:-'. ... :''._:_.:::;;,__s;:-_:_'...:_-,.~'T~-'~.~--~-~::::=. ~ ,. ' ·:; .-::- ·-,,-, -

.:.;2--; ; -~?;:;~_::;.~-::.:; ,~ ; t.;;r: -~_), .. :·,~ ;.~:~- . ;~;,:~~,~·~:~~~'. ~~:~t~-- __ -;: __ ,-- -
11 ) si se ti ene" la secuehCia~·éfé7úii,ffprot'efn~: de-.;:funci Ón ~onciéid a 

~u::a ~om:tar~as c;~:f:I ;gb~~\~;~~:ri~~,~~'~tj~~~\~Jv!]~;!eic:::· laa f:~ s:: 

función, es p'osiílfe h~'lli~2:~-rii1~-~~'ot~~-na~f~~~fa. similitud sea 

significativa y que tenga una ·función• biólógica diferente, o 

bien. que no exista niguna rera'ció~ aparente con protefnas de 

función similar. En este último caso es posible que la protefna 

haya cambiado sólo en su estructura primaria, conservado su 

estructura terciaria (Ver tablas 1.6.1 y 1.6.2). Asimismo se 

Tabla 1.6.1 S1m111tudes obtenidas al comparar la estructura pr1mar1a de los residuos 
de am1noactdos de dos prote1nas A y 8. 

"Ja 
.r1b 

~:¡;;.- .. 

ria 
11 b 

ma 
mb 

me 
fild 

A es similar a B y ambas poseen la misma función 

A es similar a By tienen distinta función 

A no es similar a By tienen la misma función 

A no es simi ldr a B y tienen diferente función 

Un segrrento de A es similar a un segmento de B y tienen función equivalente 

Un segmento de A es si mi lara a un segmento de B y tienen función 
diferente 
El segmento A esU repetido dentro de la protefna y tiene función similar 

Un segmento de A estc1 repetido y tiene distinta función 
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plantea .1 a. posibi l idad·cte : que:'¡exi~ ta. una; convergencia evol IJt i va 

en la estruétura terciaria i>br, lb c~~l rib cd~;.~;pó~del'la ·a una 

estructura ~~rci~ri,~; .~; ?~ :}; . · ... •r .''.t·" 
1
lf. ,¡ :<. ;, . 

·- ~,;:~;::~ •• :-7·'. ··-.:·.,;;- ... ,"' · :\·~·~~ :.°':;-r. - ·,~:;.:.~.;- :-,~~·'·- ;-e· ~-:';.'.---~-

11 i . Consi.derernó~
0

;'ahóril.~l éciséi:e~''d'orl~~;é'í'~ {~mp~ración de 1 a 

tot~l i ciad d¿ 1 a~ seiu~rici as de;amiitoáci dél{ d~·~l ás protel nas. A y B 

no demuestra que eÍÚste una relai:i'oniÚr~;.:,á~·bas~ Sin embargo, si 

cornpú~mos -"~e~~~ntbs de e la .se~~en~i a A . contra 1 a secuencia 

compl~ta.de B, :puede ocurrir 

parte de B; A partir .de este 

que·Jstas guarden 

tipo de hallazgos 

similitud con una 

se ha descubierto 

que las pr~tefnas se construyen a base de módulos. denominados 

dominios, elem~ntos que se combinan para dar origen a protelnjs 

de difere~ie función. ~sto explica que distintas protelnas 

compartan dominios posiblemente con funciones similares. 

Un caso an~logo es aquel en el cual las protelnas pueden aumentar 

de ~amano debido a la duplicación de un dominio denLro del mismo 

gen. En la Tabla l.ó.l se resumen los tres casos anteriores y sus 

diferentes variantes al comparar algunas estructuras primar.ias. 

En el caso 1 las secuencias no han cambiado lo suficiente, por lo 

que es posible reconocer su ascendencia común y por lo tanto, 

concluirse que son secuencias homólogas. Ejemplo de Ja son las 

diferentes cadenas de globinas (mioglobinas y hemoglobinas) en 

las que encontramos ligeras variaciones, aún cuando se conserva 

la función CZuckerkandl y Pauling. 19ó2: ·stryer, 1988)). En 

cambio, la variante lb est~ representada por el caso de la 
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Tabla 1.6.2 Ejemplos de los d1ferentes casos de la Tabla 1.6.l. donde se ha encontrado 
s1m111tud entre diferentes protefnas. 

CASO ... EJEMPLO 
·. 

ta Hfoglobfna con Hemoglob1na 

RJNCJÓN Unen O_. ,1 un grupo prostético <Grupo Hemo) 

l1soz1ma con a-1actoalbllm1n. 
R0mpt• el t·nlJce glucos1d1co 11 de los azúcare<.> NAM y NAG. 
Camb1.1 1.1 espec1flc1ddd de la galactos11 tranferasa para 
formar lactosa en vez de unir galactosa con la NAG. 

REFEnEHCIA ; ; 

Rossmann 
y Argos (1981>: 
Lehn1nger < 1975) 

lb Tr1psfna con Ou1motrtps1na. Stryer 0988) 
H1droJ1:a el enl.ice peptfd1co en Arg o Lys. 

RJNCJÓN Insulina con Factor de crec1m1ento nervioso. Lehn1nger (1975) 
St> une .i un receptor de la membr.rna que promueve la 
1nterna1 i ZJCl ón dP 1 a g 1 ucos.i, 
Haptoglob1na con Sertna proteasa. Lehn1nger {1975) 
SP unP ,1 un receptor de membrana que 1nfluye en el crec1m1ento 
d~ l.1 11eurn.is, promotor.is de las conecc1ones m•urales. 

Jla llsoz1ma de Pollo con L1soz1ma de fago T4 
Rompi> .. 1 enlact> ~luc.os1dfco Jlde los .izllcare<; NAH y tlAG 

llb Rfbonucleasa de bovino con llsoz1ma de pollo 
llldr,iJ1lLJ 11NA en el extremo 5' siempre que hLJya una p1r1m1d1na 

RJNC1ÓN en i>! extr~m;i .!' 

IIta Prote1na C con Factor XII con tPa 
CompJrten le-'> módulos ttpo EGF íGl, ·Kr1ngle• (KJ. 
f1bronectlnJ lfll y m'.'ldulo tipo proteasa no cat.il1t1co (P). 

FUNCIÓN lntl•(v1enen en la coagulaclón y 1.1 ffbrólfsfs: G .ictlla como 
far::t0r de creclm1ento y l1ga Ca'". Fl actlld en la 1nteracc1ón 
prot•.>1na·prote1na. P determtnJ la especlficfdad de las 
prot~rnas K módulo que se 11gan a los módulos de tipo 
proti>as.i. 

Itib Sup1:ro11ddsa ct1smut.J5a <bovino) comparte un dcm1n1o con una 
RJNC'ION 1nmurir:globu11nd (Jgr.l 

Rossmann 
y Argos el 982): 
Stryer (1988) 

Rossmann 
y Argos (198lj: 
lehn1nger (19751 

Baron t>t a7 .• 
{1991): 
Patthy (1985). 

Ros':lmann 
y Argcs. <1982). 

tllc Ovúmuco1de, m1os1na. ferrodox1na.t1ene módulos repetidos L1 y Grclur 
lnternamente que 1nh1be la tdpslna, tiene acttv1dad de ATPasa 0991) 

RINCIÓN y se liga d ld dCtind en el mtlsculo, Participa en el Lehn1nger (1975) 
trdnsporte de electrones en la fotos1ntesis. 

N-aoi:til N-acrtilmurám100 tNAf.fl, (!luoosamina (NAGJ. 
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lisozima de la clara' de huevo .v·ia\x:-factoalbGinina,fa~ cuales. 

si bien son homólogas'.:' ~~~¿orl~~rJarciri,J~. mii~a .<fLnción \{Rossmann 
·,~,~ ,\,'_ . "L- . , :· 

difereiítés; pefo i'a función es 

. í9il3):. 

Un ejemplo ·del tipo !lb serian las secuencias de ribonucleasa de 

bovino y la lisozima de pollo, que no presenta una similitud 

estadlsticamente significativa CDoolittle, 1988). El caso 111 es 

el m~s importante para los fines de este trabajo, pues en los 

últimos años se ha descubierto que algunas protelnas poseen 

segmentos homólogos entre ellas. lo cual ha llevado a proponer 

que las protelnas est~n construidas a base de módulos funcionales 

y estructurales que se pueden intercambiar para dar origen a 

protelnas con distintas funciones <Gilbert, 1987: Phill ips et 

a 1 •• 1983 l. 

Las protelnas se organizan y se pliegan con base en sus 

estructuras secundarias y supersecundarias. Al parecer estos dos 

niveles estructurales pueden formar otros niveles de organización 

que pueden mantenerse a lo largo de la evolución de una protelna. 

Se ha obervado que algunas de estas estructuras b~sicas se 
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presentan en diferentes protetnas. Por ejemplo; en las 

hidrogenasas el sitio de unión al NAO de las piruvato cinasa y 

probablemente en la aldolasa comparten el dominio llall. 

(estructura supersecundarial llamada el pliege de Rossmann. Se ha 

discutido la posibilidad de que las estructuras comunes a varias 

protetnas provengan de una estructura ancestral o bien. que sean 

resultado de una convergencia evolutiva (Rossman y Argos. 1981). 

Al estudiar la estructura de las protetnas puede pensarse que la 

misma determina su evolución, olvidándose de que uno de los 

factores centrales de la evolución de las protetnas es la 

función. 

Aparentemente existen sólo unas cuantas estructuras básicas con 

las que se han podido armar las protelnas para funciones 

especificas. que son heredadas y se reutilizan en diferentes 

protelnas. Por ello es posible que las protelnas posean unos 

cuantos bloques básicos CSmódulos o dominios estructurales o 

funcionales) que son los componentes que posibilitan la 

construcción de diferentes enzimas con actividades y propiedades 

distintas CRossman y Argos 1981: Phillips et. al., 1983). La. 

anterior dificulta diferenciar si estos niveles estructurales son 

convergentes o divergentes. sobre todo en aquella en· que las 

estructuras primarias no muestran una similitud discernible, y la 

función es diferente (ver Phillips et al., 1983: Thornton y 

Gardner. 19891. Ejemplos de estructuras compartidas son las 

superestructuras secundarias de ,barril a\JI y llall. que se 
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encuentran en distintas protelnas CR9ssm~n~ Argos; . 1981: 

Phil l ips et 
; . :/}~!· ... :.~·;·>~· 

comparar la e~~ructura tridimensional de. '..Jr~telnas que 

llevan a cabo la niiSma función, se ha visto: que /'e'ste nivel 

estructural es el que tiene mayor conserv~ció;;, e~ d~'cir; 

Al 

que 

sufre cambios con mayor lentitud, mientras que la esfructura 

primaria tiene· cambios mils rapidos en el tiempo. Ello significa 

que las estructuras ·de las protelnas perdieron evidencia de su 

homologla a nivel de la secuencia de aminoácidos pero que ello, 

se ha conservado en el nivel de la estructura terciaria. Un 

ejemplo de este caso es la lisozima de pollo y la del fago T4 

(Ver Tabla 1.6.2 l. que sólo comparten las partes de los dos 

sitios catallticos, y el sitio de unión al sustrato. Otro caso es 

el de las enzimas malato deshidrogenasa CMOH) y lactato 

deshidrogenasa CLDHl. que tienen una estructura terciaria 

similar, catalizan reacciones parecidas (reducen al oxaloacetato 

y al piruvato, respectivamente) y funcionan con sustrato 

diferentes. Por lo tanto. desde un punto de vista biológico, 

comparten algunas similitudes estructurales pero no funcionales, 

CRossmann y Argos. 1981). Un experimento que logró revelar la. 

cercanla de la especificidad funcional y estructural que guardan 

estas dos enzimas. que al determinarse mediante la mlftagenesis 

dirigida, que con sólo hacer una sustitución de un residuo en la 

LDH, de Gln 102 por Arg, se logró cambiar la especificidad por 

el sustrato CWi 1 ks et a 7 .. 1988). Esta mutación transformó 1 a 

actividad de LDH a MDH, sintetizan90 malato en vez de lactato. 
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teniendo una efidencia catal,Hica de 4'.2 x.106 Kcat/Km. Crango 

catci1iticolconfürii'é éie Michaéiisl····· hacta su sustrató. natural 

~::~~:~:~º ',:~ JX;~:x }et3 v:~~~~e~iai~~ª~~¡~~r~t·s~~f ?Jt~~t1a .c~:N; :~. 
sus~ra~'ó~c ~~? ~~·f~if~.1 '~~ái?:ac!t~~?J. i~-~ e·~,µ~'.!~1 'í~t~:fal'(Wi 1 ks et 
al., 198Bn· 

1< "\'. ,. {,• ;, ~'!':'. ···· .·. ;,), ·· ,} .•. '.: 
'; '' .... \:·,' ;,::;. '·'· ' "' '.,' ···:~:·.:. .;. ·•'. ' •:.\ 

···<'.,::: '.:~:'.):_ ''··e;;. ,~;;i:~'.- ·~i\~: ~~t::- -- ~ fi~ - ::;·:. ; -·{~:~--~ 

Si. se tiene ~na isim.iÍitÚd :S19n~fidtiva en la· estructura 
. ·- -- -·-- ::-~ ~: :_ -. ,-,~ :-º ~-. -,_';-,- _·- ->_ 

;prflllariiies fa'cil' '¡l~eoecfr cjúe .ésta se observa también en la 

estructura terciaria: el ejemplo cHsico es el de las globinas. 

donde se comparte la forma estructural general con pequenas 

·variaciones. entre las hemoglobinas a y p CRossmann y Argos. 1981: 

Phillips et al •• 1983). 

1.7 DOMINIOS Y SITIOS CONSERVADOS: LAS PROTEINAS SE FORMAN EN 
MOSAICO 

Cuando Sanger y Tuppy (1951) secuenciaron la insulina se demostró 

que las protelnas contien una secuencia unica de aminoAcidos. lo 

que abrió la posibilidad de suponer que las proteinas están 

organizndas en diferentes niveles estructurales. A partir de 

este descubrimiento la sucesión en que se dió el hallazgo de la 

conformación de los otros niveles estructurales fue rApido. 

El primer paso fue dado por Paul ing y Carey Cl95ll. quienes 

lograron resolver las estructuras a hélice y p lAmina. usando la 
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difracción de rayos X e Paul i ng et a 1., 1951 y Lehni nger, 1975). 

Sin embargo, desde 1948 Pauling ya habla dilucidado.con papel y 

Hpi z la estructura de las a hélices •. toinandÓ- los datos de rayos 

X existentes de la a-queratina CLehninger. ·l975. Y .. von Heijne. 

1987). 

Más tarde, se obtuvo. con mucha mayor nitidez; 1 a~ ~~t~ll~t~ra 
tri d imensi oña l de la mi oglobi na CKend rew. et .ál Ji{1~~b)'f;~l ~'.;-~ual 

;---;:;:=,--:;:;:"~;;;e,:' .;-:-C.'.~~.;:-_-_":'._-.-

por • va_~!~:-"--~~~~:51·c;:~Ii~,~Es.te 
descrubrimiento seguramente hfzo-míiy 'fellz7a';:~~alirfii9.0~(Juililso_ri_;_ 

resultó estar constituida 

'- ~,~:;:-·~: ·e-,~ ·t; .. ,:;;:.::~, 

''><:::j;' 1980). 

Sin embargo, una vez que se conoció la•estructura tridimensional 

de dicha proteina, se descubrió que no tenla la estructura 

regular que algunos esperaban, y que no habla simetria. Fue 

hasta 1959 cuando se propusieron los términos de estructura 

"primaria". ·secundaria" y •terciaria" Clindertrom-Lang y 

Shellman, 1959). Por otro parte. el pensamiento evolutivo ha 

permitido establecer que parte de las causas en el ordenamiento 

de una secuencia esta correlacionada con la historia evolutiva 

de la prote1na: es decir, que el ordenamiento se debe a causas de 

origen biológico CCrick, 1958). 

Al aplicarse la perspectiva evolutiva la comparación de 

secuencias de ami no~ci dos. se pudo establecer. cuando sólo se 

contaba con secuencias de hemoglobina de diferentes especies. que 

algunas protelnas tienen una tasa constante de sustitución de 
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amino~cidos .. en .el tiempo CPaul ing y Zuc[<erkandl. 1962.). Por otra 

parte. utiliza.ndo ;-la .. · similitud en la secuencia de protefnas 

homólogas .fue facti bfe real.izar una reconstrución del camino 

seguido por.:un polipéptido;a lo largo de la evolución. 

La pregunta sobre la secuencia de amino~cidos planteada 

anteriormente puéde · ser- extendida los otros niveles 

estructurales: lOué reglas sigue el ordenamiento de los 

diferentes niveles estructurales?. Una de las estrategias que ha 

permitido ir encontranda respuesta ha sido el estudio de la 

diversidad de secuencias y estructuras que presentan las 

prote1nas. Esto se ha podido lograr gracias al desarrollo 

simultáneo de la informatica. y a la rapidez con que ahora se 

dispone de secuencias de genes. Se han podido dar as1 pasos m~s 

sólidos para discriminar las diferentes estructuras que presentan 

las prote1nas (que se pueden definir en módulos o dominios 

estructurales y funcionales dentro de los cuales se localizan los 

sitios funcionales). Toda esta redundancia de información ha 

enriquecido y permitido que se reconstruyan al menos erf parte 

los eventos del pasado evolutivo de las protelnas CDoolittle, 

1988 y 1989). 

El desarrollo de la computación ha permitido almac~nar gran 

cantidad de 1 as secuencias que se producen en 1 a actua 1 i dad. 

Dicha información est~ concentrada y ordenada en bancos de datos 

de diferentes tipos. Por ejemplo. existen líancos de genes. de 

prote1nas y de la estructura terciaria de las protelnas. Por 
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otro lado, .las computadoras actuales pEH'miten r~alizar cHculos 

rapidamente/ p~r. ~¡l.O .',QUe se puede~ . ejec¿tar programas muy 

comp 1 ejes con · acceso 'a una ;mayOr memoria. Ello permite. en 

p~i n{i pib\. ai]alJzar:;;;lasis~i:úenci as con·.·. mücha facl 1 i dad_. 

EÍ dÍsce~nif¡¡'ié~tb de lás e'~trÜcturiis'se h~. realizado utilizando 

una. d~:'l~sJtlerrami~nt~s· dé mayor tradición en la Biologfa: la 

- compiir'aéiÓn;:,-:gracias a '1a: cüal se puede establecer, en las 

protei na~::'- sLcios s~-cuenci as; de _ami noaCidos tienen un porcentaje 

d~ si~li'Ítud \ignifi~ativo para ser consideradas homólogas o no, 

precisandose si .las protefnas estan en alguna de las distintas 

familias estructurales. Dichas familias estan formadas por un 

número limitado de dominios que se organizan en distintos juegos 

CRossmann y Argos, 1981). 

Tabla 1.7 .1 Sitios funcionales (TJmado de Doolittle, 1988). 

GXCW/Y 
UOTG 

OFGC X lnAPE 
TCPC X )nNLGT 

CTTNC 
UAYEP 

TASHD 
CCXXHO 

SXXK 
NXS/T 

C/HCX>n C/H(X)n C/H 

RGD 
CXXCH 

GXGXXG 

S1t1o actfvo de la proteasa ser1na 
Subtf11sfna·t1po de proteasa de ser1na 
Proteasa sulfh1dr1ca 
Proteasa Ácida 

H1drox1qu1nasa 
Guan1 d1n1 n ·qu1 nasa 
F os fog 11cera1deh1 do desh 1 d rogena s a 
Trfosa fosfato 1somerasa 

Fes fog 1 ucomuta sa 
Fosfol fpasa A 
Lactamasa 
S1t1os que se unen Asn con cacboh1dratos 

Dedo de z1nc 

Adhes10n celular 
Cftocromo e t1oéster 
Motho de Rossmann. s1t1os que unen 
nucleOt1dos · 

·x· • cualqufer resfduo 
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. - ' . . 
El poder reconocer·'un bloque fu'n tonal: d~ urÍ~-- protefna qUe se ha 

caract~riz~do posiíÍiliÚ, ~n<itras·Ssai;'uñesfüdiomis rápido 

:::::::;:: ''.:a:1ii:::~~tf r::i¡,~~{~~~}_'_¡s·~_._·_-_¡e6_~1º_,_to·_~_._,_-_._' __ :_',:_._._._.he_¡';a_.Y __ ;_'.•_:_._._t_._._-_·_n_º:q;u~e¡::::: ::::: 
En cambio, caracteriza~ ~n .i1ióciJ}~ descubrí r 

quiénes lo co~parteni est~~í~fJ'e¡;,1~{~~~ Yá"-fí.lni:ión posible.de la 

protelna. bajo la hipÓtesis dec'q~~;¡;~Scio~l~los, esbecfficos están 

regularmente asocia dos a una 'determinada --actividad CThornton y 

Gardner. 1989). 

Gracias a las comparaciones realizadas se ha encontrado que las 

protelnas están constituidas en mosaicos de dominios y sitios 

funcionales conservados, lo cual permite suponer que muchas 

protelnas tienen una ascendencia de origen mezclado o compartido 

(véase la Tabla l.6.2l. De hecho, se ha sugerido que el número de 

dominios funcionales con los que se construyen las protefnas es 

limitado (Gilbert 1987>. Con base en lo anterior, pueden hacerse 

comparaciones sobre la composición o proporción de los dominios y 

sitios funcionales dentro de 1 as protelnas, abriéndose asl la 

posibilidad de que su clasificación refleje una ascendencia 

común. 

El centro activo de una protelna se puede encontrar en la 

interfase de los dominios CRossmann y Argos, 1981). Empero, hay 

dominios funcionales que sólo se encuentran en una sóla parte del 

polipéptido (Li y Graur, 1991). Dentro del dominio la función se 
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encuentra asociada a pequenas secuencia~ espec1ficas denominadas 

motivo o sitio funcional. 

En los dominios se pueden encontrar secuencias más pequeMs 

que forman uno o varios bloques muy conservados. Estas secuencias 

sue1en tener 30 aminoácidos o menos. Oebido a que son segmentos 

muy pequenos (con respecto al dominio), podrlan mostrar un sitio 

funcional. el cual se puede compartir entre diferentes prote1nas 

que muestran actividades similares. Un buen ejemplo lo 

constituyen los sitios funcionales descritos por Ooolittle Cl988J 

(Tabla 1.7.ll 

1.8 smos QUB SB UNHN A NUCLBÓTIOOS Y/O POLINUCLBOTmoS 

Varias de las protelnas que intervienen en los procesos 

metabólicos usan nucleótidos como sustrato o cofactores para 

llevar acabo su función. Por lo tanto, presentan dominios o 

sitios donde se ligan sustratos Cnucleótidos), coenzimas 

Caceptores o donadores de H+l. como reguladores CAMPcl o moldes 

Cpolinucleótidos). 

Las protelnas que requieren unión a nucleótidos están presentes 

en los sistemas que transfieren energla y que r~gulan la 

replicación de los ácidos nucleicos. Tal es el caso de las 

polimerasas, las tRNA-sintetasas, la protelnas ribosomales. de la 

cápside viral y de la ribonucleoprotelnas CRNP-CSl. 
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Las protelnas que actúan con polirribonucleótidos pueden tener un 

origen diferente al de las que lo hacen con ribonucleótidos como 

ser1an algunos dominios que estan presentes en las prote!nas 

r i bosoma les como Sl y PNPasa (Ver los capHul os 

correspondientes l. 

o o o 
11. 11 11 

O-P-O-P-O-P-0-
01 d d 

Figura 1.8.t. El ATP y algunos amino.1cidos se unen mediante enlaces negativos 

con el ox1geno del fosfato: por medio de los ox1genos de los extremos 

hidroxilo 2' y 3' de 1 a furosa. y con cargas pos1 ti vas a través de 1 as 

hi drOgenos de 1 grupo ami no de 1 ani 11 o de puri na. 

Las fuerzas que intervienen en 1 a unión pal i péptido·nucl eótido 

son atracciones electrostaticas (puentes de metales). fuerzas 

dipolares (puentes de hidrógeno) y fuerzas entróficas (efecto 

hidrofóbico). 

Algunas de las prote!nas que se unen a acidos nucleicos son 

aquellas que requieren de cofactores como las ATPasas, protelnas 

G. factores de elongación, quinasas, deshidrogenasas, etc. 

Existen otras que se unen polirribonucleótidos como las 

polimerasas, ribonucleoprotelnas, las endonucleasas y las 

exonucleasas, los factores de transcripción, los factores de 
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\. .·__ . ' ., .. ~ 

represión. las .tiistcinas•.~ las topoisomerasas, las prote1nas de la 

envoltura vi.r.al .Y alll;inCl~cÚ,úa~;sferas;s . 
. ~:~ --.. .: ; ·e· ::·/-

:.:"/ ~. -:,:i><i: ·:·:.:v 
Algunas'Ae ías pj.oi:·~·¡,;'a;: anteriormente mencionadas incluyen en su 

. . ' .. . . ' ~' 1--,~· ,._. -,•. ·' ' ···.:: .; -

est~uctU~~. ·5~9ní'enfo'S"''llj¡Tllepffdi cos que cent i e nen residuos de 

:~~~;~:i~";~·?~:~~füJkdi~~{~~\~:~:::l e~:::~:::~t~:::~s e~~::::s c:~ 
la~~.r~gfoneic·P~lar~sfde'los •áciClos nucleicos. La cadena de 

.--,--.,. - · .. -.--· ---., 

fosfatos· puede f~rmár complejos con aminoácidos básicos mediante 

puentes salinos', con el grupo e:amino de la Lys, el grupo 

guariidln efe '1a Árg y el anillo .del imidazol protonado de la His. 

Los puentes de hidrógeno se forman con el grupo ami no de 1 a 

cadena lateral de un aminoácido del pal ipéptido. Algunos de los 

aminoácidos que pueden establecer dicho enlace la son la Asn y el 

ácido Gln <polares neutros), y la Lys y Arg. El ácido Asp y el 

Gln pueden enlazarse a los hidroxilos de la ribosa a través del 

grupo carboxilo de la cadena lateral. Se ha encontrado que la Gly 

está presente en las secuencias de sitios de unión a nucleótidos 

debido a que permite que el pol ipéptido se plegue <Blacf>burn y 

Gait, 1990). 

La coenzima NAD. es una molécula formada por dos nucleótidos que 

corresponden a un an i 11 o de nicotinamida y una adeni na. Este 

dinucleótido es utilizado por todas las deshidrogenasas para 

11 evar acabo 1 a catálisis del sustrato. Rossmann et a 1. (1975) 

descubrieron que todas es tas prote1nas comparten un módulo 
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estructural.que se úne a la parte nucleotidica de la coenzima. A 

este módulo se le denominó pl i ~~ue de Rossmann,. 

El pliegue de Rossmann corresponde 

supersecundari a llall (Rossmann y . Argos, .189.ll;:•. que forma una 

oquedad hidrofóbica en la molécula que permite' q~e .la inserción 

de la adeni na de la NAO". La. secuencia de .ami noélci dos 

conservados de la malato deshidrogena~a-soluble (s-MOHJ, la 

lactato deshidrogenasa CLOHJ, la alcohol deshidrogenasa AOH y la 

gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa CGAPOHJ que permiten la 

unión del nucleótido al pliegue son: Gly 28. Gly 33 y Asp 53 de 

la secuencia de la LOH y las correspondientes en el resto de las 

hidrogenasas. Como la glicina presenta un hidrógeno lateral que 

no representa un impedimento estérico, la adenina se acomoda en 

la cavidad. El ácido aspilrtico se une a través un puente de 

hidrógeno que se establece entre el aldehido de su cadena lateral 

y el grupo 2'-hidroxilo de la ribosa de adenina <Rossmann et al., 

1975). 

Los dos nucleótidos del NAO' están unidos mediante dos 

pirofosfatos. Es a través de uno de éstos que se establece un 

sitio mas de unión entre el NAo· y la deshidrogenasa. Una 

diferencia que existe entre las estructuras de las 

deshidrogenasas es que la LOH contiene una asa funcional. que no 

campa rte con la ADfl y con la GAP OH. que forma el p 1 i egue de 

Rossmann. 
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Tabla 1.8.1 Algunos nntivos funcionales que se c~arten en distintas protefnas. que ligan 
Nucleotldos. 

PROTElNA QUE COMPARTEN SITIOS 
FUNCIONALES 

MOTIVO 

1 GTPasa GRANDE subuntdad a 

2 GTPasa PEQUERA <RAS) P21 encogen 

J EF-Tu, EF·l·•. EF·2 y EF-G 

4 ~TPasa subunfdad p 

5 l\TPasa subuntdad a 

6 REC A 

1 ,_.tostna ccldena pesada 

8 Alcohol deshtdrogena~a 

9 Gl 1 ceraldehtdo·J·fosfato 

10 Lactclto deshtdrogenasa 

11 Gl utat t On reductasa 

12 ~·htdroxlbenzoato hldroxtlasa 

1 , l. 1 csfog1 tceraldehldo c1nasa 

1

14 

15 

11" 
1 
1 ,. 1. 
\ :~ 

1

11 

2t· 

<1 

~en11ato c1nasa 

an11 ato et nasa r· SRC encogen 

~NA p:ll tmerasa celular p 

HA pi;,11merasa celular p• 

r•1dasa O·am1no~c1do 
rot~1na r1bosomal S9 

rote1n.t r1bosomal SS 

rl~tona Hl y HS 

f n.au AMPc dependtente 

°'"•J!:>•Jl 1 ro~ 

MOTIVOS 

r·~-C.~ J t1pfJS relacionados 

r4<;L•..1n11a1 Stgma <RNA po11merasa) 
1 

MOTIVOS CONSENSO QUE SE LIGAN 

CON NUCLEOTIOOS REFERENCIAS 

GXXXXGKS/T NKXD DXXGH ETSAK 

SI GTP GDP GTP kaz1 ro et a 1.. 1991 

GTP/GDP GTP SI GTP Argos y Leberman, 1985 
Saraste et a1., 1990 

GTPGDP GTP SI GTP. Saraste et a 1., 1990 

ADP/ATP/GTP NO NO NO Hsu et •1 .. 1987 
Saraste et a 1.. 1990 

ADP/ATP/GTP NO NO NO Saraste et a 1., 1990 

ATP NO NO NO Saraste et a 1.. 1990 

ATP NO NO NO Saraste et a 1., 1990 

NAO' NO NO NO Argos y Leberllloln, 1985 

NAO' NO NO NO Argos y Leberman, 1985 

NAO' NO NO NO Argos y Leberman. 1985 

FAO' NO NO NO Argos y Leberman, 1985 

FAO' NO NO NO Argos y Leberman, 1985 

ATP NO NO NO Saraste et a 1 •• 1990 

AHP/ATP NO NO NO Saraste et a 1.. 1990 

ATP NO NO NO Saraste et aJ., 1990 

ATP NO NO NO Argos y Leberman, 1985 

NO NO NO Cornellssen et al., l98N 

NO NO NO Corne11ssen et al., 198b 

Post bles NO NO NO Argos y leberman, 1985 

Post bles NO NO NO Argos y Leberman, 198& 

Pos1bles NO NO NO Argos y leberman, 1985 

Pos1bles NO NO NO Argos y leberman. 1985 

SI NO NO NO Sardste et iJ 1., 1990 

SI Saraste et d1., 1990 

LFIGL( RNP2) [Xn] RGFGFUYV<RNPl> 

Polfrnero monocatenar1o de RNA o ONA Bandzlults et al., 1989 

NO NO SI Helmann y Chamber11n, 
1988 
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La región de la coenzima donde se encue~tra 
interactúa .Z~e;L~an'~~a ~·;~i la~' 'en todaf 

menCi onadas;;~nte~i cirménte. , .'. :._: ,,,,·,,,, '. :~/(> ;~,\;::': __ \,j-;:~~· 

p esente la adenina, 
" 

,.1 s, ~'deshidrogenasas 

En •las protefna's GOGAT. p-hi droxibenzoato hi drox1l asa. gi rasa. 

rub~edox>i'ri ,:·· recluctasa. f1 avoprote1na oxi dorreductasa. al cal 1 

hid/oidlaÚ;y, glutatión reductasa, el pliegue de Rossmann se 

pretent~: d.os veces, una en el extremo ami no y otra en parte media 

de ,l.a prote1na. En la primera se une a FAD" y en el segundo a 

NAO', o NAOP". 

Se ha encontrado también que el dominio que une a 1 a coenzima 

FAO' presenta la seceuncia t1pica del motivo de Rossmann. aunque 

de las tres Gly conservadas una puede ser sustitu1da por una Ala. 

Los sitios de interacción en FAO" son un poco diferentes a los 

del NAO'. en cuanto a la longitud de aminoacidos de la estructura 

JlalLAl igual que el sitio de unión de NAO', la Gly permite que se 

aproxime el pirofosfato de la coenzima al extremo amino terminal 

de la hélice. La parte acida, en este caso el acido Asp, fO"rma un 

puente de hidrógeno con el extremo 2' -OH de la ribosa del ADP, 

aunque en el caso de NAOPH es con Hi s o Arg. como ocurre con 1 a 

Girasa CWierenga et al., 1983). La forma en que se inserta el 

FAO" es muy similar al del NAO' en las deshidrogenasas. · 

En el dominio de Rossmann se forma un pliegue Casa) que se 

encuentra entre la estructura a y la jl. Este pliegue tiene un 

tamai'\o variable, dependiendo si s.e une NAO' o FAO'. Por otro 
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lado, se. ha sugerido que también las. Gly se encuentran muy 

cercanas.al pirofosfato del nucleótido CWierenga et al., 1963). 

De hecho, Eggink et al. (1990) sugirieron que existen otros 

segmentoi de la secuencia que pueden establecer Interacciones con 

la coenzima, ya sea formando un ambiente hidrofóbico o bien 

11 egando establecer enlaces con diferentes partes de la 

coenzima como puede ser una Thr y un Asp en la secuencia 

TXXXX!Y IIGD. 

DIDO dil me da c,,.-c,. ctDU DI tlUt!JilA 

Figura 1.6.2 Algunas 
representaciones estructurales tfpicas 
de unión a ONA presentes en 1 as 
pal imerasas (Tomado de Struhl. 1989). 
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El motivo que forma parte 

del pliegue de Rossmann esta 

presente en todas aquellas 

proteinas que utilizan los 

cofactores mencionados 

anteriormente, adem~s de 

GTP y ATP en GTPasas y 

clnasas CWlerenga et al .. 

1963: Eggink et al .. 1990). 

De lo anterior se puede 

deducir que el sitio 

consenso es el motivo de 

Rossmann. A través de la 

comparación de las quinasas 

y GTPasas con este motivo. 

se encontró que 1 as ATPasas 

también 1 o presentan CDuncan 



et al., 1986: Hsu et al., 1987; Lochrie y Simon, 1988: Rozen et 

al., 1989; Kemp y Pearson, 1990: Saraste et al .. 1990: Kaziro et 

al .. 1991J. 

En las enzimas como la RNA y la DNA polimerasas, existen varios 

sitios de unión a nucleótidos que se unen al molde recién 

sintetizado, y uno de nucleótidos para incorporarlos a la cadena 

durante la reacción de elongación (Tabla 3.4.2). Ambas 

polimerasas presentan estructuras similares de unión a DNA. Para 

el caso particular de la RNA polimerasa DNA dependiente se ha 

sugerido la presencia del motivo de Rossmann (Tabla 3.4.2), que 

pudiera ser un sitio de unión al sustrato CA11ison et al .. 1985: 

Cornelissen et al., 1988: Mémet et al .. 1988 a. b; Pühler et 

al .. 1989 a, b: lgloi et al .. 1990; Nawrath et al .. 1990). 

De la comparación del motivo de Rossmann de la adenilato quinasa, 

con 1as secuencias de las ATPasas, se encontró que el motivo 

GXXXXGKT/S (la segunda Gly no siempre se conserva), también est~ 

presente en estas últimas, que podrfa corresponder sitio de unión 

al ATP CDuncan et al .. 1986: Hsu et al .. 1987; Rozen et al .. 

1989: Kemp y Pearson, 1990). En las ATPasas se ha logrado 

identificar a este motivo que posiblemente se une cerca del 

fosfato a del nucleótido como sucede en las quinasas e 

hidrogenasas. Además, se sabe que para que el ATP se una no es 

estrictamente necesaria la presencia de magnesio en la Fl Cen el 

caso del motivo de Rossmann). Se ha propuesto pues que deben 
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existir otros motivos que interactúen directamente con el 

nucleótido (éarboczi et al., 1988 b; Ysern et-al., 1988). 

Debido a qti~ las ATPasas tienen cierto parecido funcional con las 

·GTPasas. en estas ultimas se han logrado det~rminar otros motivos 

que interactúan con el GTP, se piensa que deben existir 

secuencias equivalentes en ATPasas, que hasta el momento no se 

han identificado. Se ha argumentado que como esta región estél muy 

conservada e~ las ATPasas. el siti6 de unión debe ser méls grande 

que los 8 aminoácidos CL"ochrie y Simon, 1988; Saraste et al., 

1990; Ka~iro et al., 1991). 

Una caracterización méls amplia del dominio en las GTPasas 

incluye, ademéls de la secuencia consenso GXG/XXXGK méls de 11 a 17 

residuos de cualquier tipo. continuándose con dos aminoácidos 

hidrofóbicos seguido por cualquier otro aminoácido. rematando con 

una Lys que pude ser sustituida por Asp o Glu <Argos y Leberman, 

1985 l CTabl a 1.8. 2 l. Se han sugerido 1 a existencia de a 1 menos 

tres sitios méls que se ligan al GTP/GDP, con las secuencias 

DXXGH. NKXD y ETSAK (Lochrie y Simon, 1988; Kaziro et al .. 

1991) .. 

Se ha propuesto también que 1 os sitios DXXGH, NKXD y ETSAK son 

parte de dominios funcionales donde ocurre hidrólisis del 

nucleótido. e intervienen en el cambio conformacional. cuando se 

une la guanina (Kaziro et al .• 1991), aunque cada uno de elfos 

puede interactuar con alguna parte ,del nucleótido el conjunto es 
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el que permite establecer la función (Kaziro et al .. 1991), Con 

el uso de la cristalograffa de rayos X se ob~ervóqüi ~m las 

protefnas ras y los factores de el ogaciÓ~ -~TU :C'~F-~EUl. que el .:···:·- .-,.,., ... ,. 

motivo de Rossmann se encuentra cerca:de \os:J.f~sútos J3 y ex del 

GDP ligado. Adem~s. en el caso del GTP,ºs·e:observÓ'que el grupo 

amino de 1 a Lys de este motivo forma puen~~s d:e' hidrógeno con el 

fosfatofl y/o yCneutraliza la cargas.negativa del.fosfato) y con 

los oxigenas de la cadena principal de los residuos 10 y 11 de la 

vuelta inversa sobre sf misma Casa Pl CSaraste et al., 1990). En 

la protefna ras la Ser interactúa con Mg .. y con el hidrógeno de 

su oxigeno que se 1 iga con el fosfato del ATP CKazi ro et al., 

1991). Para el motivo DXXGH se ha sugerido que el Asp puede 

formar enlaces coordinados a través del Mg- con el fosfato ll del 

GDP Clochrie y Simon, 1988); el hidrógeno de la amida de la Gly 

forma puentes de hidrógeno con el fosfato y del GTP. Esta Gly al 

parecer juega un papel relevante en el cambio de la conformación 

de la protefna al momento de intercambiar el GDP por GTP. Por lo 

tanto, a este dominio se le asigna la función, no solamente de 

ligar al nucleótido, sino también la de sufrir un cambio 

conformacional debido al cambio del sustrato. El motivo NKXD 

interactúa directamente con el anillo de la guanina del GTP. Lo 

mismo sucede con el motivo ETSAK en las protefnas ras, se propone 

que la secuencia correspondiente en las GTPasas de subunidad 

mayor es HCF/MlTCA(l/VJDT Clochrie y Simon 1988, Kaziro et al., 

1991). 
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2.0 EVOLUCIÓN DE LAS RNA POLIMERASAS 

Tradicionalmente el estudio de la célula se ha centrado con más 

fuerza en la perspectiva de una biologia funcional. Esto deja muy 

poco espacio la intervención de otro paradigma, que es 

fundamental para generar el conocimiento de la célula: el 

estudiarla desde o conjuntamente con la perspectiva evolutiva. 

El descubrimiento de las arqueobacterias y la utilización de la 

evolución molecular han ·permitido en la actualidad hacer una 

biolog1a celular comparada entre los diferentes linajes 

celulares. Lo anterior permite reconocer cuáles rasgos de los 

tres linajes Ceubacterias, arqueobacterias y eucariontesl. son 

los más antiguos, y deducir as1 algunas de las carateristicas del 

ancestro común ( Lazcano et al .• 1992a y bl. 

Por otro lado, al ir penetrando en el estudio de la evolución de 

las células ancestrales, se abre la posibilidad de determinar qué 

complejos y actividades macromoleculares de las células a~tuales 

pudieron preceder al ancestro común. El estudio de lo anterior, 

llevarla a plantearnos preguntas de mayor precisión sobre qué e~ 

y cómo s~rgió la vida. As1. aunque durante mucho tiempo se 

sostuvo con ahinco que las primeras células tenlan ~ue estar 

basadas exclusivamente en el DNA y proteinas. Desde el punto de 

vista evolutivo. surge la hipótesis de células basadas en RNA y 

aún en polinucleótidos con azucares más sencillos como el 

glicerol. 
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3.1 EL MUNDO DEL RNA 

En la década de los 80's se desarrolló la hipótesis de que tanto 

las protelnas como el DNA fueron precedidos por el RNA en 1 as 

funciones, catallticas e informativas. Lo que dió el giro a favor 

del RNA fue el descubrimiento de la actividad catalltica que este· 

posee (Kruger et al., 1982; Guerrier·Takada et al., 1983). 

Posteriormente se han ido· caracterizando las diferentes 

actividades que presentan las ribozimas el RNA (Cech y Bass 1986; 

Joyce, 1989). Además. desde tiempo atrás, se habla observado que 

el RNA tiene la capacidad de transmitir información genética. 

como sucede en algunos retroides. virus y retrovirus CReanney, 

1982; Diener, 19841. 

Lo anterior llevó a Alberts (1986), a Gilbert <1986) y a Lazcano 

(1986) ha plantear la posibilidad de que durante el Arqueano 

temprano. existieran poblaciones celulares con un metabolismo 

basado en RNA. Ello niega el surgimiento tanto de las protelnas 

como del DNA a partir de la evolución prebiótica. Según este 

punto de vista. dichos elementos aparecieron en las células como 

producto de la evolución biológica y no qulmica. A esta etapa de 

la evolución célular se le denominó El Mundo del RNA (Gilbert, 

1986). 
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primeros polipétidos que surgieron codificados por el código 

génetico no presentaban actividad catalltica, sino que-tenlan -1a 

función de estabilizar al RNA para que éste aumentara su 

actividad catalltica CLazcano, 1986; Lazcano et al., 1992 a y bl. 

Dicha caracterlstica adaptativa podrla explicar el origen y 

evolución de las primeras protelnas a través de la selección 

natural. A partir de esta idea se infiere que la evolución de las 

primeras protelnas se halla estrechamente asociada con la de la 

unión a los ácidos nucleicos. Es decir, muchos de los posibles 

dominios funcionales se originaron para unirse estructuralmente 

al RNA y 

funciones. 

nucleótidos para llevar a cabo sus diferentes 

Dado que un complejo molecular puede intervenir en diferentes 

procesos biológicos. es posible suponer que tanto el aparato de 

traducción y replicación como el de la catálisis de sustratos, 

evolucionaron con mecanismos de origen común. Tal es el caso de 
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la protelna rib_osomal st;:Ja .]cual_: par_t'icipa en __ la .slntesis de 

protelnas y en )a r~plda¿ig~ de ~lgurfos Jiru~ de RNA; 

Reva a'pas¡ular que la respuesta La principal 

,<,-· ::·:< .-';.'~-, 

évi déni:ia qué 

adaptativa 'de los primeros polipéptidos corresponde a la 

capacidad de los mismo para unirse a polirribonucleótidos y 

ribonucleótidos es l~ función que realiza el segmento protelco la 

protelna RNAasa P de E. coli CLazcano, 1986; Lazcano et al., 1992 

a y bl. La RNAasa Pes u~ complejo que formado por una cadena de 

ami noaci dos, y por una cadena de RNA catalítica (Han sen et a 1 .. 

1985). Si se extrae el polipéptido y se deja sólo al RNA, se 

observa que la actividad catalíticase encuentra en el RNA y que 

ésta es baja <Altman, 1984; Guerrier.Takada et al .. 1983). Para 

realizar normalmente su actividad. el complejo molecular requiere 

del polipéptido para potenciar la catalisis. Esto se consigue a 

través de la estabilización del RNA en una estructura terciaria. 

permitiéndole as! aumentar su actividad. 

Otra evidencia corresponde al hecho de que muchas protelna~ 

actuales requieren de coenzimas para llevar a cabo su función 

catalítica. La parte ribonucleica de las coenzimas se considera 

como una reminiscencia del RNA catalltico ancestral CWhite, 

1976). Las coenzimas presentan las siguientes caracterlsticas: al 

la mayorla proviene de precursores ribonucleicos, bl mas del 50% 

de éstas son indispensables para el funcionamjento de la protelna 

y el algunas presentan actividad catal ltica, ya sea como parte 
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del sitio activo, como aceptor~de ~lect~ones. Para que surgiera y 

se estableciera la relación fun~\'onaf prote1na·coezima. ambas 

partes tuvieron que coevolucionar. Ello apoya la hipótesis de que 

los primeros dominios polipept1dicos evolucionaron a partir de la 

interacción con los polirribonucleótidos. 

Una evidencia adicional mas la constituyen los aminoacidos 

histidina y cistefna, que posiblemente se originaron a partir de 

ribonucle6tidos catallticos coenzimas que se tranformaron en 

dichos aminoacidos CWhite, 1976). Se podrfa pensar asf que las 

protefnas actuales se convirtieron en un sustituto estructural 

del RNA catalftico ancestral, conservfodose en el polipéptido la 

posibilidad de asociarse a aquel o aquellos nucleótidos que 

tenlan la actividad catalftica. Por lo tanto, se ha conservado la 

posición del sitio activo en la protefna con la coenzima, como se 

encontraba en el complejo polipéptido·RNA catal1tico (Figura 

3.2.2). Otro ejemplo, pueden ser los ribosomas los cuales 

contienen una parte de protefna y otra de RNA. 

La catalisis que lleva a cabo el RNA no es muy eficiente para 

acelerar los procesos en los que interviene. Por ello se propone 

que el RNA requirió de polipéptidos que fueran capaces de 

estabilizarlo. logrando as f hacer m~s eficientes el metabolismo 

de replicación y el de transformación de un sustrato. 
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La aceleración de la/act.i,vidad catalftiC:a ;rajo co~o consecuencia 

Pobl aci enes .celu{ares mis Eomp~t itivas a) me~bs ''en :¿tarit~ a la -
·efic1·encia··_. e-n •. 1_·a····r.-_.e·p .. r,'a·d·u·c··•c.·1·6·n··.-· . -· -·- \ / -- - ·~~'< :-~.;~;(:"<' 

,-' .<- ::--,':< ", ,;);_:,~:,';(:""• .,, ''J.-:::.,·.·, 

Es p~s,ib{~ ~IJ-~ l.i~ p~i ~e~os .pal i pépti do~ - qJ~··~jJ~f·~lid~~~ r~~':d#do 
origena .ras'.protefnas, son.aquellos dominios fÚncib'naies;/éapa'~es_ 
de·,_ unirse -·a pól irri bcinucl eóti dos y nucl eotldo~~~ti·;~:f¡~lu~~~de};11oa :. anteriór, puede_ - ser ___ probable que .las ~protefna~;-•-•,que-> en -

actualidad presentan s.i ti os de unión - a ' :·~~-cl·:~Ó-t;dos y 

polinucleótidos, compartan un origen camón, siendo posibles 

descendientes de dominios que .. ancestralmente se encontraban 

unidos a un RNA catalftico. 

Figura 3.2.2 Evolución de los dominios y el RNA catalftfco. Al 
Polfpéptido no catalftico unfdo a un RNA catalftico. Bl Polfpéptido unido a 
una coenzfma que contribuye a la cat41isfs. Bºl El altfmo paso evolutfvo de 
1 a protelna es 1 a pérdf da de 1 a coenzima. para que esta 11 eve a cabo 1 a 
cat41fsis. 

A·~ 

~~"""''~"'" 
RNA catalítico\..~ / 

.......__ ~Protc1na 

Cocnzima 
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3.3 LA EVOLUCION DE LAS POLIMERASAS Y EL RNA 

La capacidad de las poblaciones celulares de perpetuar su 

información genética permit:e ~~ntener su identidad y, por ende su 

sobreviviencia .• Ello requiere _de una replicación e_ficiente. De 

:~::0 0mo~:e:~:deJ.d::~ :c:1uoeri.¡d:ªi::¡;;riora;1i~a1:0a1hº~~~:f:f11:1:;ª h: 

fidelidad de repfacac1on pos;b1'e; sin- h·~:lie:rZ llega~º ª la 

perfección, 

Considerando lo anterior, al estudiar la- evolución _de la 

maquinaria que fue seleccionada para replicar a los primeros 

genomas celulares, como la RNA polimerasa. podemos reconstruir el 

camino seguido por las células en sus diferentes etapas 

evolutivas. 

Si la molécula que antecedió al DNA como reservarlo de la 

información genética fue el RNA y ésta misma precedió a las 

protelnas en la catalisis, entonces debieron aparecer primero 

polipéptidos que contribuyeron a catalizar la autorreplicación 

del RNA, haciéndola mas eficiente. Dichos pol ipéptidos pudieron 

derivar en una replicasa o en una RNA polimerasa RNA-dependiente 

que hubiera sido seleccionada favor rapidamente. Por lo 

anterior. se considera que las RNA replicasas debieron ser una de 

las primeras proteinas que evolucionaron en. la célula. y de la 
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.cual surgen luego todas polimerasas aCtual.es .(Laicano 
. -,~~·~ 

Lazcano et al., 1988bl (Figura 3.;¡.ll. 

1986; 

De acuerdo con Lazcano C1986l y Lazca.no et .al .• C1988b) los 
:~ , - ·. : 

vestiglos de pol lmerasa ancestral se encuentran en :la .subunidad 

P' de las eubacterias de las RNA polimerasas DNA·d~pendient~s. Y 

en sus homólogas en los distintos linajes celulares, 

3.4 EVOLUCIÓN DE. p• Y SUS DOMINIOS VESTIGIALES 

Todas las distintas RNA polimerasas DNA-dependientes celulares 

tienen subunidades homólogas a ll y ll' de E. coli (Tabla 3.4.ll. 

Las correspondencias con estas subunidades son las siguientes: en 

eubacterias se les denominan ll' y ll: en arqueobacterias A. C y 8 

(aunque esta última subunidad puede encontrarse dividida en 8' y 

B''l; en eucariontes se presentan tres RNA polimerasas la I CA), 

11 CBl y la Ill CC), cada una de las cuales contien la subunidad 

mayor y 1 a segunda más grande, qúe son homólogas a ll' y fl, 

respectivamente CPOhler et al, 1989) (Tabla 3.4.ll. 

En el caso de las cianobacterias, las subunidades equivalentes a 

ll'pueden encontrarse en dos subunidades separadas. que son 

denominadas ll' y y CXie et al .. 1989; Mémet et al .. 198 8a y bl. 

En las arqueobacterias la subunidad homóloga a la subunidad ll' 

de E. coli se encuentra dividida en la subunidades A y C. En 
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eubacterias y arqueobacterias los genes homólogos a ll y ll' se 

encuentran codificados. uno al lado del otro. en un sólo operón 

CZillig et al .. 1989). 

Figura 3.3.1 Diagrama del pos1ble or1gen coman y evoluc1dn de las' 
po11111erasas. CHod1f1cado de Lazcano et al •• 1988b). 

El surgimiento del resto de las subunidades particulares de cada 

linaje. serian adaptaciones posteriores para regular la 

transcripción CArmaleo, 1987; Lazcano et al., 1988bl. De acuerdo 

con la hipótesis anterior. la polimerasa ancestral debió s.er una 

RNA pol imerasa RNA-dependi er1te monoméri ca. lo que ha 11 evado a 

sugerir que las subuni da des p' y p son consecuencia de una 

amplificación del gen p• CLazcano et al .• 1992al. 

Los ancestros de esta pol imerasa pudieron ser dominios 

funcionales con actividad para reconocer a polirribonucleótidos y 

ribonucleótidos con sus derivados. Por ello 
0

debería ser posible 
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identificar en ll' dominios capaces de unirse 

polirribonucleótidos que tomen a la hebra recién,elo~gada ... · 

., 
Tabla 3.4.1 Carrespandencf a de las subuni dades .. p y p.•· en las distintas 
linajes celulares. 
Especie E. coli Nos toe Sulfolobus Halobacterium Tripanosoma 

comune acidocaldarieus .·ha 1oblum' brucea 

¿ ll ll B s•-·s" ·2•. sub 
·unf dad 

.,# subuni -ll' ll'+y A+C A+C dad mayor 

Eubacterf a Ci anabacterf as Arqueabacterf a Arqueobacteri a Eucarf ante 

La RNA polimerasa DNA-dependiente es una protelna de dimensiones 

muy grandes, razón por la cual se ha dificultado su estudio. 

Hasta el momento sólo se ha logrado hacer un modelo basado en la 

cristalografla de rayos X de la estructura terciaria de muy baja 

resolución Cl6Al. Debido a ésto se imposibilita asignar con 

claridad qué dominios y sitios corresponden a una función. Sin 

embargo. la subunidad ll' de E.co1i y sus homólogas en los tres 

linajes celulares (eubacteria, arqueobacteria y eucarionteJ 

comparten por lo menos siete regiones conservadas. existiendo 

dentro de éstas once motivos a los cuales se les han atribuido 

funciones especificas CAllison et al .. 1985: Cornelissen et al .. 

1988: Mémet et al .. 1988a y b: Pühler et al .. 1989a y b: lgloi 

et al .. 1990: Nawrath et al .. 1990) (Tabla 3.4.2). 
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Figura 3.4.1. Evoluctón de las subun1dades 1nayores de la RNA po11merasas. Las 
subun1dades 8 1 +8'' son homólogas de p y A.+C son ho•ólogas de p•. RPBZ es homólogo 
de p, RPBl es homólogo a Ji'. T es homologa de una parte de Ji'. (Mod1f1cado de 
Llaca, 1988). 

Ancestro universal 

o-8 
13' 13' 

........ Mundo de 

8~· E.cou 

8RPB2 
T.brucei 

RPBI 

(} B . Sulfolobus 
(X) A+C 

ffi B'+B" 

e HalobaL:teriwn 
A+ 

En las células actual es, las RNA pol imerasas DNA-dependientes 

juegan el papel de sintetisar a lgs intermediarios que codunican 

la información genética del DNA a la slntesis de protelnas, es 

decir, llevan cabo el proceso de transcripción. En ello:: 

existen varios dominios que se ligan a nucleótidos. que podrlan 

ser aquellos que interaccionan con DNA de una y doi hélices, 

permitendo la lectura para formar un RNA especifico, a la vez que 

interactúa con él. Por lo tanto, es una pr~telna que esta muy 

ligada a la interacción con nucleótidos. sean estos monómeros o 

parte de una cadena polinucleotldica. 
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Tabla 3.4.2 Dominios conservados en la RNA polimerasa DNA·dependiente de la 
subuni dad ~ • y sus homOl ogas celulares. Oomi ni o C Dom) 

Reg1 ón Dom Estructura Función Dominio homólogo a 

A O 1 01 Dedo de Zinc 
Interacc1ón con ONA 

Factor de transcr1pc1ón llA 
y SV40 

B O 11 02 Dominio D·D 
Se cree que es un: 

s1to catal 1t1co y/o 
- untón a nucleóttdos 

Se encuentra en todas las 
RNA po11merasas ONA y 

e o 111 

E O V 

F O VI 

03 Hottvo de Rossmann Stt1o de untón a 
nucleóttdo 

RNA·depend1ente, y en . la 
PNPasa. 

ATPasas, cinasas. lactato 
deshidrogenasas. etc. 

03' Hot1vo 
hélice J 
vuelta 
hélice K 

Se une a ONA 
DNA po11merasa t E. co1f 
DNA po11merasa fago T7 

. 04 .;,~ot,~ Y~ ~~Hºe~i~ función y estructura 
desconoc1das 

Secuenc1 a mas conservada en 
las diversas RNA 
po11merasas de origen 

04' 'hÍ!llce P. Se une a ONA. 
DNA po11merasa 

os· 

06 

07 

Estructura y Es equ1valente a la reg10n 
func1ón desconoc1das 111 descr1ta por H~met et 

•l. Cl988b) 

Estructura desconoc1da. Est.1. 1nvolucrada Determinado parttr de 
con la respuesta de a·aman1t1na. una exper1mentos con la toxtna 
toic.tna que 1nh1be la elongac10n a.-aman1t1na. 
CCochet·He11hac y Chambon, 1974>. por lo 
que esta reg10n postblemente se halla 
relacionada con alguno(s) aspectoCs> de la 
elongac1ón CJokerst et a7 .• 1989). 

Estructura desconoc1da. Este dom1n1o es Las prote1nas rtbosomal Sl 
homólogo a cuatro de Sl y a uno de la y PNPasa, sun equ1valentes 

::~~~~ibonu":,ª:óetnt~e;se.nt~ste 1~~~~~~~~ª es e:~ a la región IV descr1ta por 
mh conservado en las RNA pol1merasas II de Mémet et aJ, _(1988b) 
eucartontes y el segundo mas conservado en 
las homólogas. 

G O Vll 08 Estructura y función desconocida 

H 6 Vlll 09 Estructura y función desconocida 
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En la subunidad fl' de E. coli y sus homólogas RNA polimerasas 

DNA-dependientes celulares~ existen varios dominios y sitios 

funcionales en su estructura primaria que se han conservado a lo 

largo de la evolución, y que se les ha tratado de asignar 'la 

posible función que desempei\an. Sus posibles funci enes se hart 

deducido a partir de la similitud que guardan con los dominios de

otras proteínas cuya función de sus dominios si· se·, há 

caracterizado. Al anal izar dichos dominios, es muy,_ dHfcil. 

distinguir los que son reminiscentes, que existieron_ en la 

RNA- repl i casa ancestral, de aquéllos que se madi fi ca ron o 

aparecieron posteriormente para permitir la transcripción (de DNA 

a RNAl y una regulación mas eficiente de la misma. Un criterio 

que puede ayudar a discernir que dominios son mas antiguas. sera 

aquél que se encuentre mas extendido en las proteínas. 
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3.0 LA PROTEÍNA RIBOSOMAL Sl 

De acuerdo con Kolb et al. (1977), la prote1na ribosomal Sl es 

una prote1na ácida. Presenta 557 aminoácidos en E.coli y 568 en 

Rhizobium melilotii C5chnier et al .. 1988). Su peso molecular en 

E. co 1 i es de 76 Kd CSuryanarayana y Sub rama ni an. 1979 l. y es la 

más grande de las 21 prote1nas que constituyen la subunidad 305 

de los ribosomas de las eubacterias Gram negativo {Higo et al., 

1982). A parte de mediciones hidrodinámicas por dispersión de 

rayos X se ha estimado que posee un tamaño aproximado de 200 a 

280A. siendo un poco más grande que el resto del ribosoma. que 

mide 200A CGiorginis y 5ubramanian. 1980: 5uryanarayana y 

5ubramanian, 1979). 

51 fue una de las primeras prote1nas ribosomales de la subunidad 

305 a la que se le pudo asignar una función específica. Resulta 

indispensable para formar el complejo 305 ribosomal y esU 

involucrada en el reconocimiento y pegado del mRNA al ribosoma. 

Al parecer 51 estimula la traducción al unirse al ribosoma, por 

lo que se deduce que tiene un importante papel en la iniciación 

de la s1ntesis de prote1nas CDraper y von Hippel, 1978a). 

La prote1 na 51 se ha descrito únicamente en eubacteri as Gram 

negativas, como E. coli, donde se ha estudiado extensamente. y en 

otras eubacterias Gram negativas, como las ·eubacterias púrpura 

Proteus, Providencia. Serratia, Pseudomonas. Agrobacterlum y 
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Rhizobium que también son eubacterias Gram negativas CSchnier et 

aº!;, 1988). Se sabe que la ausencia de SÍ es'é l e~~1' .en ,f:; col i 

CK1takawa y Isono 1982). En eubacterias Gra~·_;po~'it:i'~as~ como 

Baci11us subti1 is. B. stearothermophilus y Mic~'~coci:us'é:phÍei. se 

han buscado protel nas homólogas con resultados· ~égat'ivci{U Í'sono e 

Isono 1976: Higo et al., 1982; Schnier y Faist l!ÍEl5l. Diéha 

bl1squeda se realizó mediante inmunorréplicas tipo·Western Y•-a · 

través de la caracterización bioqulmica en los ribosomas._. Hasta 

la fecha no se ha podido detectar una protelna con funciones 

equivalentes en eubacterias Gram positivas. En el caso de las 

arqueobacterias, como Halobacterium ha1obium y otras halofilas, 

tampoco se obtuvieron resultados positivos. 

Aunque la prote1na Sl no ha sido encontrada en eubacterias Gram 

positivo ni en arqueobacterias, no debe descartarse la 

posibilidad de existan otras protelnas no homólogas que juegan un 

papel similar al de Sl, como han argumentado Schnier y Feist 

(1985). 

Se ha observado que las eubacterias Gram positivas requieren de 

una interacción mas extendida entre mRNA y rRNA, para dar inicio 

a la s1ntesis de proteínas (Murray y Rabinowitz, 1982). In vitro 

los mRNA de eubacterias Gram negativas no son traducidos 

eficientemente por los ribosomas de las eubacterias Gram positivo 

Clsono e !sano, 197ól y en el caso inverso. las eubacterias Gram 

positivas por lo general no pueden traducir ningún mRNA de E.coli 

CMurray y Rabinowitz 1982). Asimismo, se ha hallado que el genoma 
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del ~29 (fago de Gram positivas) es traducido ineficientemente 

por el ribosoma de __ E. coli <Murray y Rabinowitz, 1982). 

La protelna ribosomal Sl_ no interviene exclusivamente .e·n 

slntesis de protelnas._,Se ha demostrado que también partic-ip_a 

sistemas virales como Clp; MS2, Rl7. y f2, donde se integr~·y'fo;~a 
q11e r.~Pl iea e 1 

genoma vira l. 

La ap repl icasa est_á formáda por una subunidad codificadá por .el 

virus, y tres más que son tomadas de la eubacteria infectada CE. 

colil. La subunidad I es precisamente la protefna Sl ribosomal~ 

la subunidad ¡¡ es codificada por el virus, y se agregan a ellas 

los factores de elongación EF-Tu III y EF-Ts IV CWahba et 

al.,1974; Draper y von Hippel, 1978al. 

Es esencial que Sl se una a la cadena positiva de Qp para iniciar 

la replicación de la cadena negativa ya que ademas. confiere 

actividad represora en la traducción de la replicasa de Op.CWahba 

et al., 1974). Al suprimirse Sl en el complejo de la replicasa. 

ésta no reconoce al RNA positivo, pudiendo entoces utilizar 

polyCrCl o la cadena de RNA negativo de Qp. Se puede concluir, 

por lo tanto, que Sl interviene de algún modo en el 

reconocimiento especifico del RNA positivo de OP CDraper y van 

Hi ppel. 1978a ,bl. 

A diferencia de lo que ocurre con otras protelnas ribosomales, el 

gen de Sl no se codifica junto con alguna subunidad de 
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pol imerasa, ni el gen rpsA de Sl en E. col i forma parte de un 

operon de transcri pci On donde estén presentes otras prote1 nas 

ribosomales. Hasta el momento se disponen de cuatro secuencias de 

Sl. dos para E. col i CSchnier e lsono 1982; Schnier et al .. 

1982>, otra para Providencia sp .• CSchnier et al., 1985) y otra 

m~s para Rhizobium melilotii CSchnier et al.,1988). 

Figura 4 .1 Representac1 dn graff ca de una matrf z de puntos. Regf ones 
funcfonales de 11 protefna r1bosoma1 Sl. En el extremo amfno se encuentra la 
revfdn que fnteractlJ.a con la partfcula JOS rfbosomal. En el extremo med1o y 
COOH' terminal se encuentran las cuatro repeticiones de los dominios que se 
unen al polfrr1bonucleOt1do; Rl. R2, R3 y R4. Los s1t1os funcfonales I y II se 
caracterfzaron bfoqufmfc1•ente (Draper y van Hfppel, 1978 a, b). 

Sitio íuneional 1 

">.Región de unión al polinibonuclo)tido 

/ 
ltlof\indoul 11 

COOH (E. coli) 

Una vez secuenciados estos genes se pudo ver que la prote1na Sl 

posee dos regiones funcionales CFig 4.1). Una de ellas se 

local iza en el extremo amino terminal y tiene la función de 

asociarse con el ribosoma extendiéndose del amino~cido 1 al 191. 

En el extremo carboxilo terminal se encuentra el segundo 

segmento, que se une al RNA. Este último sitio se caracteriza 
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por tener cuatro repeticiones ·interryai homólogas entre sf 

(Giorginis y Sutiramanian 19.80: Schiner y !sano. 1982 Schiner et 

al., 1985). Cad~'~ria' de esias repeticiones son a su vez homólogas 

de un domirÍ'io de 69 aminoácidos de la PNPasa CRégnier et 

a 1., 1987). Como· veremos en este trabajo. al parecer este dominio 

también está presente en la subunidad ~· de la RNA-polimerasa DNA 

dependiente de E.coli y sus hómologas celulares. 

La región ques se une a los ácidos nucleicos <Tabla 4.ll. que 

corresponde a la región "del extremo carboxilo. Al estudiar la 

experimentalmente esta región. se caracterizaron a su vez en dos 

sitios funcionales. denominados y !!. El sitio 1 se subdivide 

en dos segmentos que poseen las mismas propiedades, y que 

funcionan pegándose a DNA o RNA monocatenario y reconociendo los 

enlaces fosfato del esqueleto del polinucleótido, 

respectivamente, teniendo propiedades de cooperatividad (el 

primer sustrato que se liga a la protefna facilita que otros se 

unan más fácilmente). El sitio ll es más especffico, pues sólo 

Ta~la 4.1 Caracter1stlcas y propiedades de los dominios del extremo 
COOW terminal de 51 . La reglón del extremo NH( se une al ribosoma. 

Región del extremoCOcm- tiene la propiedad de unirse a polinuclcótidos monocatcnario 

Regionc11 SITIO 11 smoI 

Dominios RI 1 R2 R3 R4 

Caractcrlsticas de los dominios 

Tipo de polinucleótido. al que se RNA DNAyRNA DNAyRNA 
une 

Tipo de enlace A través de sales con la Espina de Espina de 
base y el llZÍlcar fosfato fosfato 

Presenta cooperatividad N~ SI SI 
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reconoce RNA monocatena ri o. El enlace se realiza .a través de 

intermediarios como Mg- y Na·, que se enlaza con la base y el 

azúcar. y no a través del fosfato· CDr~per )<~an Hippel, _1978 a y 

bl. Secree que el sitio II esta as.ociado ~on la unión al ribosoma 

CDraper y van Hippell, 1978 a). 

Al parecer el sitio 11 corresponde a la parte intermedia de la 

prote1na, que abarca las dos primeras secuencias repetidas que, 

además, son las más conservadas CSchnier et al., 1988, ver Tabla 

4.ll. El sitio 1 es el que está mas cerca del extremo carboxilo 

terminal, y corresponde las dos últimas repeticiones, 

diferencia del sitio 11, en donde la secuencia de aminoácidos de 

ésta no se encuentra tan conservada. El mismo fenómeno ha si do 

observado en la secuencia de Sl de Rhizobium me1i1otii CSchnier 

et al .• 1982a, b; Schnier et al.,1988). 

Se ha postulado que la prote1na Sl es capaz de acoplar el mRNA 

con la subunidad rRNA 165 por su extremo 3' (ven Dieijen et al .• 

1976). Sin embargo, Laughrea & Meare 0978) han demostrado que 

esto no ocurre di rectamente. Ello llevó a preguntarse si los 

cuatro dominios funcionales, además de unirse al mRNA, también 

tienen la posibilidad de reconocer al 165 rRNA. 

Las evidencias experimentales sugieren que al momento de 

ligarse al RNA la proteína ribosomal Sl. impide que éste adopte 

una e.;tructura secundaria, estabilizándolo linealmente. de esta 

manera las bases quedan expuestas para facilitar tanto la 
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replicación (en el caso de la 013 replis;asa), al impedir que se 

formen as·as que pudiesen entorpecer la lectura del molde. como la 

traducción a prote1na <von Dieijen et al., 1976; Kolb et al., 

1977). Esta posibilidad está confirmada con los resultados 

experimentales usando formaldehfdo, que también impide que el 

mRNA adopte una estructura secundaria, y que facilita que se 

inicie la s1ntesis de protefna en ausencia de Sl CKolb et al. 

1977; Von Dieijen et al. 1976; Draper y von Hippel, 1978 a y b). 

Como en 1 a secuencia sr de E. ca 1 i se detectó 1 a presencia de 

cistelna, se sugirió que exist1a la posibilidad que este 

aminoácido se relacionara con la actividad de unión 

polinucletidos, debido los grupos -SH que presenta. Se 

realizaron experimentos donde se bloqueó el grupo -SH del 

aminoácido, pero no se encontró ninguna inhibición de la 

actividad de unión a polinucleótidos. Además, no se hallaron 

cistelnas en la secuencia de Sl de Rhizobium, por lo que se 

descartó algún papel importante de este aminoácido en el pegado 

de los polinucleótidos CSchnier et al., 1988). 

De lo anterior se puede deducir que Sl más que desempenar un. 

papel funcional en el mismo ribosoma, está relacionada con el 

reconocimiento de RNA. A primera vista uno podr1a pensar que Sl 

tiene dos funciones que serian disimiles y sin relación entre sf. 

Sin embargo, se pueden relacionar sus actividades tanto en la 

traducción como en la replicación de los genomas virales. l':stos 

dos se pueden conjuntar en un sólo ~ecanismo, que consiste en una 
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sola propiedad: impedir que se pliege el RNA para formar 

estructuras secundarias y terciarias. Esto permite linearizar al 

RNA, permitiendo as1 la iniciación tanto de la replicación como 

de la traducción. Aparentemente Sl lo logra a través de la 

estabilización de la estructura del RNA en forma lineal. y es 

posible que el exponer las bases le permita interactuar con los 

otros rRNA o en la lectura de sus bases. No se le ha podido 

asociar con algún motivo funcional que se una directamente con el 

polinucleótido dentro de los sitios 1 y II y sus subsecuentes 

dominios. Lo excepcional de esta protefna es que interviene tanto 

en la s!ntesis de prote1nas como en la replicación del RNA 

genómico de op. Estas dos actividades de la prote1na est~n 

relacionadas con el RNA. cumpliendo as1 con un sólo papel. 
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4.0 LA PROTEíNA QUE POLIMERIZA AL AZAR: PNPasa 

La polinucleótido fosfori 1 asa CPNPasa-polirribonucleótido 

ortofosfato nucleotidiltransferasa, EC. 2.7.7.8) fue descubierta, 

en 1955, en el laboratorio de Severo Ochoa por Marianne 

Grunberg-Manago CGrunberg-Manago, 1989). El hallazgo de dicha 

protefna permitió desarrollar una serie de experimentos que 

respondieran a una serie de preguntas espec1ficas relacionadas 

con los ácidos nucleicos, "debido a que la enzima puede sintetizar 

oligonucleótidos polimerizándolos al azar. sin la necesidad de 

copiar un molde y sin requerir de cebador. En E.coli la PNPasa 

consiste de un trimero de subunidades idénticas denominadas a. 

Se considera que la PNPasa interviene en la degradación de los 

diferentes tipos de RNA CGodefroy-Colburn y Grunberg-Manago, 

1972, función sobre la cual aún existen dudas . .. 
La PNPasa se purificó inicialmente en la eubacteria (Azotobacter 

vinelandi), y desde entonces se ha reportado en los restantes 

1 inajes celulares, incluyendo eubacterias Gram positivas, 

(Mycobacterium) y Gram negativas CNeisseria meningilidis, 

Sa1mone11a plantarum); arqueobacterias, como es el • caso de 

Halobacterium Clouis et al .. 1971; Francino. 1992) y en 

eucariontes como Ch1ore11a, plantas y animales (vertebrados e 

invertebrados) y asi como en cloroplastos de frijol y lechuga 

Cln: Godefroy-Colburn y Grunberg-Manago, 1972). 
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Existen obserevaciones de microscopía electróniCa que sugieren 

que l_a PNPasa qene/un tamaño' de Únas BSÁ CGodefroy-Colburn y 

Grunberg-Manágo;/ 1Ú2J :<, 
.'.-: .. · :'. 

El caracter ádci~ d:51i1 PNi,'~sa;~¿~:ha 'Jetéríninado gracias a una 

serie de e~per'ime~i:os d~~de 'el Pk y - el - PÍ- fo muestran 
' '• . . <. :. -; 

( Godefroy -Col burn y 'Grunberg-Manago, 1972 J. Es ta ca racteri zaci ón 

se ve reforzada por la secúencia primaria-en E.coli, que en su 

mayorla son de tipo ácido. Los pesos moleculares reportados se 

muestran en la Tabla 4.1. 

Tabla 4.1 Pesos moleculares de la PNPasa de diferentes organismos. calculadas 
por metodos b1oqufm1cos y por la secuencu del gen que cod1f1ca para la enz1ma. 

&timación l!alimaclón por 
biquhnioa del · ' llCClllCllCÍli de l& 

lamallo do l& - -; 9Ubiiiiidid'c% 
·lllbmddedu 

E.co/i 

E.coli 

Micrococcus luteus 

Halobactcrium sp. 

Clostridium pcrfringc:ns 

.. (Kl>a). (I>íi) -

86 
84 
95 

70 

12 
75-90 

65 

T/,122 Regnier et al., 1987 

Portier et al., 1975; 
Soreq y Littauer, 1977; 
Lchrach et al., 1971 

Klee, 1969 

Louis et al., 1971 ; 
Francino, 1992 

Dictz y Grunbcrg-Manago, 1967 

El descubrimiento y estudio de la PNPasa se ha caracterizado por 

investigaciones que han establecido que las diferentes PNPasas, 

presentes en los tres linajes celulares, comparten la misma 

actividad y posiblemente la misma función CFrancino. 1992). En 
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los estudios bioq~_lmicos de _la enzima se ha d~terminado que la 

PNPasa .llev~ a-cabó: dégradación,Josforólisis y polimerización. 

Es decir; )as ~~p~~ás}~o ,~·~ló ti~nen reacciones de intercambio, 

sino. también !Jnt~'r.vieneí{. en reacciones donde se obtienen 

productos. La ,:r_eacción- es reversible y se representa 

siguient'e manera: 

-·~··- -
RpN+ Pi ~ poliR + ADP 

Degmdaclón Polimerización 

RpN: polfrrfbonuc\éotfdo con un 
grupo h1dro:dlo en el s1tfo 3' 

P1: fosfato lnorg.1n1co 
R: po11nucleOttdo (e\ongacfón de no~o) 

H: metal dhalente (Hg"" o Hn-) 

de la 

(Godefroy·Colburn y Grunberg·Hanago, 1972) 

La reacción de polimerización se lleva a cabo en el sentido 

5' - --> 3'. partir de la polimerización de 

ribonucleosidodifosfatos. en donde el fosfato 11 se libera como 

P,. y el fosfato a se enlaza con el sitio 3' de la ribosa, 

pudiéndose formar pol lmeros de diferentes tamai\os. La reacción 

inversa sucede cuando un ortofosfato se adiciona al P, a del 

nucleósido, lo cual permite que éste se separe del pollmero. La 

degradación del pollmero se lleva cabo con la polaridad 

3'---->5' CGodefroy-Colburn y Grunberg-Manago, 1972) e.Figura 

4. ll. 

La PNPasa forma pol lmeros usando de preferencia como sustrato a 

ribodinucleósidos, pero como no es tan especifica paede usar 

desoxirribonucleósidos para formar DNA monocatenario de tamai\o 

corto. La enzima no tiene especificirlorl por las bases CHsieh, 

1971). 
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El gen que codifica para la PNPasa se encuentran· a·.·69 minutos en 

el genóforo de E.coli. Forma pár'te.de.l.operónide/:lajprotefna 

ribosomal SlS, por lo que se r~gula·~; jÚn.tos\(Fi,g,:'.j.2l/ CO~o ya 

::n m:::i :~:~el :ns~:~:: d:: .~ e::u; a zp;[~;e~.5~;)~t:#~sca~':a~ti~: 
La.hol~en~i.ma:~s ún trfmero para una protefna de 711 amino~éi os. 

de subunidades a y can un solo sitio C:at~lftida ~~r\~b~~idad 
<Regnier et al, 1987). 

Figura 4 .1 Representación de 
cabo la polimerización y la 
degradación cata 1 iza da por la 
PNPasa. 

Al En la fosforólisis entra el P1 

para convertirse en el p fosfato 
del ADP, cortando a 1 po 1 fmero en 
el e)(tremo 3'. 

B) Sale el Pi p del ADP y éste se 
pal imerl za formandose un 
po l l rr 1bonue1eót1 do. 

La _función que tienen las PNPasas dentro de los sistemas vivos 

es poco clara. Por ejemplo, una doble mutante de pnp- y rnb

CRNasa lll muere r~pidamente CGrunberg-Manago, 1989>. Sin 

embargo, si se repara la célula con un pl~smido que contenga el 

gen de pnp+ se restaura el crecimiento. Cuando se repara el gen 

rnb+ con una mutante pnp-. también se restaura el crecimiento. 

Esto sugiere que la PNPasa y la RNasa 11 tienen un papel 
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fisiológico equivalente en la célula, l~ que apoya la idea de que 

la PNPasa degrada 'mRNA y permite el reciclamiento de Jos 

ribonucleótidos (Grunberg-Manago, 1989). 

Fi g 5. 2 Orden de las secuenc1a del Oper6n rpsO CS15) y pnp 
CPNPasa) en E. colf. CHod1f1c1do de R&gn1er et al, 1987). 

rps O pnp 

' 3. 2791~ 

,. R 1 
IH 162 l66 

El uso de codones sugiere que es una enzima de alta expresión. Se 

calcula que las celulas de E.coli presentan las mismas cantidades 

de moléculas de PNPasa que de RNA-polimerasa DNA dependiente. 

cuyo número se calcula en alrededor de 1700 moléculas por célula 

CGodefroy-Colburn y Grunber-Manago 1972>. 

Como ya vimos por estudios bioqulmicos se ha determinado que la 

PNPasa contiene un sitio catalltico por subunidad y uno di unión 

a RNA, en posiciones separadas dentro de la secuencia de cada 

subunidad a. El sitio de unión al RNA se encuentra en el extremó 

carboxilo terminal. hacia el exterior de la subunidad. Ello se 

determinó en experimentos donde se observó que cada una de las 

subunidades de la PNPasa se proteolizaba. dividiéndose las 

subuni dades a de 85 KDa en dos trozos de. 62 KDa y 20 KDa. 

respectivamente (Portier, 1975). La primera pierde la capacidad 
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para unirse a RNA de m.ls de 11 oucléotidos .. 

relacfona'con la unÍOn-aÍ · RNA hhahg et ~1., 
y .1 a 

· 1971; 

segunda se 

'Rég'ni er· et 

a 1 •• 1987.l. Estci%uJ~;~re~.q~~i el si;J6 ~~l:a1Jtrc~ ~relJC:ue~úa ·en 

e1 extremo '~il,f~Í,e~~';';,i{;: }Z;e1\. ~itio?éle ''unión en ~j ... 
carbo~ilo~de lª\~r:Pa'f~·'''.i> I .. · '>' ._, ... ·: 

-¿.'.,~,--. '.'.';f- :e;·~} ~<;,~ 
··(;/ - ·,~. , ,· - , ._, 

Después de iieter'iiíir1ai' 1 il' se¿~e~~i a• ile la PNPasa. Régni er et a 1 •• 
-::·_~ i;: :~:··::: :<·:·- ' 

(1987); descúilre,n~fil ~existencia de. un segmento de 69 ámino.lci dos 

que se 1 oca\i za'-ceno "el \extremo ca-rboxilo terminal' y que _es 

homólogo a cada· una de las cuatro repeticiones infernas que 

presenta la protelna rib.osomal Sl. cuyas longitudes van de 73 

amino.leidos a 75 amino.leidos. Debido a que comparten dominios 

homólogos, ambas protelnas cs1· y PNPasal pueden interactUar con 

RNA monocatenario, de manera similar y sin ninguna especificidad 

por la secuencia. 

De hecho, si comparamos el funcionamiento entre la protelna Sl y 

la PNPasa, es posible equiparar la función que lleva a cabo cada 

dominio de Sl para ligar al RNA, con la que real izarla cada 

subunidad de la PNPasa. Por ejemplo, se ha observado que Sl puede 

seguir realizando la función con sólo tres de los cuatro dominios 

homólogos que interactúan con el RNA monocatenario. Por su 

parte. la forma activa de la PNPasa es de tres subunidades a. lo 

cual podría indicar que ambos grupos de dominios pueden tener 

interacciones funcionales dinámicas que les permiten moverse a lo 

largo de una sola molécula de RNA (Régnier et al .. 19871. 
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Tabla 5.2 Porcentajes de s1m1lftud entre el dom1nfo de 69 
amfnoi1c1dos de la PNPasa y cada uno de los cuatro segmentos de los 
dom1n1os de la protetna r1bosomal SI (Rt!gnfer. et al.. 1987) . 

1° SEGMENTO DE SI 

2° SEGMENTO DE SI 

3" SEGMENTO DE SI 

4º SEGMENTO DE SI 

. Dominio de 69 % do.a. : Substltucione.- · · 
• a.a.dePNPasa .llOil»erVados :,,~~tes"·.· 

PNPasa 

PNPasa 

PNPasa 

PNPasa 

42% 

39% 

39% 

400/o 

22% 

17% 

10% 

8% 

Dentro de los 69 aminoácidos que constituyen el dominio de la 

PNPasa. existe una subregión de 27 aminoácidos más conservada, 

que va del aminoácido ó26 al 652. La conservación de aminoácidos 

idénticos o equivalentes en las mismas posiciones de los 5 

dominios. uno de PNPasa y cuatro de Sl <Tablas 5.2 y 6.ll, y en 

particular la conservación de 6 Gly y 9 residuos hidrofóbicos 

Cseílalados en la misma Tabla 6.1 con un asterisco), hicieron 

pensar a Régnier et al. Cl987J que el dominio de la PNPasa se 

pliega de la misma manera que los de Sl. Esta conclusión se ve 

apoyada por la observación de que en las protelnas que se ~nen a 

DNA, los sitios conservados, constituidos por aminoácidos como la 

glicina y los residuos hidrofóbicos, se pliegan de manera similar 

la que poseen estructuras terciarias de dominios que 

interactúan con DNA de otras protelnas con funciones eqivalentes 

CRégnier et al .. 1987J. 

La recurrencia de dominios funcionales homólogos en diferentes 

protelnas. como ocurre con la enzima PNPasa y la protelna Sl. es 
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un fenómeno que se puede interpretar a Ta. l.uz de ia aparicfoir.de 

dominios surgidos a partir. de la. amprificaci·ón •de IJn :minigen - ,-, ' .. 

ancestral que codificarla para secuencias que se uríiéra'n a :~NA· Y·' 

podrlan tener un origen común mui a~ÍigÜo CRég~ier".'.etáL; i9B7l. 
Es posible, por lo tanto, 'que es{/jégión c~frespo~cÍá ~ uno 'de 

- ~-_,._ '} 

Aqul cabrl a preguntarse'.~~fg~~ ~~ecÍ} &~p;h}e;r~J~ q~é momento y 

bajo qué condicioíles :d·~~;la 1Jv0Íuc1ÓJ1 l)f~ló~icLsurgi'4' dicho 

dominio? lya se encóntr
1

ab; el d~minio ~~ éi' úÍ:~im~ ani:estro común 

a todos los linajes celulares, ·o su aparición data de mas atras, 

los organismos del mundo del RNA? les posible que el dominio 

fuese una adquisición mas reciente? Las respuestas a estas y 

otras preguntas las trataremos de contestar en los capltulos 

finales de esta tesis. 

En este trabajo se caracteriza un dominio que se comparte con 

otras polimerasas y se hace un metodo para dilucidar su función. 

Para ello se compara la PNPasa, que posee una región de 69 

aminoácidos de la PNPasa homóloga a las cuatro repeticiones del 

extremo amino de la protelna ribusomal 51 CRégnier et al,, 1987). 

A estas regiones se les ha caracterizado la capacidad de unirse a 

RNA. g Debido d que la PNPasa pol imeriza y degrada RNA, esta 

protelna debe presentar un sitio de unión al RNA. Por ello, 
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Régnier et al.'', 0987) dedujeí'on,,que' est"e, dominio repetido tiene 

la fimción de unirse a] RNA qi/e\/;ti~'·se~ de~~ad~doo sJntetizado 

por la·i PNP~sa;- debidÓ :al .. flpd~cie:~}s~~úen6ia que' pr~se~ta el 

dH01· ms __ i_._nyi·jAts·.--p~-º.•_:ndq-~u·,:.e __ '_·. s_J_ .. s._;;o~~n-n ___ -:,._-_._,La·: __ me_:'_n1;nt_,::o.~~~-nc_ ._ .• _1;l_,d-~_,om_··sl_:_•.~--.,._º_t •• _.~_-icP),·1,_·:_dcooss·_.··-_•_' corpo .) á G]r, Argr Lys, 

nuáeóÚd6~i _-

. a --.·.. df siti;s. de~ urliÓn.,a 

En este trabajo se caracteriza un dominio·· que ',se ;:co.m¡j~rfe con 

otras pol imerasas y se ha!=e un metodo para dilucidar su>fUnción. 

Para ello se compara la PNPasa, que posee una región de 69 

amino~cidos de la PNPasa homóloga a las cuatro repeticiones del 

extremo amino de la protelna ribosomal Sl CRégnier et al .• 1987J. 

A estas regiones se les ha caracterizado la capacidad de unirse a 

RNA. Debido a que la PNPasa pol imeriza y degrada RNA. esta 

prote!na debe presentar un sitio de unión al RNA. Por ello. 

Régnier et al. Cl987l dedujeron que este dominio repetido tiene 

la función de unirse al RNA que va ha ser degradado o sintetizado 

por la PNPasa. debido al tipo de secuencia que presenta el 

dominio, donde se encuentran amino~cidos como la Gly, Arg. Lys, 

His y Asp, que son amino~cidos tlpicos de sitios de unión a 

nucleótidos. 

Es posible que los sities similares en ambas protelnas. la 

subunidad p• de la RNA polimerasa y sus homólogas y en la PNPasa, 

tengan la misma función de unión a ribonucleótidos. 
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5.0 MATERIAL Y MÉTODO 

Se utilizaron y se analizaron las secuencias de la subunidad ~· 

de la RNA polimerasa DNA·dependiente de E.coli C2.7.7.6l y sus 

homólogas (Tabla 5.2l. las secuencias de· las subunidades de la 

ATPasa Fl (a y Pl de Lcoli C3.6.L34l y sus· tiomÓlogas en los 

diferentes 1 i najes ,cel ular'es CTabÍ as. s;.3c~ ;5 .'~> r~'specti vamente l. 

!: 1 ºse:~en:~:acdt: r:: s P¿~::1n~e9r~Wt1 s1~cffj{ Jf l.Í¡~oi;~1 P~:::nt~: 
secuencia de la polinucleótido fosforilasa de E.coli C2.7.7.8l 

CTabla 5.ll. 

La comparación entre las diferentes secuencias se realizó 

ut i 1 izando 1 os programas FASTP, TFAST y FASTA C L ipman y Pe ar son, 

1985). basados en el algoritmo de Wilbur y Lipman Cl983l. Estos 

programas permiten hacer búsquedas tanto para secuencias de 

amino~cidos como de nucleótidos. Las secuencias de amino~cidos de 

las diferentes proteinas se alinearon con los programas "GAP", 

"BESTFIT", "LINEUP", "PROFILE" y "PROFILEEGAP" del paquete UWGCG 

de la Universidad de Wisconsin CDevereux et al .. 1984). y se 

corrigieron manualmente. 

Se utilizó un programa elaborado por Luis Medrana en el 

Laboratorio de Microbiologia del Departamento de Biologia de la 

Facultad de Ciencias, para observar el perfil de hidropatia y 

carga electrica que presentan las distintas secuencias de 

amino~cidos. 
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Todos lo~ programas se corrieron en una PC-80386DX y una. VAX 

Cpbr232J.de1.:1nstituto de Biotecnologla de la UNAi•L En la primera 

se fdrmó .. eF;;ban~o de polimerasas y se corrieron los programas 

FASTp'.'y ~l ·~~p'e'rfiles de hidropatla. En la segunda se corrieron 

fos 'prÓgraÍn~_.s 'f'ASTT, FASTA y los del paquete de Wisconsin 

CUWGCG);:Lcis.bancos que se utilizaron para llevar a cabo la 

comparación'y búsqueda de secuencias fueron el "GENBANK" eversión 

70),' formado por nucleótldos; el banco de residuos de amino~cidos 

"PIR~ versi.ón 7 CProtein Identification Resourcel compilado por 

la "National Biomedical Research Foundation" y uno de polimerasas 

formado por Victor Llaca 'y Renato Cappello, en el Laboratorio de 

Microbiologla de la Facultad de Ciencias, UNAM. Se utilizó el 

código de aminoácidos de una sola letra (Tabla 5.6). 

En lo general, se trabajó, con el método de Doolittle (1988) para 

alinear las secuencias de aminoácidos. Sin embargo, como 

Doolittle (1988) ha señalado, el valor mlnimo de similitud de una 

pareja de secuencias d~ 100 aminoácidos es del 15%. Debido a que 

en este trabajo se estudiaron un dominio y un sitio funcional 

cuya longitud es menor que 100 aminoácidos, se tomaron las 

recomendaciones adicionales propuestas por Argos y Leperman 

Cl985l y Doolittle (1988). Los criterios permiten verificar si la 

correlación es legitima o no, pues se podrla deber a un 

artificio. Una de las recomendaciones es hacer la comparación del' 

patrón a través de los bancos de secuencias disponibles. Para 

interpretar estos resultados hay que pensar si tienen sentido 

biológico o no, es decir, si hay una relación natural y con 

sentido biológico entre el dominio en cuestión y los resultados 

obtenidos en la búsqueda. La presencia de la secuencia en 

cuestión en sitios conservados de todas las protelnas homólogas 

constituye un criterio adicional de·validez. 
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Se calculan perfiles de hidropatfa de ·acuerdo a Hopps y Woods 

(1981) por considerarlos elementos adicional.es para verificar la 

autent.icidad .de la correlación entre las secuencias en cuestión. 

Para lo anterior se usaron tanto el dominio de 69 amino.~cidos, 

reportado por Régnier et al. Cl987l. como el octapéptido de 

aminoácidos que se obsevo como parte de una subsecuencia de 

búsqueda contra los diferentes bancos. 

Sólo se tomaron _en _cuenta, aquel.las .. :.prote1nas que·- túvieran 

caracterfsticas b_iológicas adecuadas, como la presencia de 

dominios que se unan a r1 bonucl eóti dos y poli rri bonucl eóti dos y 

que permitieran establecer una relación razonable. Otros 

crfrerios-_adicionales para determinar la validez de un resultado· 

en la búsqueda contra los bancos de secuencias es el no haber 

encontrado falsos positivos. es decir, protefnas que tuvieran el 

octapéptido y presentaran una función que no estuviese 

relacionada con la unión a nucle6tidos. Ademas si no se encuentro 

ninguna otra protelna que se uniera a nucle6tidos y que posea el 

octapéptido. se puede tomar con mayor confianza los resultados. 

Tabla 5 1 F~ente de la s~cuepcia de nucleótidos y amino~cidos ~e la 
pojinuc]edtidotosforila~a de t .. co i. Fuente de la secuencia de nucleót1dos y 
am noac1dos de la subun1dad ribosomal 51 de E.co1i y sus homólogas. • 

_.Organismo Abre vi oclOn Referencia .. 

. Euba.ctflria :<Grom negatf.~a> 
Escherichia col i PNPasa Régnier et al. <1987) 

Eubacterias CGram negativas) 

Escherichia co1i EcRPSl Schnier et al. (1982): 
Schnier y Isono (1982) 

Providencia sp. P·RPSl Schnier et
0

a7. C1988) 

Rhizobium me1inotti RmRPSI Schnier et al. (1985) 

·71 · 



Escheri ch1 d col i 
Pseudomonds putidd 

Nostoc commune 
Harchantia poJymorpha CCloroplastoJ 
Spinacia oleracea CCloroplasto> 

Nicotfand tdbdcum CCloroplasto> 
Pisum sdtivum CCloroplasto) 
lea mdyS CCloroplasto) 

de donde se tomaron las secuencias de 

Ee 
Pp 

Ne 
MpCl 
SoCl 

p• de la RNA polimerasa 

~ . : ,· ' 

Ovehinnikov et al .. 0982) 
Oaniikovieh et al .. (1988) 

Xie et al .. <1989) 
Ohyama et al .. (1986) 
Hudson et al., (1988); 
!gloi et al .. 0990) 

NtCl Shinozaki et. al .• (1986) 
PsCl Cozens y Walker .. (1986) 
ZmCl lgloi et al .. <1990> 

... Arqueobacterias . 
Su1folobus dCidocd1ddrius Sac 
Hethdnobdcterium thermodutrotrophicum Mth 

Pühler et al., (!989b> 
BerghOfer et a 1 •• e 1988); 
Sehallenberg et al .• (1988) 
Leffers et a I .. < 1989 l: Hdlobacterium hdlobium 

Ha lococcus morrhue 

: . :.~ ·~.t"" ' •,¡i··.:. 

Trypdnosoma brucei (Al 

rrypanasomd bruce i 11 (8) 

Trypdnosomd brucei 111 (() 

Plasmodium fd1cipdrum 11 (8) 
Pldsmodium fdlcipdrum 111 CC> 
Crithidia fasciculata I 1 {8) 
Saccharomyces cereviside 1 (A) 

Saccharomyces ce re vis i ae I l ( B) 

Saccharomyces cereviside 11 J CC> 

Schizosdccharomyces pombe J CA) 
Schfzosaccharomyces pombe I l (8) 
Cdenorhabdit is e lega ns I I CB) 
Orosophila melanogaster II (6) 
Mus musculus 1 I C8> 

Hh 

Hm 

Tb 1 

Tbl I 

Tbl 11 

Pfll 
Pfl I I 
Cfl 1 
Sel 

Sell 

Sel!! 

Pühler et al .. 0989a) 
Leffers et al .. (1989) 

Jess et al .. (1989>: 
Smith et al .• (1989> 
Evers et al •• Cl989a); 
Smith et al .. (1989> 
KOek et al .• (!988); 
Smith et al .. (1989) 
Li et al .. (1989) 
Li et al .. (!99lbl 
Evers et al .. (1989) 
Mémet et al .. <1988 a y b); 
Zil l ig et al .. (1989) 
Sweetser et al .. (1987); 
Mémet et a 1 .. (!988b) 
Allison et al .. <1985!; 
Mémet et a 1 .• e 1988) 

Spl Yamagishi y Nomura. (1988): 
Spll Azuma et al •• (1991) 
Ce!! Bird y Riddle, 0989) 
Omll Jokerst et al .• 0989) 
Mm!! A'hearn et al .. <1987) 

Arabidops1s thdlfdna I 1 CB> At!I Nawrath et al .. Cl990l 

Virus,·de Eucariontes 
Virus de Vaccinia Broyles y Moss, (1986): 

Goebel et a 1 .. (1990) 
Va ce 
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Tabla 5.3 listado de organismos de donde se tomaron las secuencias de 
omfno4c1dos y nucleótfdos de la subunidad ~ de las ATPasas F1en E.coli y sus 
homólogas <Ht: mitocondria: Cl: cloroplastol. 

;¡,,~~~¡¡:,·· e ~·•. ··. )•.· • .~Bul>act:erias 

Escherlchid coli 

Cytophaga lytica 
Vlbrfo alginolytfcus 
Baci 11 us fi rmus 
Bdci 1 lus megdterium 
Bdcteroides fragi lis 
Bacteria T~rmofilica PSJ 
Rhodospjrul lum rubrum 
Rhodopseudomonas blastica 
Cyanobacteri um synechococcus 6301 
Anabaena sp. 
Synechococcus sp. 
i:;accharomyces cerevisiae 
(Mitocondria) 
Schizosaccharomyccces pombe 
Neurospora crassa (Mt> 
Hamo sapiens <Mt de corazón) 
Rattus norvegicus <Mt> 
Bos taurus CMt de corazón) 
lea mays <Ht 1 
Nicotiana plumbaginifolia CMt> 
Harchantia poi imorfa CCl) 
Cebada <Cll 
lea mays <Cl 1 
Nicotiana tabacum (Cl > 
Spinacia oleracea {Cl > 
Triticum destivum CCl) 
Chalamydomonas retnhardtii {Cl) 
Hordeum vulgare CCl > 
/pomoea batatas (Cl 1 
Oryza sativa <Cl> 
Pisum Sativum CCl) 

Ec 

Cl 
Va 
Bfi r 
Bm 
Bfra 
Tb 
Rr 
Rb 
es 
Asp. 
Ssp. 
ScHt 

SpHt 
NcHt 
HsHt 
RatHt 
BtHt 
ZmHt 
NpHt 
MpCl 
CebCl 
ZmCl 
NsCl 
SoCl 
TeCl 
CrCl 

Kanazawa et al., (1982): 
Walker et al .• (19841 
Amann et al .• (19881 
Krumholz et al •• <19891 
lvey y Krulwich et al .• Cl99ll 
Hawthorne y Brusilow. (1988> 
Amann et al .• (19881 
Ka9awa et al .• (1986> 
Falk y Walker. (19851 
Tybulewicz et al .• (19841 
Cozens et a 1 •• < 1987 1 
Curtis. (1987) 
Cozens y Walker. (1987) 
Takeda et al •• (19861 
Falsan et al .• (1991) 
Rassow et al •• (19901 
Ohta et al •• (19881 
Boulet et al .• 09891 
Wal ker et al .• (19851 
Ysern et a 1 .• (19881 
Winnfng et al .• (1990) 
Boutry et a 1 •• (19851 
Ohyama et a 1 •• 1986 l 
Ysern et al •• 19881 
Krebbers et al .• (19821 
Shinozaki et al •• <19831 
Zurawski et al .• (19821 
Howe et al .• (19851 
woessner et al •• (19861 
Zurawski y Clegg et al .• (19841 

HvCl Kobayashi et a 1 •• ( 1987) 
IbCl Hiratsuka et al .• (19891 
OsCl Zurawski et JI .• (19861 

,.¡.".··. ,Eucariontes 
Daucus carota <vacuolar> 
Neurospora crassa ( vacuol ar) 
Saccharomyces cerev'isiae 

Su1fo1obus acidoca1darius 
Halobacterium salinarfom 
Hethanosarcina barkeri 

OcVr 
NcVr 
ScVr 

Zimniak et al .• (1988) 
Bowman et al.. Cl988al 
Hirata et al.. (19901 

Arqueobacteri!'-S 
Sac 
Hs 
Mb 
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Tabla 5.4 Listado de organismos de donde se tomaron las secuencias de amino~cidos 
y nucleótidos de la subunidad n de las ATPasas F1 en f.coli y sus homólogas CMt: 
mftocondria: Cl: cloroplastol. 

Organismo 

:, Eubacterias 
fscherichia coli 
Bac111 us fi rmus 
Baci11us megaterium 
Bacteria Termofi l i ca PS3? 
Rhodospi ru11um rubrum 
Rhodopseudomonas b1astica 
Anabaena sp. 
Synechococcus 6301 
Vibrio a1ginolyticus 

Saccharomyces cerevisiae {Mt} 
Schizosaccharomyces pombe CHt) 
Homo sap i ens ( Mt de corazón> 
Rattus norvegicus CMt> 
Xenopus 1aevis CMt> 
Bos taurus e Mt de corazón} 
Bos taurus CHt de h1gado} 
Brass1ca napus CMt> 
He1ianthus annus CMt) 
lea mays e Mtl 

Nfcotiana p1umbaginifo1ia CMtl 
Oenothera biennis (Mt) 
Oryza sativa (Mt) 
Pisum sativum CMtl 
Phaseo1us vu1garis CMt) 
Ruphanus sat i vus ( Mtl 
Triticum aestivum (Mt) 
Harchantia polimorfa CCl) 
lea mays CCll 
Ni cot i ana taoacum e C l) 
Spinacia o1eracea (Cl) 
Triticum aestivum CCl) 
Oryza sattva CCl) 
Pisum sativum ((1) 

Ec 
Bfi r 
Bm 
Tb 
Rr 
Rb 
Asp. 
es 
va 

ScMt 
SpMt 
HsMt 
RnMt 
XlMt 
BtHtc 
BtHth 
BnHt 
HaMt 
ZmMt 

NpMt 
ObMt 
OsMt 
PsMt 
PvMt 
RsMt 
TaHt 
MpCl 
ZmCl 
NsCl 
SoCl 
TaCl 
OsCl 
PsCl 

Walker et al .• Cl984l 
Ivey y Krulwich et al •• 099ll 
8rusilow et al •• (1989! 
Ohta et al •• Cl98Bl 
Falk et al •• Cl9885l 
Tybulewicz et al .• Cl984l 
Mccarn et a 1 •• Cl988l 
Cozens y Walker. Cl987) 
Krumholz et al., Cl989); 
Dmitfrev et al .• Cl989l 
Takeda et al •• Cl986l 
Falsan et al •• Cl99ll 
Kataoka y Bi swas. e 1991) 
Lee et a 1.. e 1990 l 
Weeks y Mel ton, C 1987) 
Walker et al .• Cl989l 
Breen. ( 1988) 
Handa y Nakajima. Cl99ll 
Koehler et al., 0990) 
Braun y Le vi ngs. e 1985 l: 
Isaac et al .• Cl985) 
Chaumont et al., Cl988l 
Schuster y Brennicke • < 19861 
Kadowaki et al •. e 1990! 
Morikami y Nakamura. <1987) 
Swiss protein librer1a 
Makaroff et al., Cl9901 
Schulte et al .• <1989) 
Ohyama et al., (1986) 
Roddermel y Bogorao, < 1987) 
Oeno et a 1 • • e 1984 1 • 
Hudson et al .. C 1987) 
Howe et al .• Cl9851 
Hiratsuka et al .• Cl9891 
Hudson et al .. 1987) 

Eucariontes 
Hamo sapiens ( vacuola del rii'lón) 
Hamo sapiens (vacuola del cerebro) 
Arabidopsis tha1iana <vacuolar) 
Candida tropicalis (vacuolar) 
Neurospoara crassa C va cual ar) 

HsVrr 
HsVrc 
AtVr 
CtVr 
NcVr 

Suedhof et al.. 1198.91 
Bernasconi et al., (1990) 
Manolson et al., 11988) 
Gu et al., 11990) 
Bowman et al •• C 198Bbl 

Arqueobacterias • 

Su1fo1obus acicloca1darius 
fla1obacter'ium sa1inarium 
Methanosarcina bark.eri 

Sac 
Hs 
Hb 

Oenda et al •• Cl988al 
Ihara y Mukohata. C 1991 l 
Inatomi et al.. C 1989) 



Tabla 5.5 Código de tres y una sola letra 
para los aminoAcidos 

Aldnina A 1 a A Glicina Gly G 
A.rgini na Arg R Hl stidi na Hi s H 
Asparagi na Asn N lsoleucina lle [ 

Ácido aspArtico Asp o Leuci na Leu L 
Ciste1na Cys e U si na Lys K 
Ácido gluU1mico Gl u E Metionina Met M 
Gl utami na Gl n o Fenilalanina Phe F 
Pral i na Pro p Ser i na Ser s 
Treon i na Thr T Tri ptof ano Trp w 
Tlrosina Tyr y Va 1 ina Val V 
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6.0 RESULTADOS 

En la Figura 6.1 se muestran las comparaciones entre el dominio 

de Régnier et al. (1987) y los dominios de la protelna ribosomal 

Sl de E. co1i y sus homólogas en las bacterias Gram negativo; la 

subunidad b' de E. co1i y sus homólogas eubacterianas, que 

incluyen cloroplastos; la subunidad mayor de las RNA polimerasa 

1, 11 y 111 nucl.eocitopHsmicas de eucariontes y , por último, 

con las unidades C de arq~eobacterias. Seílaladas con un asterisco 

se indica. la, posición de las Gly conservadas, qu.e comparten la 

proteína' Sl y la. PNPasa y, a su vez, las que se preservan en las 

RNA polimerasas. Los recuadros indican los sitios idénticos con 

respecto 1 a PNPasa y se destacan (en negri 11 as) 1 as 

sustituciones conservadas. De la posición 27 a la 34 se localiza 

un octapéptido muy conservado con secuencia GGREGLVD. Con esta 

Tabla se muestra el grado de conservación del dominio que 

comparten las proteínas mencionadas anteriormente. En las RNA 

polimerasas este dominio corresponde a la región VI en los tres 

linajes celulares. 

La Figura 6.2 corresponde a los perfiles de hidropatla (A y Bl y 

de la carga eléctrica <C y D). En las grHicas A y C sé compara 

la PNPasa (1 !nea negra gruesa) con los cuatro dominios de la 

protelna ribosomal Sl de E. coli. Con lineas se indica la región 

que corresponde al octapéptido conservado. En las grHicas B y D 

se presenta la comparación de la PNP,asa contra las RNA polirnerasa 
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. . . 
de la subunidad ll' de E. col( y la subunidad mayor. de las. RNA 

polimerasal, !1y111.<de lev~
0

dura Cl;nead d~lgadasl .Y del virus 

de vacci ni a Cl, lnea g~n?~aci~> )~~ ~~serh ~~e.~3 ~6mportami ente de 

; :s P:~::;:a:x;~n;~:i;~c~~~~~~~~~:~1~s;~s;~r;~{;aeJ~~g~:~º~n. .. todas 
·.L -·-;'..'.:·, :·),:; --/:;(·. -:"'·, :·,,(.· •.>"~'-''., 

~··~:::-_ >._,L· -~·,"':-- ,-·"L:::. :::~~-, -·-"_ /_· ·:i,~~~-~<· 
En las Tablas ó;J ~:6:4/¿e;compara. el(octapéptidocdela PNPasa y 

,..,,~~-- -f~ --

1 a prafo1rici "rii'ioso~ai ·:51 ·de.L ,coli~ eón i}ci".·s'u6únidaci a. Y p 
;.:· •. .. '.:· 

(respectivamente) de. la ATPasa F1 :Y sus homólogas en 

el oropl astas, eubactei'i.as.. ~rq~~o~a~ieri as y mi tocondri as, 
--- -.- ' - . . 

vacuolas. Los recuadros. indican los sitias:idé~tr~os.éon respecto 

la PNPa'sa y se. destacan Cen negrillas)" las sustituciones 

conservadas. 
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Figura 0.1 La secuencia GGREGLVD es un cctapéptido muy conservadc, 
encontrado en el dominio que se une al RNA de la PNPasa de E. co1i. la 
protefna ribosomal SI y en la subunidad p• de la RNA pal imersa en E. col i y 
sus homólogas en arqueobacterias y en eucaricntes. Solamente los 
amino~cidos idénticos en la PNPasa, Sl y en la RNA polimerasa se han 
enmarcado. Las sustituciones de aminollcidos ccr"servados se muestran en 
negritas. 
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RaRPSl 
P·RPSl 
EcRPSl 
R11RPSl 
P·RPSI 
EcRPSl 
RinRPSl 
P·RPSl 
[cRPSI 
RmRPSl 
P·RPSl 
EcRPSl 
PNPas~ 

H.th. 
H.h. 
H.mo. 
S.ac. 
Va ce 
s.c. ll 
S.p.11 
A.thll 
C.e.11 
Mm.JI 
O.m.rt 
P.f.It 
T .b.11 
C.f .It 
T.b. lil 
P.f.111 
S.c.ltl 
s.e. I 
S.p. I 
T .b,I 
Le. 
P.s, 
N.c. 
H.p.Ch 
s. o.Ch 
N.t.Ch 
Z.m.Ch 
O.s.Ch 
E.g.Ch 
P.s.Ch 

. 
RO·RrJEQ PERfSVGNTrl)DR r"'ÑFSKKO([]K[)OL~·lI]K 

R V· E bh:i1 LV L S V G O E V E~ K F l GfVlffiIE)K R tl A~S L llJ· rn R 
R P G E ffi' 1 E E f N ~ G O (jJ V R A V fVl L O l'!Jl.!J V CID K • E 1 '• L ~ • IIJ L 
YíAlGEE VREYK GOEil'!AVlrJLO·VDAERERISL rvJK 
VWG [ E V R [ y K G DE 1 ~ V • Lo V o A E R R 1 s l G • 111 K 

ICIC.NYHP[filK[l)LSTSQEVD~VÍVlL D~T¡,;R·RISL mK 
NKNillPSICVVNVGO{VIVEVHll.JLD OEERR RISLG·LK 
NKNIHPSKVVNVGDb'.JVEVH·lDIO ERR·RISL K 
RVL HPS[mQNIGOOVLVrnJIOJR NOET·HR Sl ·HK 
RVK·HPSEIVNVGOEITVKG KfO ER·TR~SL -m,K 
AVK·HPSEIVNVGDEIT KVLKfOR[R TRWSL WK 
R V • E(!} V T O Y L i H G O E V P K V L [Jfl O O • R aJ[]J l 15) • [D K 

T(!J··OSGYH·QRRL~N~LIQ)OLTlJ IIIN GR~VON·RG 
TS· íílSGYL ORRLIN LSELETOYOO GTV~OT so 
TS··IB.jSGYL ORRLIN LSEL TOYD GTVRDT·SD 
TS··OSGYH· RRLIN LSO R[IlEYO GTV SL·YG 
T S • • R T G T l • A R K 1 l K K H E O H V ~fil) G T • G O V V 1 [[i]. H T 
T[ll··ETGY • RRLDK LEDIT]HVHYD· NTT NISJ·[)G 
Tl!J··ETGYl·ORRLVK HEO[lflHVRYD··GT RNA·HG ~~': :1r~::~' :~::~,:~:~:~~=:~::: :~~:::~:m: 
TA··ETGYI· RRLIKSHESVHVKYO ·ATVRNS·llJN 
T ··ETGYI· RRLIKIHESVHVffiJYO··rn1TVRN ·IYJG 
TS·· TGYI· RRLIK HEOVH OYO··RTVRN ·YG 
T S • • fDlT G Y l • O R K L 1 K l E O V H A A Y O • • rn T V R H A • N O 
l~··lDJTGYl· RKL{2]K LEO HAAYO··GTVRHA·NO 
TA·· TGY(I]·YRRLHK H[H Srl!RYO·· TVRNT·KG 
TA··rnTGYH:-[Q)RRLHK tcoíils[IlHYO· YSVRSCOKO 
T " •• liJr G y H • s R R l H K s l E olü s t: a y o . H T R T l.íl. A H 
T s •. R s G y L • ~ R e L T K a l E r.[]] H ~ s y o .. H s 1 R D A D • G 
T S • • R S G Y l • R C L H K H l E Gm C V O Y O • • H T V R O fSl D • G 

~ ! : : : ~ ~ ~ ~: T ~~ i~I ~ ~ L~E; ~:: ~ W D; ~ [ii)~R; ~ R ~ ~: d'i~ 
T í!l .. 1:]5 G Y L • T R R l V 0 V ~O O V V T ru I O C G T O • O ~ • lIJ V 
T~. • s G y l . T R A LV o V s a{Y)Y y s G f[fil. e G T p . E l • s 
TS··OAGYL·TRRLVEV OHIV RKVOCGTL·Y(G\· N 
TS··OAGYL·TRRLVEVVQHIVVR RDCGT(I]·RW· tS 

T S • • A G Y L • T R R LV E V~ O H ~V~ R R ffi O C G T A • R A • ~ S 
T (Al· • A G Y l • T R A l V E V V Q H 1 1 V R R RO C G rm · O~· 1 S 
T S • • A G Y L • T R R l E V O H V V R R O C T l.Jj · R ~ • S 
TIA) •• NA G y L • T R R H I y T (!] H[)I V KA so e F T 1:. y N. Te 

Rl~EVfD H(DIVR TOC[li]TDJ·RA·lIJS 
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Figura ~.2 

A) y Cl Comparación de los perfiles de hidropat1a • con la escald de Hopp y Woods 

6) y 0) 

e 1981) Segunde dominios que unen RNA monocatena r i o de las secuencias .de 
PNPasa (linea gruesa) y las cuatro repeticiones de la prote1na ribosomal Sl 
<linea delgada). Las lineas verticales muestran la reqión de la secuencirl 
GGREGLVH. 

~~m~~~~c; ºWogas 1 ?i9GÍ~f ~!~~ e;~e d~~i ~1~~ª q~! é~~~~ c~N~0~0~1gc~~~~!~ to de 1 tl:, 
secueflcias de la PNPasd Clir,ea gruesa. E. coJi), de las RNA polimerasas DNA 
dependientes de origer1 celulur (linea delgada. Sa: Se 1,11 y Ill y EcJ y 
RNA polimerasa DNA·dependiente del V1rus de vaccinia flinea con c1rculos 
negros). Las lineas verticale5 muestran la región de la secuencia GGREGLVH 
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Tabla 6.3 

RPSI 
RPSl 
RPS! 
RPS! 
PNPasa 

Ec 
Ss 
T.A 
Bm b 
va 
Rb 
Rr 
BF 
BnM 
RsM 
HaM 
ZmH 
NpM 
HSH 
BtH 
RnH 
SpM 
ScM 
ObH 
OsM 
PsM 
PvM 
TaH 
XlM 
A.spC 
ZmC 
MpC 
ose 
PsC 
SoC 
NtC 
Tac 
AtV57 
CtV57 
HsVSB 
NcVS7 
ScV57 
sap 
Hbu 
Hsa 

Alineamiento del oclapéptido de la PNPasa con una parte de las secuencias de las 
ATPasas F 1 de la subunidad Cl que coresponde a la región homóloga al sitio de 
Rossmann. Sólo se alinea el octapéptido donde los residuos enmarcados son 
sitios conservados y los residuos en negritas indican sustituciones conservadas. 

ATVEL··-··A D~V [)Gml RASEASRDRV· 
IFIGL· • • ··D iGl G 1 D G L V HLSDISWllVAG 
CFVEI···-·E. 't'G V [)G LV HVSEMDWTtlKN 
AFVOL······ G G V O G l l HJTOHAWl<RVK 
AFVAI • •·• ·G G G K E G L V HISO!ADKRV· 

TAIDAHIPIGR O R E l l 1 GOROTGKTAJA 
KA!OALVPIGR G O RE L 1 1 GDROTGKT>VA ATPasa 

KAVDSMIPIGR G O R E L 1 1 GDROTGKHLAJ 

KAIDALVPJGR G O R E l I I GOROTGKTSVA Eubacteriana 
KSVDSHIPIGR G O R E L 1 l GDROIGKTALA 
KAVDAHIPIGR G O R E L 1 1 GDROTGKTAVA 
KAIDSLIPIGR G O R E L 1 1 GDROTGKTAVl 
KSIDTMIPIGR G O R E L ~ l GDROTGKTAIA 
KAVDSLVPIGR G O R E L 1 GDRDTGKTTIA 
KAVDSLVPIGR G O R E L 1 GDRDTGKTTIA 
KAVD~LVPIGR G O R E L I GOROTGKTAIA 
KAVOSLVPIGR G O R E l I I GDROlGV.TAIA 
KAVDSLVPIGR G O R E L 1 1 GDROTGKTAIA 
KAVDSLVPJGR G O R E L 1 1 GDROTGKTSJA 
KAVDSLVPIGR G O R E L 1 1 GDROTGKTSIA 
KAVDSLVPIGR G O R E L 1 1 GDROTGKTSIA 
KA! DSMVPIGR G O R E L I 1 GDROTGKTAIA 
KAVDALVPIGR G O R E L 1 1 GDROTGKTAVA 
KAVDSLVPIGR G O R E l 1 1 GDROTGKTAIA 
KAVDSLVP!GR G O R E L 1 1 GDROTGKTAIA 
KAVDSLVPIGR G O RE L 1 1 GDROTGKTAIA 
KAVDSLVPIGR G O R E L I 1 GDROTG>:TAIA 
KAVOSLVPIGR G O R E L 1 1 GDROTGKTAIA 
KAVDSLVPIGR G O R E L 1 1 GOROTGKTSIA 
TAIDSHIPIGR G O R E L 1 1 GDROTGKTAIA 
IAIDSMIPIGR G O R E L 1 1 GDROTGKTAVA 
IAIDSMIPIGR G O R E L 1 1 GDROTGKTAVA 
IAIDSMIPIGR G O R E L 1 1 GDROTGKTAVA 
IAIDSHJPIGR G O R E l l I GDROTGKTAVA 
IAIDAMIPVGR G O R E l I l GOROTGKTAVA 
IAIDSMIP!GR G O R E L 1 1 GDROTGKTAVA 
IAIDSHIPIGR G O R L 1 1 GDROTGKTAVA 

ATPasa 
Mitocondrial 

ATPasa de 
Cianobacteria y 
Cloroplasto 

ATPasa 
SPIDVMNSIAR G a K 1 p 1 F SAAGLPHNEIA Vacuolar 

STIDVHNSJAR G O~¡ P m F SAAGLPHNEIA 
SAIDTMNSJAR G O K I P l F SASGLPHNEIA 

SAIDTMNSIAR G O K 1 P I F SAAüLPHNEIA 
SAJDTHNSIAR G O K 1 P 1 F SASGLPHNEIA 
SA!DGLNSLLR G s K ¡ T D L SGSGLPANTLA~ ATPasa 
RILOGLFPl/AK G fGl T A A 1 p GPFGSGKTVTO Arqueobacteriana 
RILDGLFPIAK G lfil T A A 1 P GPFGSGKT_vTO 

-82-



Tabla 6.4 

RPSI 
RPSl 
RPSI 
RPSI 
PNPasa 

Ec 
S.sp 
T.B 
Bm 
Ya 
Rb 
Rr 
Bf1 
Bf 
Hv 
Cl 
ZmH 
NpH 
HsH 
BtM 
RnH 
SpM 
ScM 
NcH 
A.SP 
ZmC 
HpC 
ose 
P>e 
Soe 
Nte 
Tac 
ere 
Jbe 
OeY69 
NCY67 
SCY67 
Saa 

~~R 
Hsp 

Alineamiento del octapéptido de Ja PNPasa con una pat1e de las secuencias de Ja 

subunidad ll catalítica de la ATPasas F 1 que com:sponde a la región homóloga al 
silio de Rossmann. Solo se alinea el octapéptido, donde los residuos enmarcados 
son sitios conservados y los residuos en negritas indican sustituciones 
conservadas. 

ATVEL···· ·A O G y E G Y L RASEASRORY • 
IFIGL"·-·O[Ji] G I O G l V HLSOISWNYAG 
CFy¡¡ ..... ¡ E G y E G l V HYSEHDUTNKN 
AFVDL .. - ... G G Y O G L L HJTDHAWKRYK 
AFYAI- .. · ·G G G K E G L V HlSOIAOKRV· 

KYJOLHCPFAK G G K y G L F GGAGYGKTYN.....-
KVJOLLAPYRO (j G K 1 G L F GGAGVGKTYLI 

ATPasa KVYOLLAPVI K G G '1 G l F GGAGVGKTVL I 
KYVOLLAPY 1 K G G K I G l F GGAGVGKTYLI Bacteriana 
KYJDLICPFAK G G K I G l F GGAGYGKTYNH 
KV 1 DLLAPYSK G G K 1 G L F GGAGVGKTYLI 
KYJDLIAPYTK G G K V G l F GGAGVGKTYLJ 
KVVOLLAPY I K G G K 1 r L F GGAGVGKTVLI 
KVJ OLLEPYSK G G K I ti L F GGAGVGKTVLI 
KVVOLLAPYRR G G K I G L F GGAGVGKTVll 
KVIDLIEPYAK G G K I G L ~mmmtl= KVVOLLAPYOR G G K I G l 
KVVOLLAPYOR G G K 1 G L F GGAGYGKTVLI 
KVVDLLAPYAK G G K I G L F GGAGVGKTVLI 

ATPasa KVVDLLAPYAK G G K I G L F GGAGYGKTYLI 
KVVOLLAPYAK G G K I G L F GGAGVGKTVL 1 Mitocondrial 
KVVDLLAPYAR G G K 1 G L F GGAGVGKTVFJ 
KYVOLLAPYAR G G K 1 G l F GGAGVGKTYF 1 
KVVOLLAPYAR G G K I G L F GGAGVGKTVFI 
KVVOLLTPYRR G G K 1 G L F GGAGYGKTV 1 
KVVOLLAPYRR G G K I G l F GGAGVGKTYLI 
KVVOLLAPYRR G G K I G l F GGAGVGKTYLI ATPasa de 
KYVOLLAPYRR G G K I G L F GGAGVGKTVLI Cianobactcria y 
KVVOLLAPYRR G G K I G l F GGAGVGKTYLI 
KVVNLLAPYRR G G K I G l F GGAGYGKTYLI Cloroplasto 
EYVOLLAPYRR G G K I G L F GGAGVGKTVLI 
KYVOLLAPYRR G G K I G L F GGAGVGKTVll 
KVVOLLAPYRR G G K I G l F GGAGVGKTVLI 
KVVOLLAPYRR G G ~H F GGAGYGKTYLJ_ 
RYLOALFPSYL G G 1 P GAFGCGKTVIS.J 
RVLOALFPSYO G G T Y A 1 P GAFGCGKTYIS ATPasa 
RYLOALFPCYO G G T T C 1 P GAFGCGKTYIS Vacuolar RYLOTYFPJAK G G T A A 1 P GPFGSGKTVTL 
STJOGTNTLVR GOrulP 1 F SGSGLPHNTLA~ ATPasa STJOGTNTLVR G O l P 1 F SASGLPHNE 1 A 
SGJDGHNTLYR G O l P l F SGSGLPHSOLA Arqucobactcriana 
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7.0 DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 

En este trabajo se encontró que la RNA pal imerasa y la PNPasa 

comparten un dominio homólogo de 69 aminoacidos, que a su vez es 

homólogo a las cuatro repeticiones de la protelna ribosomal Sl 

<ver Figura_ 6.1), Dicho dominio fue reportado originalmente por 

Régnier et al. (1987), y_ est~ presente en la secuencia de la 

polinucleótido fosfortlasa CP~PasaJ. 

El dominio' de Régnier et al;- Cl987l se comparó con las 

secuencias de la subunidad ll' de la RNA pol imerasa DNA 

dependiente y sus homólogas, se encontró que también esta 

presente. Ademas, se determinó que dentro del dominio existe un 

octapéptido un posible (motivo funcional J. cuya secuencia es 

GGREGLVD. Este motivo esta muy conservado en los tres linajes 

celulares dentro de la subunidad ll' de la RNA·polimerasa DNA 

dependiente de f.coli y sus homólogas. Finalmente. al compa,rar el 

sitio funcional contra los bancos de secuencias se determinó que 

la secuencia GGREGLVD es similar a la secuencia que se encuentra 

presente cerca del sitio de unión del nucleótido en la subunidad 

ll de la ATPasa Fl (ver Figura ó.3). Los perfiles de h.idropat!a 

realizados muestran que el dominio tiene caracteristicas polares 

similares (Ver Figura 6.2). 
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Cuando el grupo de Régnier et. a 1. "(1987) encontró que un 

segme"!to de la PNPasa es homólogo a cuatro dominios repetidos de 

la protefna r_ibosoma l Sl. se discutió la posibilidad de que est~ 

secuencia - de 69 amino~ciodos tuviera las misma"s propiedades 

fúnci~nales q~e sus homólogas en Sl, incluyendo el de unirse_ a 

polirribo~ucléofidos. En este sentido Régnier et. al. - Cl987l 

argume~tron que el dominio encontrado puede presentar propiedades 

similares -.a través ·del - complejo macromolecular que forma el 

trf_mero de subunidades ~· que es la forma activa: asf. es 

posiblé que cada dominio que est~ presente en la. subunidad haga 

las veces de cada una de las repetici~"~S que se presentan en la 

protefna ribosomal Sl pudiendo asf unirse al RNA, con la 

diferencia que ésta última presenta un dominio de m~s. que se 

sabe es prescindible para su funcionamiento CRégnier et al .• 

1987l. Entre los cuatro segmentos de Sl y la PNPasa existen 

conservados 6 Glicinas y 9 amino~cidos hidrofóbicos. lo que hace 

pensar que se puede plegar de la misma manera que los dominios de 

Sl. Al compararse con la subunidad p• de la RNA polimerasa de E. 

coli y sus homólogas. se ve que se conservan 6 Glicinas, 5 de 

ellas en la misma posición, y uno en diferente posición, 

compartido sólo con la PNPasa y no con Sl. Adem~s. se comparten' 

16 residuos hidrofóbicos o sinónimos de éstos. Por lo tanto. se 

pude pensar que este dominio también adoptarla una estructura 

secundaria igual a la Sl y la PNPasa. 
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Debido a que ambas protelnas interaccionan co~ móleculas de RNA. 

como también sucede con la ·subunidad ll' {y sus hmnólogasl ·de.las_ 

RNA polimerasas celulares, se ha. sugerido ·que este•'dominio 

funciona para unirse al RNA que está recién: sintetf~~d~'.~()~ la 

PNPasa o que será degradado por el_!.~ (Régnier et~.'cÍJ'.)\198-7): Una 

explicación propuesta por Régnier et. al. 0987) supone que estos. 
·, . . . .,_ ..... ' -_ -, - ·- . ~. . ··-·:, . . . 

dominios evolucionaron a partif de la dlJ~]ic~~ión'.:'.Cl§.~uri~gen_ c¡ue 

se codificaba para unirse con ~npoÍ tfAbo~ucleóÚdo;:;Está última 

hipótesis· es coherente corí el h~l fÚ9o;~·eí};¡¡~~JJi~~hií.~6í ~go en' 1 a· 

subunidad ll' de E.coli de la RNA polirn~rasE 'óNA:dependiente 

reportado en este trabajo. 

La secuencia GGREGLVD forma parte de uno de los dominios más 

conservados de la subunidad ll' de la RNA pol imerasa DNA 

dependiente de E.coli Ceubacterias) y sus homólogas celulares, en 

arqueobacterias y en eucariontes CSawadogo y Sentenac 199Dl. En 

especial de la subunidad mayor de las RNA polimerasa 11 de 

eucariontes CMémet et al., 1988a, b; Cornelissen et al., 1988). 

De hecho, el motivo GREGL(l/VJDTAVKT, se ha encontrado que es el 

segundo bloque más conservado en todas 1 as RNA pol imerasas de 

origen. Este motivo es parte de la región VI de esta misma 

protelna, la cual ya habla sido señalado por Mémet et al. (1988a, 

bl como un sitio muy conservado. y a la cual no se ha atribuido 

ninguna función <ver Tabla 3.4.2). Se sabe también que ésta 

región es compartido por un dominio donde la toxina a-amanitina 
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-':.. ·:, 

inhibe la elongaciÓn,::'por lo::qué>se ;presume' que la r~gi.ón VI 

intervi~ne :en''la ¿lon~aciÓn·Úo~~rst' et a1; 19B9l' Cvfr Tabla 

~~4 '.~ :~ /~*~s~i~2(~~tes5irj~uu7~tf eª;~r;::;:;i ::t~: ~ R:~b::~~~::: s ª; 

arqÚeií6acá~~~'~H'~~:'\ ;? <'" ···· 
\'.~~::·:,. ;''::o:)::~;~.:;:.;; ::;:;y:·.· 

Al .~rla~:iZfill 1~2;'s~~tJ.itia Ctel motivo GGREGLVD se puede observar 

lo ·'.sfgu.ien'te''~quéL cie. los tres linajes celulares. son las 

eub·a.cteriai' quienes conservan menos este motivo, presentando. por 

ejemplo;· la' se¿~enci a GARKGLAD . En e u ca ri ontes se presentan dos 

cas-os:'· el primero se observa en la RNA polimerasa 11· de los 

kinetopHstidos CT.b.lll, y en el apicomplejo CP.f.11), en la 

levadura CS.p.lll. en las RNA polimerasas 111 de T.b.lll. en 

P1asmodium CP.f.!lll y en 

polimerasa de T.b.I y 

la levadura cs.c.llll y en la 

las levaduras S.c.l y S.p.I. 

RNA 

La 

secuencia de la variación es CA/SlGREGUV/l)D. En el segundo 

caso se presenta la secuencia GGREGLVD, y se observa en el resto 

de las RNA polimerasas 11 de los organismos que aparecen en la 

Tabla 6.1. Las arqueobacterias comparten este último motivo. La 

única secuencia de este motivo homólogo que difiere radicalmente 

en los amino~cidos que la componen es la del virus de Vaccinia, 

el que que presenta la secuencia VARSOSTD, aunque como se sabe, 

la subunidad mayor de la RNA polimerasa de este virus es homóloga 

a la subunidad m~s grande de la RNA polimersas 11 de eucariontes 

y a Jl' de E. col i. {Broyles y Moss, 198ól. 
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Tabla 7 .1 Comparación de las diferencias de la composición de aa del 
octapéptido GGKGLVH. *como a: S.p .• T.b. y C.f. 

al PNPasa 
b) Arqueobacteri as y eucari antes RNA po \. I l 
C) Eubacterias 
dl Eucariontes RNA pol. 1 y 111. y algunas 11* 
e) Vaccinia 

G G K E G L V H 
GGREGLVO 
GARKGLAO 
AGREGLIO 
VARSOSTO 

Como se puede observar en la Tabla 7.1; y ó.1. los aminoácidos 

más conservados del motivo son aquellos que presentan la mayor 

polaridad que son sustituidas por un equivalente polar. como es 

el caso de la H (por Dl_. o la K (por Rl. El aminoácido más 

conservado es la glicina en la posición 5, seguido de la arginina 

en la posición 3. En tercer lugar están las. glicinas de las 

posiciones 1 y 2. La secuencia de vaccinia no cumple con el 

patrón de las otras RNA polimerasas. Tal vez la RNA polimerasa 

del virus puede adoptar una secuencia alternativa que le dé el 

mismo efecto funcional. Para comprovar lo anterior se calculo un 

indice de variación que permite cuantificar que tanto un 

aminoácido ha sido cambiado, no considera las sutituciones 

conservativas. En la Tabla 7.2 se obseva que aquellas posiciones 

que tiene un valor bajo son las más conservadas como son los 

casos de las posiciones: 3 con la arginina (Rl. 5 con la glicina 

Tabla 7 .2 Comparación del indlce de variabilidad según Alizon et aJ.. 
!1986). del octapeptido GGKGLVH. 

Posición 
2 5 8 

Indice Ye,¡=(~~) 3.33 l.óó 1.25 3.33 l.?5 1.25 7.5 1.25 
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CGl, 6 con la licina CU y:· con:· el 4cido aspartico CD>. Como. se 

ve los aminoacidos ~ás ~ons~rvii0dos·'~ond~s'lloJÚ~úomo es R y D. 

y no po]a res. como es rk' };y e aíÍed~~dci' en'icósé'cüeríci a'' con la 

coclusion anteri'or./ ' ,'.~·, ,::·, 'J? f'~~ tt~ ,';;M :t ' ;, 
"-,-··,>;,.<>~ -- ;,:~:::;;;·-.J.:'>'"' 

¡!::~?:f::\~::;,:~!i~.~:~~¡ítíi~~~¡~?;::: :~; 
ejemplo, se ha visto q~eY-~1'>mcit'i\io ''ife·:,Rossinann puede tener 

algunos amino4cidos c:ambiadóL ~in qué ello implique una 

alteración en la unión del nucleótido Cno siempre aparecen las 

tres Gly) CHsu et al., 1987; Saraste et al .. 1990; Kaziro et al .. 

1991). No obstante, valdrla la pena real izar estudios 

experimentales que puedan derimir este punto, Como la sustitución 

de una Gly por Ala o por 5er en aquellas secuencias de proteinas 

que no tiene sustituidas sus Gly. 

Hasta este momento no se habla atribuido ninguna función a este 

motivo en la literatura cientifica. Sin embargo, en este trabajo 

se encontró que tanto 1 a región 1 V como e 1 dominio a 1 que 

corresponde son homólogos al dominio de 69 aa de la PNPasa 

CRégnier et al .. 1987). A su vez, este último dominio se repite 

cuatro veces en la protelna ribosomal Sl de las bacterias Gram 

negativo. La función de ésta última protelna si est4 

caracterizada CRégnier et. al. 1987). Adem4s. existen muchas 
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evidencias que sugieren que la subunidá.d Jl'· de Lcoli tiene la 

fúnción de elongar el RNA CLazcano, 1986;, Lazc.allo et al., 1~88a y 

b; 1992a: Jokerst et al, 1989J. Debido a lo anterior. se propone 

que el dominio de ó9 aa de la RNA pcilimerasa Jl'celular y las 

proteínas homólogas se une al polirribonúcl-:e.~ti.do que est~ siendo 

elongado. En la alineación de las tres proteínas mencionadas se 

observa que el octapéptido GGREGLVD es el motivo más conservado 

(ver Tabla6.ll. Se puede suponer. - por. 1 o tanto. que e 1 
- . --· 

oc-tapéptido GGREGLVD for"!a parte del 'sltio''de- unión al polímero 

de RNA recién sintetizado en la transcripción. 

En afecto, el motivo GGREGLVD tiene las propiedades qu1micas que 

le permiten establecer una unión con los nucleótidos del 

pol1mero. Este octapéptido tiene un ambiente polar, por lo que en 

pricipio resulta idóneo para interactuar con ribonucleótidos y 

polirribonucleótidos. Por ejemplo, presenta Gly y Arg/Lys, que 

son características de motivos que se unen nucl eót idos 

CDoolittle, 1988). La Leu y la Val. por su parte, pueden 

contribuir a est.1s interacciones debido a que son amino~cidos 

neutros, no interponiendo cargas electrost~ticas. Cabe mencionar 

que tanto la pareja Arg/Lys, como el Glu y el Asp. Los primeros 

son aminoácidos polares que pueden interaccionar con las cargas 

negativas del fosfato de los nucleótidos a través y los segundos 

lo pueden hacer atravez de un metal como Mg .. o Mn··. La Gly es el 

aminoácido que está presente con más frecuencia en todas las 
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\,, 
NH2 

Na,...::.\ .......... IJ..P>o-Tn-.&1>-Lxcq..L.,-llo-G)Jo-L ... PkG!y . .&~V~e;,_TJv.i-i... 
111 

U...M.t·Cb-~11•·4'n-.i.Jn-V"1·41a·LY>-AlA-Hu-Gb'-CJ,..T:rr-Su-VU.PM-IJa..Gq...V~Azc-Tha-COOH 

Figura 7 .1 Graf1cd que mueHra donde se encuntra el octapéot1do conservado en un 
modeld de ATPasds Fl.ftomad.i de Gdíboezl et al., 1986>. 

protefnds, pero también siempre se le encuentra asociado a sitios 

de unión d nucle~tidos. como ocurre con el motivo de Rossmann. 

Esto se puede deber d que éste residuo de amino~cidos permite que 

el polipéptido tengd plegamientos, coperando asf a definir la 

estructurd terciaria 

Por otra parte. se comparó la secuencia GGREGLVD contra los 

bancos de secuencias "PIR" (de proteínas) y "Genbank" Cde 

nucleótidos). Se encontró que dicho octapéptido est~ presente en 

la secuencia de la subunidad pde la ATPasa Fl celular de origen 

eubacteriano. A ésta última se le atribuye la función ca tal ftica 

(ver Tabla ó.3 en los Resultados). El sitio de unión a los 

-91-



nucle6tidos de' la subunidad ·P de Ja ·~ATPasa FL de L col i .se ha 

determinado a fravé~ CJ.el estudio dé al~~~~s ·~utantes. Para ello, 

se han co~~araJo la sÚ~uri~d~ip;~k Ía Í.TPas~L. Según Fry et a 1 

C19SS, :t9~~l.~E!. h.~fd~~~rmina~§ .q.~e-·\~.)}1tib"/de .. urÍl6n al ATP se 

ené~ent'~k é~ J~~ S(!.~~Bª':tª~~~·an;sf "~r::Gt~ifo:, E~ tai a. su vez. se ha 

i de~~i t'i~~'Jó: E!n l a}ad~ni 1 ato 'd nas~· (Árg~s y .leberman 1985) • cuya 

:::~:¡ii~~~t~~~l:~M;#¡J~:~~~j~L;~::~i~'.:;,::::;:;;:::: 
y fi~u: Jt'~i(1907) han propuesto que la Lys 162 de la Figura 7.1 

se puede_enc_ontrar muy cercana al sitio de unión para ATP. 

En ·este trabajo se ha observado que las subunidades p en las 

ATP.asas Fl de origen eubacteriano presentan el motivo GGREGLV. 

Sin embargo, cabria preguntarse. porqué no sucede le mismo para 

las ATPasas F1 de origen eucarionte y sus homólogas 

arqueobacterianas. En primer lugar, la ausencia en ambos linajes 

es consistente con las que indican la cercanla filogenéica de 

arqueobacterias con eucariontes (Gogarten et al .. 1989; lwabe et 

al., 1989). En segundo término. su ausencia se podrla explicar 

por que se tratara de una regulación diferencial y que se hayá 

propagado hasta la actualidad. 

De acuerdo al modelo estructural propuesto por Fry et al .0985 y 

Garboezi et al .. 198óJ. para la subunidad p de la ATPasa tipo F!. 

el motivo que han descrito se encontrarla como parte de un doblez 
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en la estructUra terciaria de. la pro\e1~~· ~~erfiiiura.tom.ada de. 

Ga rboezi ét a 1. • 1986 l donde se· 'observaJ;qiJe' ··se: ~nc'u~nt~a· cerca 

del sitio donde se une ál fosfato delx~yfaJPj/· ~r'> •.... ·· ... ·· 
es.tÜd·i~: .. ~i·:'.r~t~;r,t~::a3•a La secuencia GGREGLVD que se es 

adyacente a 1 motivo que se habla descrit~ pfeyi'á'ríierife éomo jia rte 

del sitio de unión del ATP en· las ATPasas GGP.GSGKCÚS) en la 

subunidad ll CDuncan et a7 .• 1986). Es posible. por jo dnto, que 

esta secuencia sea también un componente hasta ahora ignorado del 

sitio con el que estas enzimas se unen al ATP. Esta conclusión.es 

congruente con la hipótesis de que en la subunidad ll de la ATPasa 

el sitio de unión al ATP es mas grande, basado en el grado de 

conservación en el extremo C·terminal de 1 a subunidad ca tal ltica 

de la ATPasa Fl·ll Cdonde se encuentra el motivo de Rossmann, 

GXGXXGl CYsern et a7 .. 1988, Senior. 1990). Por ello, cobra 

mayor relevancia el hecho de que los dos motivos, el descrito en 

este trabajo y el GXGXXG son adyacentes. 

La comparación evolutiva de sitios y dominios funcionales siempre 

conlleva un riesgo. particularmente cuando se trata de sitios de 

unión a ribonucleótidos y polirribonucleótidos. En este caso. el 

riesgo radica en el tamaño reducido de las secuencias comparadas. 

Este problema ha sido discutido en detalle por Argos y Leberman 

(1985). quienes han comprobado que se puede validar la similitud 

de una secuencia tan corta a través de 1 a comparación contra 

todos los bancos de secuencias existentes tanto para genes como 

·93· 



para protelnas. Ejemplos de ello son los casos comprobados para 

una secuencia .de 12 amiho~cidos ~ la· que Doolittle Cl988l 

diagnosticó como trans.ferrina, y para el motivo de Rossmann en 

otras protelnas .. Como· ya ~e ~;nclÓnó·,: este último ha sido se ha 
- ~ ' . - -' . ·. _. . ' . -

reconocido como .. un sit.io .de. U.nióri a·:,,nuc)eótidos. Es importante 

señalar lo anterior, ya que fue g'~acias ,a la comparación con dos 

bancos de datos que . en este ~_trab~jo,:·se ·e pudo 11 egar 1 a 

conclusión de que el motivo se encüentra:JÍresente en el sitio de 

unión de la subunidad .fl de, .la ATPasa · Fl. Al buscar en el 

"GenBank • no se detectó 1 a similitud en la subuni dad, pero al 

comparar con el "PIR", sl se· encontró que habla identidades con 

el motivo arriba mencionado. Cabe recalcar, entonces, que es 

recomendable buscar en los dos tipos de bancos debido a que la 

sensibilidad tanto del algoritmo como de la constitución en si 

del tipo de banco puede dar como resultado hallazgos que sean 

complementarios, o quiz~s dé hallazgos contradictorios. 
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POSIBLES IMPLICACIONES FUNCIONALES OE LA EVOLUCION OE LOS 

DOMINIOS QUE SE UNEN A RNA 

Según la hipótesis de Lazcano (1986, 

proteinas que surgieron 

polipéptidos que tenian la 

esta forma estabilizaban al 

eficiencia 

Aplicando esta 

replicación del material 

enel arqueano: 

Se sabe que el virus 011 requiere de la proteina ribosomal Sl 

para replicarse eficientemente. Esta protelna la obtiene al 

secuestrarla de su hospedero. Se sospecha que esta protelna tiene 

la función de estabilizar la estructura primaria del genoma de 

RNA. De esta manera queda expuesto el molde pudiéndose asl 

copiar. Si tomamos los resultados de este trabajo y se les 

aplica la hipótesis de Lazcano <1986), se podrla postular un 

modelo tentativo que explicase un posible mecanismo primitivo de 

replicación, a través de la existencia de dominios que se uniesen 

a pollrribonucleótidos catallticos en el mundo del RNA. Este 

podrla ser el caso del dominio encontrado en la subunidad 11' de 

la RNA polimerasa DNA dependiente de f.coli y sus contrapartes 

en PNPasa, asl como las repeticiones que se presentan a lo largo 
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de la protelna ribosomal Sl. El dominio anterior podrla 

contribuir a aume'ntar la capacidad ._de replicación del genoma 

basado en RNA; funcionando de las siguiente manera: el 

polipé~tidÓ o:;un· có~junto de éstos tendrla la capacidad de 

desest'abi lfia'r. 1 á estructura .secundaria y terciaria del RNA. como 

es el _caso de,Sl. En consecuencia, el RNA quedarla estabilizado 

en;s_u. __ es.trlJctura primaria. Asl podria mantener expuesto el molde 

de'l ,NA .el ·tiempo suficiente para que se lleve acabo la 

repltcáció·n del genoma con mayor facilidad. Este dominio 

facii"itaria, ademas. que el proceso se llevara acabo de manera 

mas eficiente. Se puede pensar que este mecanismo. al facilitar 

la replicación. la harla mas rapida y que en consecuencia, el 

dominio se seleccionarla sobre otros. Las células que hubieran 

presentado este mecanismo también se seleccionar1an debido al 

aumento de su capacidad reproductiva. En esta forma la población 

con esta caracterlstica predominar1a sobre las demas poblaciones 

que no lo posean. 
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ABSIRACT 

Thc hypolhcsis that vcstigcs oí the ancestral RNA-dcpcndent RNA polymcrasc involvcd in the 
rcplication or RNA gcnomcs or Atthean cells are prcscnt in the cubacterial RNA polymcra.sc 6' 
subunit and its homologues is discusscd. We show that in lhc DNA-depcndent RNA polymcrascs 
from the llucc cellu!nr lineagcs a vcry conservcd scquct.cc oí cight amino acid.s also Cound in a small 
RNA-binding site previously dcscribcd fer thc E. coli polynuclcotide phosphorylasc and thc S l 
ribosomal protcin is prcscnt. Thc optimal conditions for the replicase activily of the avian 
myeloblastosis virus reverse tmnscripwe are prcsentcd. The evolutionary significance or thc in 
vJuo modifications of substrate and template spedíicities of RNA polymcrases and reverse 
tnmstriptascs is. nlso distussed. 

INIRODUCllON 

There is considerable experimental evidence suggesting that under the anoxic conditions of thc 
primitive Eanh environment /1,2/, cyanamide (3/, metallic cations /4,S/, histidyl-histidine /6/, and 
catalytic RNA molecules nt. may have catalyzed non-templatc and template-directed 
polymerization reactions involving nuclcotides and lheir analogues. 

The understanding or t.he evolutionary transitions oí cellular gcnctic material írom nucleic acid-tike 
compounds /8,9/ to RNA genomcs, and from those lO double-strandcd DNA molccutcs found in ali 
cxtant cetls /10/ allows us to inícr sorne of the characteristics oí early nuclcic acid polymcrascs. 
Thus, lhe compclling cvidcncc suggcsting that RNA preceded DNA as ccllular genctic material /10/ 
implics Lhat a RNA-dcpcndcnt RNA polymerasc, i.c., a replicase, must have bcen one oí the fi.rst 
enzymcs to appear in carly Archcan cclls /11, l 2/. 

In t.his papcr we discuss sorne possiblc ch3.lilcteris1ics of the ancestral RNA rcpli~ and its role in 
the cvolutionary transition from RNA to DNA genomes. First we revicw thc hypothcsis that 
imponant vcstigc!I oí the ancestral RNA-depcndcnt RNA polymcrasc are still íound in the 
contemporary eubactcrial DNA-depcndcnt RNA polymcrase B' subunit and its homologues /11, 12/. 

(4):07 



(4)101 

We atso show lhat an eight amino acid scquence that fonns part of a RNA·binding site formed. by a 
69 amino acid suetch previously dcscribcd in thc Eschuichia coli potynucleotidc phosphorylase 
and four homologous strctchcs oí the ribosomal protein SI oí the same prokaryotc /13/, is also 
found in eubac1erial, cuk.aryotic and archacbactcrial DNA-dcpcndent RNA polymcrascs. Finally, lhe 
substra1e and templatc ambiguities of c:ii:.t.ant nuclcic acid polymerases both in vivo and in vilro are 
discussed in terms of lheir evolutionary significance conccming our undcrstanding of the evolution 
af enzymes /14/. Our conclusions are prescnted in thc final scctian. 

TIIE ANCESTRAL RNA P0L YMERASE 

Allhaugh there are many cxpcriments in which thc fom1ation oí peptidc bonds has becn 
demonstralcd undcr possible prcbiOlic conditions n.1. Albcns /15/, Gilbcn /16/ and Lazcano /11/ 
suggcsted lhat protcin biosynthcsis did not appear befare the appcarance oí ceUs, but mlhcr in cclls 
in which both metabolism and n:production depended an the catalytic and replicative propcrtics ar 
RNA molccules. This hypolhcsis implies lhat lhe basic sclectivc prcssure far the origin and 
stabilizalion oí thc primitivc translation ::ipparatus was the enhanccment and divers.i!ication of the 
cat.alytic activities ar RNA-based cclls, thus increasing both thcir dynamic stability ::ind survival. lt 
is possible, ar coursc, th;:at oligopcptidcs of biologicaJ origm wcre initially selcctcd for bccausc 
lhcir in1craction wilh RNA molccules mny have enhanccd thc catalytic propcnics or thc !alter, 
simply by stabilizing thcir struc1ure /11/. Thus, thc molecular ancestors of the differcnt íunctional 
sites oí extanl nuclcie acid polymcrascs wcre not necessarily pan oí Archcan polymerases. 

We know nothing of lhe transition írom genctic material bascd on nuclcic acid·like molccules to 
cellular RNA gcnomcs /9, 17/. Howevcr, thcrc is compelling evidcnce suggesting that RNA 
preceded DNA as genelic material in early Archean cells. This evidcnce has becn revicwcd rcccntly 
/10, 14/, and includcs the replicntivc and cata1ytic propeníes of RNA molcculcs, Lhe central role of 
RNA in pro1cin synthesis, lhc universal rcquircment of ribonuclcotidcs as prccursors íor 
dcri:ii:.yribonucleotidcs, and thc chemical stability af double strandcd DNA. 

Thc QB replicase has sometimcs becn uscd as a warking model oían ancestral replicase /lR, 19/. 
Howevcr, onc oí us /11/ has argued that lhc cubactcr J B' subunit and iLS homologues corrcspond l{} 
thc oldcst component of cxtant RNA polymcrai;es. Conclusive evidcncc on lhc evolutionary 
conservntion oí homologues oí the cubactcriaJ RNA polymerase B' subunit nmong olhcr cellular 
lincages has becn provided by primary scqucncc dctenninations lhat havc dcmonstrated their 
presence in cukaryotcs, archneb3cteria, chloroplast.s /12, 20/ and viruscs /21, 22/. 

The hypothesis lhat thc cvolutionary conscrvation of thc 6' subunit and iLc; homologues is due to 
thcir catalytic role in RNA elongation is eontrary to the eommon assumption, which statcs that lhe 
catalytie sitc of lhe E. coli RNA polymerasc is loc:atcd in ils 6 subunit. According to this scheme. l.\' 
is assumed to be involved solcly in binding to thc DNA tcmplatc n.3/. This traditional view is 
supponcd by a number of expcriments involving metal substilution n.4, 25/, photolabeling n.6/, 
aífinity-labeling n.71. and antibody.induced inhibition slUdics n.3, 28/. 

Howevcr, lherc is compclling: evidence suggcsting that the E. coli RNA polymerase ll' subunít al!:o 
plays a direct role in RNA clongation /11, IU. This evidence mcludcs a) U1c well establishcd fac1 
th:u in eukaryotie RNA polymerascs the catalytic site involved in the elongation rc:iction i!; locatcd 
in the largcst subunit !19·33/. Thercíore, thc strilíng simil:uity bctwccn thc largest subuniLS of 
euknryotic RNA polymerascs and the E. coli 6' subunit discussed abovc suggest that thcsc 
polypcptides may have comparable functions. It íollows logical!y thal thc RNA clonga1ion site 
must be located in thc A+C component oí a.rthaebacterial RNA polymer:lles; b) streptolydigin is 
known to inhibit RNA elongation in E. coli by interacting with lhe 6 subuniL However, in Bacillus 
.nlbtilis strcptolydigin scnsitivily is locatcd in the 6' subunit.; c) thc Zn++ aloms rcquircd for RNA 
polymerase activity are bound only to the B. subtilis l.\' subunít: and d) monoclonal anübodics 
dirccted ag:iinst lhe E. coli 6' subunit inhibit RNA clongation (34/. 

Thcse two apparcnlly cantradictory hypothcscs on lhe roÍcs ar lhe E. coU RNA polymera.c.c B and B' 
subunits can be rcconcilcd by a.ssuming that thc genes coding far thcse two polypcptides are the 
rcsult of an early tandcm duplicalion evenL This hypothesis cxplains their similar involvcment in 
RNA synthcsis summarized above, and .is supportcd by a) the genetic linkagc of lhe DNA sequcnces 
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coding Cor lhc two largcst subunits of prokaryotic RNA polymcrascs. In thc E. cofi rpoBC operon 
thc gene far lhc 8 subunit is followcd by lhat coding for B' 135/. In archaebacl.Cria lhc A plus C 
genes are also colincar, and homologous to lhc B' subunit. and lhc organization or their operan is 
similar to lhat of E. coll 1361; b) both thc E. coU 8 and 8' subunics havc a DD·domain, a hydrophobic 
suctch of 14 amino acids ccntercd around an Asp.A!p pair, which is highly conserved :unong viral 
and cellular RNA polymcrascs /37, 38/, which apparenlly plays nn csscntial caulylic and/or 
suuctural rote in nuclcic acid palymcrascs /14/; ande) the cxistcnce of a segment fonned by 113 
amino acids, located towards thc C·terminal end or thc E. cofi 8' subunit, homologous to a region 
found toward.s lhc central pan of B (Figure 1). AJignment or thesc two segmcnlS shows that 20 
amino acids in the corrcsponding positions are idcnlical, and 48 amino acids are conscrvative 
rcplaccmcnts. 
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Fig. l. Homologous rcgions of E. coli DNA-depcndent RNA polymcrasc B and 6' 
subunics. JdcnticaJ amino acids are boxed. Conservativc substituúons are martcd wilh 
an astcrisk (•). 

AN ANCIENrRNA-BINDING SITE? 

Polynuclcotidc phosphorylasc (PNPasc) is an cnzymc first discovered in E. coli by Grunbcrg
Manago and Ochoa {39/, and latcr found in many bacteria and plant cclls /40, 41/. PNPase is an 
oligomeric cnzymc formcd by thrce idcntical alpha subunits /42/, which are rcquircd to catalyzc in 
vitro a) thc polymerizalion of ribonuclcosidc diphosphatcs: b) thc phosphorolysis or 
polyribonuclcotidcs in thc prcscncc of phosphatc~ and e) an cxchangc reaction bctwccn free 
onhophosphate and thc tcnnina! phosphate or ribonudeosidcs /40/. 

Kinctic analysis has shown lhat PNPase has a catalytic ccntcr and a RNA binding site /43-45/. Thc 
E. coli pnp gene was cloned by Portier and his collnborators /46/ and scquenccd by Rcgnier et aJ 
/13/, who reportcd the cxistcncc of a 69 amino acid-stretch of thc C-cnd or PNPase, homologous 
with a RNA-binding sitc rep~nted by four strctches located in thc middle and C-tcrminal portions 
ofthc E. coli ribosomaJ protcin SI /47/. 

Wc havc compare.d this N.NA-binding rcgion wilh thc available amino acid sequcnccs of cubactcrial, 
archacbactcriaJ and eulcaryotic RNA polymcrascs. Sequencc alignmcnt was perfonncd using standard 
programs and is dcscribcd in dclail elscwherc /48/. As shown in Figwc 2. at lea.ca part of lhc 
~U1t.o 
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putative RNA·binding sitc previously desaibed for the E. coU PNPasc and lhe Sl ribosomal prott1n 
/13/ can also be obscrvcd in one oí the domains of lhe cubacierial RNA polymcrase B' subunit and lts 
homologues among lhe archacbacterial and eukaryotic cnzymcs. This is particularly true far lhe 
sequence GGREGLVD, in which chargcd amino acid f'C!iducs (R. E, and D) are associated w1tr. 
glycine . 

.... 
RPS1 ... , .... 
PWPHe 

M.th. 
H.h. 
S.•e. 
s.e.11 
s.e.111 
o.•.11 
E.e. 

RPSt 
RPS1 
RPS1 
RPS1 
RPS1 

M.th, 
H.h, 
1.•e. 
s.e.11 
s.e.111 
0 ••• 11 
E.e. 

RPSt 
RPS1 ... , 
RPSI 
PNPHe 

M.th, 
H.h, 
1.me. 
s.e.IJ 
1.e.111 
0 ••• 11 
E.e. 

• • 1. l ~·' • 1 • l y k 
r 1 • l íllk 

~~~~~ n :: 

,B~···• t~R • l r G 

•ttln~lllo • trvl t An 
@Jt~I n VII 
cgthe I• 

Fig. 2. A highly conserved eigh1 amino acid stn:tch formcd by GGREGLVD found in 
lhc RNA-binding domain p<CSent in lhc E. coli polynucloocidc phosphorylase (PNPase). 
lhc ribosomal prol<in SI (RPSI). and in lhc E. coll RNA polymaasc 8" subunit (E.e.) 
and its homologues from Methanobacurillm. th~rmoautotrophicum (M.th:.), 
Halobacterium halobium (H.h.), Sulfolobus acidocaldariu.s (S.ac.), Saccharomyces 
ctrevisiae RNA polymeruc Il (S.c.11). S. cerrn.siat RNA polymerase lll (S.c.111), and 
the Drosophila mdanogaster RNA polymcrase II (D.m.11). Oaly identical amino acids 
in bolh lhc RNA polymcrascs and PNPase and lhc ribo3omal pro<cin SI (RPSI) are 
boxed. Conservativc amino acid rcplaccmcnts are shown in uppcr-casc lcttefs. 
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Thc domains in which thc GGREGL VD sequences are found are among the most coasavcd in thc 
RNA polymerasc, and no panicular function has bcen asa.igned to thcm. ltlC homologiea presc:nit.d 
in Figure 2 suggcst that PNPasc, lhc ribosomal protein SI. and RNA polymensc:s may intrnct in 

· lhc sa.mc way wilh RNA molecules. Since only one copy of thc RNA·binding domain is prcsent in 
RNA polymerascs, it is possiblc that this is cnough to bind ro RNA molccutcs. as occurs with lhe 
yeast poly(A)·binding pmtcin /49/, whilc PNl'ase and SI )Jl'Dlcin may ttquirc multiplc c:cpicl of lhis 
domain /13/. Morrover, the cvolutionary conservalioa of the GGREGLVD in lhe RNA polymenues 
of thc thrcc ccllular lineagcs suggcsts that it was prcscnt in their common anccator. i.c .• the 
progenote. 

nm SUBS'lRA1E AND TEMPlA'IE 
AMBIGUIT!ES OFFOL YMERASES 

Bolh DNA· and RNA·polymcrases are mclallocnzymcs lhAt in addidoo to Zn+<- requin: additional 
metallic cations such a. Mg++, without whicb the biologjcal syntbesiJ of polynuclcotidcs cannot 
take place /50/. lt is a well·cstablished fact that lhe substirution of Mg++ by Mn++ Ü1Q'casCs the 
misincorporation of deo;11yribonucleotides by DNA-depcndent DNA polymcrascs and alt.cn: their 
subslnlle spccificitics /50/. The same elfect tw bccn reponod f0< DNA-depcndent RNA polymemscs 
/SI/. Additional evidencc of the in vilro and in vivo altcration of substratc and template 
specif1Citics of nucleic acid polymerascs is ahown in Table 1. 

I:AllLE..l. Alt.cmate functions of nucleic acid polymcrascs 

Enzyme Normal Activity Altc:rnBJ.e Role Refcrence 

E.coUDNA DNA-depend<1lt inctspotalu N'll'I in /61/ 
polymerasc l DNApolymense nas<:cnt DNA chains 

(wilhMg++¡ 

reverse ttansaiptaSC /62-64/ 
(wilh Mn++) 

E.coURNA DNA-depcndent RNA-dcpclident RNA /51/ 
polymerase RNA polymerase polymcnse (replicase) 

(wilhMn++) 

Coliphage TI DNA-dependcnt RNA-dcp:tlden< RNA /6S/ 
RNA polymcrue polymerase (replicase) 

E.coUDNA DNA-depcndent incorporaJU Nll's /66·68/ 
primase RNA polymerase producing mixcd primer 

HIV·IRT RNA.<fependent RNA-dcp:nóenl RNA 
AMV-RT DNApolymmsc polymcrase (replicase) /14/ 

(wilh Mn++) 

The hypothcsi• that lhe cala!ytic componen! of exlallt cellular RNA polyme:ases was inilially RNA 
depcnden4 Le., wu a replicase, IJ stroogly sUlJIJOJ1'd by lbc obseNatioo lha1 DNA-dependcllt RNA 
polymcrucs can utilizo differcnt classel of RNA IJld synthctic polynl>onucleo<idca as r=plall:S 
/51/. Thus, the evidence thal suggesl lha1 lhe calalytic lite involved in RNA cloogatioa 1J '°"""" 
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in lhe E. coli 6' subunil and iLS homologues. implies thal this polypcptide is direttly involvcd in 
RNA synthcsis rcading RNA molccules or polyribonucleotide tcmplatcs /12/. 

Allhough Mg++ appears 10 be uniVCB8lly n:qui=I íor ali known RNA· and DNA polymcr.¡ses. this is 
not the case for reverse transcriptascs (RTs), i.c., RNA-dcpendcnt DNA polymcrascs 1521 involved 
in the rcplication of viral and non-viral retrotransposons /53/. Sorne RTs, like the avian 
myeloblastosis viras (AMV) RT require Mn++. lt is likely that lhe cationic rcquiremenLS are not 
randomly distributed but reflec1 phylogcnetic relationships among differcnt RTs /54, SS/. 

We have examined lhe role of Mn++ in lhe modification or the substrate specifici1y of RTs; using a 
human immunodeficicncy virus (fllVI) panially purified RT, and AMV RT, which is commcrcialJy 
availsble from Sigma Chcmical Co. (USA). Since it has becn shown that reverse transcription can 
be accuratcly studie.d in vitro using poly (rC)-oligo (dG) as a tcmplatc-primer systcm /56, 51/, this 
systcm "".as employcd in lhc prescnce of Mn++ and labele.d ribonucleoside guanosine triphosphatc as 
a substrad:. Our experimental procedurcs have bcen describcd in furthcr <lclail clsewhere /14/. Our 
rcsu!LS clcarty inclicatc that the substitution ar Mn++ for Mg++ modifies the substrate spccificity of 
these two RTs, lrnnsforming them into replicases, i.e., into RNA-dcpendent RNA polymerases. As 
shown in Table 2, the majar factor iníluencing the AMV RT substrate specificity is thc mctallic 
cat.ion added to the incubation mcdium. 

OptimaJ cond.itions for lhe cnzymatic activity of the AMV-RT-

pH 

MgCl2 

MnCl2 

KCI 

Reverse TranscriplaSe 

8.3 

2to5mM 

40mM 

• With poly(c)-oligo(dG) as templatc-primer as describcd in /14/. 

RNA Replicase 

8.3 

l.OmM 

40mM 

The rcsu1l5 summariz.cd in Table 1 clearly indicntc that nucleic acid polymcrmes are vety scnsitive to 
calion changes, i.e., limitcd modifications of the catalytic and binding sitcs induccd by Mn++ can 
alter the substrate and tcmptatc spccificitics of polymerascs. As noted rccently by Visscher and 
Schwrutz /5/, who have studied thc catalytic role of Mn++ in tcmplate-dirccted oligomerization of 
nucleotide analogues, this mctallic calion reduces base stacldng, and may intcract with the 
substratc. Furthcnnore, in the cxpcrimcnLS we have described Mn++ must be forming non-covalent 
bonds with thc metal-binding sites that cxist iFJ RTs molecules. Thus, thc role of Mn++ in lhc 
systcm we havc describcd may be multifunctional, involving simultaneous interactions with the 
1.emplate, the substratc and thc RTs /14/. 

Thesc obscrvations on thc ambiguous speciíicities oí e:lltant nucleic acid polymerases also have 
cvolutionary implications. As noted clsewhere /14/, the transition lrom RNA cellular gcnomes to 
double--stranded DNA molecules that is usually assumed to havc ukcn place during the early Arthcan, 
could have involve.d the ex.istcncc of a) diffcrent nuclcic acid polymerases (at least, a RT, one DNA
dependenl DNA polymerase anda DNA primase); or b) nucleic acid polymerascs of bread, ambiguous 
template and substrate specificities. Thc results summarized here support thc second altemative, 
i.c., they suggest lhat novel catalytic propenics of nuclcic acid polymerascs rcquircd only minar 
tertiary structural modifications, and that thc spccificity obscrvcd in RNA polymcrascs, DNA-
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dcpcndent DNA po1ymerascs and RTs probably rcsultcd after gene duplication evcnts. Thcrcíore, 
although lhcrc is convincing evidencc oí the monophyletic or:igin of cxtant viral and non-vlral RTs 
/58/, thc hypothcsis that these polymcrases are dim:tly descended from an ancestraJ Archcan RT 
cannot be automatically supponcd, sincc our rcsult.5 suggest lhat primordial reverse transcription 
activity could have becn mcdiated by e:irly protcinic polymera.scs of bread substratc and tcmplate 
spcclficity /14/. 

CONCl.USIONS 

Thcre is a considerable g3p in our understanding of the cvolutionary transition from small catalytic 
pcptides file His-His, and thc enzymcs ancestral to contemporary nucleic acid polymerases. This 
gap may be fillcd in when detailcd modcls of the origin and carly evolution of ribosome-mediated 
protein blosynlhcsis bccome available. Such a problcm is bcyond thc scopc of this articlc (and, 
pcrhaps, beyond our thcoretical nnd e:i:pcrimentaJ abilitics). Howevcr, we havc argucd herc that 
vestigcs of one of thc oldest cnzymcs, i.c,, the ancestral rcpHcase. are found in the eubacterial RNA 
polymerase 8' subunit and its homologues among the archaebacterial nnd eukaryotic DNA-dependent 
RNA polymcrases. 

TilC hypothesis t.hat lhe 13' subunit and its homologues are dircctly involvcd in the RNA elongaLion 
rcaction is also supponcd by the prcsence in these polypcpLides of a highly conscrvcd cight amino 
acid suctch found in a small RNA-binding sequencc prcviously dcscribed for PNP:isc and the S 1 
protcin by Rcgnicr and his collaborators /13/. 

AMB!GUOUS SUBSTRA TE RECOGNITION 

t 
SPECIFIC SUBSTRA TE RECOGNITION 

+ UNREGULA TED CA TAL YSIS 

+ 
REGULA TED CA TAL YSIS 

Fig. 3. Evolution of cnzymatic activity 

The rcsults summarizcd hcre on the substr.ne specificity oí nuclelc polymcrucs support Walcy's 
/S9/ and Icnsen's /60/ models of enzymc evolution, which suggest that primitive cnzymcs wcrc 
u~rcgu.latcd, substratc-ambiguous calalysts. Thus, in thc course or biological cvolution primitive 
b1olog1cal ~talysts havc cvolvcd into highly spccific, rcgulatcd, and in many cases, oligomeric 
cnzymes (Figure 3). 
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