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Resumen

En.-este  trabajo se describe 1la presencia de un motivo muy
conservado, formado por la secuencia GGREGLVD, en la subunidad
'ﬁ' “de”"la RNA polimerasa DNA-dependiente de E. coli y sus
-hom6logas en otros organismos. Dicho motive forma parte de una
seéuencia previamente descrita en la secuencia de 1a PNPasa de E.
coli y en cuatro dominios de 1la protefna ribosomal S1 de
eubacterias (Régnier et ;7.. 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 1as RNA
polimerasas celulares se deba a restricciones funcionales
equivalentes. La comparacién de las secuencias de RNA
polimerasas, PNPasa y la Protefna S1 ribosomal, con la estructura
primaria de la subunidad p de las ATPasas celulares, reveld la
existencia de una secuencia homéloga. Ellc apoya la hipé6tesis de
que el motivo GGREGLVD es parte de un sitio de unién a

ribonucteétidos, ya sea aislados o formandec parte de una cadena.



1.0 INTRODUCCION

1.1 EVOLUCION BIQLOGICA Y ENTIDADES HISTORICAS

E1 hombre siempre ha querido explicarse cudl .es. su origen (de
dénde viene), cémo es que se encuentra en este planeta junto con
todos los organismos que lo acompafian. Estas - son . preguntas .que
en los ultimos 200 afos se han transformado en icémo aparecié 1a
vida? y ipor qué permanecemos?. Gracias. . a nuevas -concepciones
evolutivas, nos hemos dado cuenta de que las entidades biolégicas
se caracterizan por el cambio y la-continuidad; Id'qué—resulta en
una increfble diversidad biolégica. B O :

Estas tres nociones sencillas, cambio, continuidad y.diversidad,
rompen con el pensamiento que a menudo permea otras disciplinas
cientificas, tales como la ffisica y la quimica donde
tradicionalmente se proponen tanto constancia como
discontinuidad. E1 estudio comparativo de lYas entidades
biol6gicas ha permitido el reconocimiento no sélo de la tremenda
diversidad, sino también de 1la similitud que guardan muchos
organismos entre si. E1 reconocimiento de esta similitud permitié
establecer e1 concepto de homologia, y reconocer las entidades
biol6gicas como entidades histéricas, apartir de 1a teoria de la
evolucidn.



1.2fLA VIDA COMO' ENTIDAD HISTORICA

ue son sujeto de la evolucién biolégica.- éCémo podemos
que' un organlsmo tiene caracteristicas histéricas?.

fLDe fué manera 'se-puede observar como ha sido el cambio de las

"ent1dades b101691cas a través del tiempo?. El registro fésil es

,una de Nas® fuentes’ que ha permitido deducir que, efectivamente,
771osbqrgan1smos 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 genealogia de éstas,

cudndo existieron y cémo fueron evolucionando.

Otra de las disciplinas esenciales para determinar las relaciones
evolutivas entre los organismos. es la anatomfa comparada, con la
cual, a partir de individuos actuales, se pueden reconocer
similitudes que sugieren una ascendencia comin entre los
organismos - en cuestién. Lamarck pudo hacer este tipo de
observaciones en la colecci6n de invertebrados que estaba a su
cargo (Moulton y Schifferes, 1947), lo que le permitié darse
cuenta de la continuidad y ascendencia comin que existe entre

todos 10s organismos.

En la actualidad se pretende establecer cudles de las estructuras
o funciones son hom6logas, es decir, tienen un origen comun y

cudles, por 1o contrario son andlogas. Reconocer la homologfia en
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concepto de homologfa es que_pgrmi}e
origen comun, con lo cual_ se ha,bbd ). COT ue

organismos actuales descienden- dé un:-ancestro zcomin
1859; Oparin, 1938; Woese et al.;"iéeo) :

contfnuo.

Una de las mayores aportaciones de Dérwin a la bidlogfa fue el
haber planteado una via para entender cdmo ocurhen tos cambios
organizados en las especies, al proponer a la seleccidén natural
como un mecanismo para la transmutacién de las especies (Huxley,
1983), En términos de la sintesis moderna, ello se traduce como
"la fuerza constructora en la evolucién es la selecci6n natural,
que actia sobre la variacién que es heredada por las leyes de
Mendel y mantenida en 1a escala del tiempo por mutaciones
aleatorias" (Huxley, 1983). No obstante, en la actualidad surgen
escuelas estructuralistas no-darwinistas que pretenden explicar
la evoluci6n sin el componente histérico., estas postula gque los
fenémenos biolégicos evolucionan de una estructura determinada de
dicho fenomeno, para ditucidar el origen de las especies.
(Lambert y Hughes et al., 1988).



Otra aportacién té] vez: mucho més profunda de Darwin para el

a b1o1ogia.~ fue el haber: de . fundado un sistema
76mparat1vo que perm1tlese estudiar cientificamente
a: v1da.kasi ‘como la evolucién biolégica y por
idédes (Gou]d 1986) Es decir, permiti6é establecer

ograma de 1nvest1gac16n, el. cual podemos utilizar para hacer

estud1os evo]ut1vos de-las diferentes jerarqufas de las entidades
'fh1st6r1cas ‘de la vvda. Asi, extrapolando sus efectos a peguefa
—escg]a;'!os fendmenos pueden ser observados e investigados para
'intéhtar inferir surhistoria. Una de tas jerarquias en donde se
puedé aplicar este programa es a nivel molecular (Zuckerkandl y
Pauling,. 1962,.1965). Con la Biologfa Molecular se ha podido
establecer una fuente de datos apropiadea para hacer comparaciones
e intentar establecer homologfas, lo cual permite deducir o
reconstruir la historia evolutiva de las entidades bioldgicas
(Gould 1986).

1.3 LAS MOLECULAS COMO REGISTRO HISTORICO

En el estudio de la evolucién biolégica y molecular se sigue una
metodologfa similar & la que aplican los historiadores. En ambos
casos, a partir de ura serie de fend6menos y hechos se realiza una
reconstruccidn histérica. Cuando un cronista investiga: un hecho
histérico, 1lo primero que hace es plantearse preguntas al
respecto: después, para responder a estas interrogantes, indaga
sobre todo lo que rodea al hecho, consultandb las fuentes del

mismo , es decir, los diferentes registros o legados, generados

-4-




por el acontecimfentd: a-fin'de documentar las:

rcunstancias:del "

hecho. Lb 1mportante es qﬁé

En-sentido estricto;

tiempo; -en un'msentido “mas -axo; evo]uc16n -ha ten1do

convergencias, tanto en 5us ramas como en a1gunas estructuras de'
Jos organismes. E1 primer caso se eJempl1f!ca en las ocasiones en
que ocurre simbiosis: el segundo con estructurés andlogas como
las alas de insectos, aves -y mamfiferos. La divergencia.crea:a.las
novedades evolutivas ya sea a través del cambio de una especie a
otra {(transmutacién) o por medio de la simbiosis., pues existen
casos donde distintas ramas del &rbol de la vida se juntan en una
sola., como ocurrié con el surgimiento de los eucariontes. £n
biologia existen diversas jerarquias o niveles de organizacién,
que van desde los &cidos nucleicos hasta un ecosistema (Gould y
Eldredge, 1977; Mayr, 1982). Cada nivel tiene diferentes
caracterfisticas, y cada una de ellas tiene un valor diferente al
usarse para el estudio de la historia evolutiva de las entidades
biol6égicas. Estos principios son aplicables al material de la
herencia como son 1los 4dcidos nucleicos (DNA, RNA), y a los

productos codificados por ellos como las protefnas.

E1 1inicio de 1Ja biologfa molecular se dinauguré con tres

acontecimientos importantes en la década de los 50's. El primero
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de ellos’ fue’ labdéducciOn‘por parte de L. Pauling de que las

protefnas  contienen ali’menos dos tipos de estructuras, las

hélices a y las. hojas plegadas B (Von Heijne, 1987). Poco después
{ : é;insh]ina (Sanger y Tuppy 1951) y por Gltimo,

eikla estructura del ODNA por Watson y Crick

Ei;cohbcimiento de la organizacién de las macromoléculas mostré

“"¢laramente que ni las proteinas ni los 4cidos nucleicos presentan

"una secuencia generada al azar, sino que tienen una estructura
prfmaria determinada. Esto permitié concebir a las macromoléculas
como estructuras organizadas que han sido modificadas durante la
evolucion biolégica. Las distintas biomoléculas fueron
reconocidas como estructuras capaces de almacenar la historia
evolutiva de las entidades bioldgicas (Zuckerkandl y Pauling,
1962: 1965). Por la misma época, Crick (1958) propuso que algin
dfa se podrfa 1legar & hacer taxonomia de las biomoléculas

basédndose en patrones estructurales organizados.

Para los biélogos las macromoléculas biolégicas (dcidos nucléicos
-y proteinas) son fuentes documentales, andlogas a los que usan
Tos historiadores. En ellas queda marcada al menos parte de la
historia del organismo. Cada documento molecular -'guarda o
perpetia partes diferentes de 1la historia evolutiva de las
entidades biol6gicas. Es decir, extrae de distintas moléculas
mayor o menor informacién histérica sobre un evento evolutivo en

particular. Sin embargo, hay preguntas que no pueden ser



contestadas por. ciertas moléculas, pues

caracteristicas que les permitan dar 1&; éébre Taszmismas

pueden 1as  macromaléculas ser  utilizadas.
histéricas? Zuckerkandl y Pauling (1962

clasificaron cada grupo de moléculas a partir de
marcador evolutivo, que gquedaron diyididoé

asemsnticas, episemdnticas y semsnticas.

el organismo. por 1o gue no expresan ni directa directamente

Ja informacidn que los seres vivos contienen. Son moléculas como
las vitaminas, Jos fosfatos, el oxfgeno, CO, ., Fe', los cationes
y los aniones elementales, etc., que utiliza el organismo para

1levar a cabo sus funciones metab6licas.

Las moléculas episeminticas se sintetizan bajo el control de
semdnticas terciarias. Todas 1las 'moléculas construidas por
enzimas en la ausencia de un molde, se encuentran en esta clase.
Se “les denomina episeminticas porgue alGn cuando no poseen 1la
informacién contenida en las sem&nticas, sf son productos de
éstas ultimas. Este grupo incluye, por ejemplo, a 1los

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

Dentro de las moléculas semdntidas quedan comprendidos el ODNA
(semdntidas primarias), RNA (semdntidas secundarias) y las

protefnas {seméntidas terciarias).
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La c1asificaciéh aﬁtefior muestra el valor evolutivo que ofrece
cada,categdria;vLas:semanqidas guardan’y mantienen el significado
informativo deT'mensaje genético; pof ende, ' son 1a§ que mejor
representan 1as,relécipnes evolutivas entre las biomoléculas. Las
semantidas ”primarias y 'sgcyndarias* corresponden .al material
genético . per se.-;mféhtriév gye:~]aSj terciarias comprenden al

efector .que-'se " codifica 2 partir de1as ‘dos ‘anteriores.

En Tas seméntitasvteré1ar1qs existen Qiferentés niveles & los que
se les puede'extraér infdrmacion evolutiva. Las protefnas tienen
cuatro niveles estructura1és: a) la estructura primaria. (que ‘es
1a secuencia 1{nea1 de'ahinoécidos),'b) la secundaria (gque son
las unidades formadas a partir de 1a interacciones de aminodcidos
cercanos como las alfa hélices y las hojas B plegadas): c) la
terciaria (es decir, las que resultan de las  interacciones
tejanas de 1los aminodcidos., 1o que forma 1la estructura
tridimensional de las protefnas) y d) la cuaternaria (que se
refiere a la interacién de varias moléculas organizadas en una

sola estructura).

Por otro tlado, en las semdntidas’ secundarias (RNA) también
existen cuatro niveles de estructuras: la primaria, que es la
secuencia de nucledtidos;: la secundaria, que resulta del
plegamiento de la molécula por l1a complementariedad entre sus
distintas bases;: la terciaria, que es la estructura
tridimensional que adquiere 1a molécula de R&A al plegarse en el

espcaio y. finalmente, 1a cuaternaria, formada por complejos de

.8.



'como documentos h1st6 S papel . de
transmisoras dela 1nform
distribucicn bioiogica Las.: semantIdas son las.-que -mejor cump]en

: estbs requisitos. ‘lo “que les permlte servir como base para
reconstruir la historia eVd1ut1va de un grupo de organismos o

taxa. Las semadntidas terciarias presentan diversos niveles de

tiempa,. asf como su

complejidad, cada uno de los cuales proporcionan mayor O menor
informaci6n evolutiva. Por ejemplo, las proteinas estructurales
presentan repeticiones internas de un mismo médulo, a diferencia
de las protefnas globulares que presentan una mayor diversidad de
médulos (Zuckerkandl y Pauling 1962, 1965). En este caso el
nimero de repeticiones o de no repeticiones afecta directamente
la cantidad de informaci6én dsiponible, que serd obtenida a partir
de la secuencia de los motivos y de las veces que la repeticioén
haya ocurrido.

La seleccidén y la deriva génica hacen que los polfmeros sufran
constantes sustituciones de sus monémeros, por lo que 1la
secuencia original se modifica. Surgen asi variaciones entre las
que se pueden comparar sus similitudes y/o diferencias.

Las episeméntidas tienen un valor diferente en la reconstruccién
de la historia evolutiva. La informacién que se les puede extraer

depende de su contexto biolégico., por lo que las episemdntidas

-9-



perm!ten completar partes de’un arb01 genea]ég1co. pero no pueden'

ser la base a part1r de la cual se deduzc f1109en1a Su.

ut111dad queda. demostrada .en é15 - v bactgr1as
'fotosintéticas. donde wusando --los carotenowdes ’vhj, bédido
refinar una rama del 4&rbol (In:kZuckerkand]iy:Pad]ing:'1965L
Este tipo de estudios reguieren de‘uﬁa confirmaci6n independiente
como .podria ser el uso de una semdntida tal como el rRNA o los

citocromos (Zuckerkandl y Pauling, 1965).

Algunas de las moléculas’ episemdntidas pueden ser wuniversales,
como el ATP, aunque también ocurre 1o contrario como substancias
que se encuentran sélo en un organismo. Tienen distintos grados
de complejidad, y en algunos organismos dicha complejidad puede
ser una fuente de informacién, pues para producir una molécula

episemdntida intervienen varias enzimas.

Por Ultimo, las asemdntidas son moléculas que no nos dicen mucho
acefca de la historia evolutiva, pues précticamente no guardan
infdrmacién biclégica, no presentan variacién y tienen poca
complejidad.

Del anadlisis anterior se desprende que las moléculas pierden
relevancia evolutiva, es decir, que ésta decrece, confarme se al

siguiente esquema:

semintidas ----- > episemdntidas ----- > asemdntidas.

-10-



Las. protefnas y los genes que las codifican, sirven: como
herramientas para la reconstruccién fi]ogénétipa ¥, en".algunos :

casos al completar la informacién con.eTkiégisthé‘fGSi ‘para

fechar 1los eventos de divergencia .de 10s jgfhboﬁ :biolégié@s :
(Zuckerkand] y Pauling 1962, 1965). A continuacién s meran
algunas caracteristicas que puéden deducifseﬁfq _bafqir de:

comparacién de las secuencias de monOmeros.ilAlﬁ‘ ealiz ;

comparaciones se buscan sitios conservados. que muestrer

significativa entre dos o més'ib01ipé5tid6§r

establecer:

cdlculo del momento aproximado en el'que'ocufiiﬁf]p;qjvgrgggciéié E
partir del ultimo ancestro mo]ecu]ér coﬁﬁh: 'S)F'Ia:fpﬁﬁbab1e
secuencia del ancestro; 4) las lfneas de descendencia que
surgieron por el cambic de monémeros: §) la identificacién de los
sitios funcionales y/o estructurales importantes: 6) los médulos

y motivos comunes a protefnas con funcién 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
7 diferente como marcador evolutivo, por dos razones., En . la
primera existen diferencias que se presentan entre las proteinas
debido a su historia evolutiva, en cuanto a su funci6n y al
momento en que surgen; es decir, hay protefnas mis antiguas que
otras y ello puede limitar o no su uso en la reconstruccién

filogenética. La segunda razén estd inplicita en la hipé6tesis

_11.




-del reloa mo1ecu1ar planteada por Zuckerkandl y Paullng (1962)

¥ que 1]eva al: stablec1m1ento de una re\acién entre el tiempo y

‘Esto de

la  tasa

supone

que

mbargo. a1 ponerse a prueba esta hip6tesis, se ha

en cierto casos e1 re]oa se acelera y en otros se

de camb1o por To que ‘en+1a ractualidad,

" (Helnick, 1990 Behe 1990)

Lafhipotésis del reloj molecular que observa las diferentes tasas
,devksustitucibn que presentan las protefnas en sus mondémeros,
ayUda a valorar qué tan importante es una protefna para una
pregunta evolutiva especifica, es decir, existen protefnas que
. _son. mas adecuadas que otras para establecer una divergencia, pues
hay moléculas que tienden a cambiar rdapidamente impidiendo
relacionar a dos protefinas, como ocurre con los fibrinopéptidos.
En el caso contrario, cuando una protefna es muy lenta en 3u tasa
de cambio, no podria registrar las diferencias entre dos
proteinas de organismos muy cercanos filogenéticamete, come

ocurre con las histonas.

Finalmente, diremos que las técnicas de evoiuci6n molecular
.presentan dos ventajas; 1) permite comparar filogenéticamente a
organismos pertenecientes a taxa muy lejanos, como aves, hongos y

eubacterias (1o cual serfa imposible con la morfologia): y 2)

_12.



permite hacer un andlisis ms objetivo, .que’la anatomia, comparada

o el registro fésil, ::he'bi,do"‘.a_i;'i‘iléfj Tos estudios:'son de cardcter

cuantitativo, “siempre y *cuand

suficientemente iarlgo para ,3,],3;"9}‘;3"',‘, ~la -estadfstica

correspondiente. pues de - 1o “contrario, ‘el anslisis - para

polipépiidos mas ckor‘toys—' 'requiere ‘elementos = diferentes al

estédistico por. 1o cual’se aplicaﬁnycriterios subjetivos.

1;’4 ¢LAS PROTEINAS HACEN HONOR' A "SU ASCENDENCIA?
“En’los organismos actuales 'cada'gen de cada protefna tiene un
;rétkrospe_ctiva pérticu]ar. es decir, cada biomolecual tiene ura
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 nucleétidos y en la de aminodcidos 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 7Jas variaciones
aleatorias en la secuencia del gen. Dichos cambios quedarfan
contenidos dentro de la biomolécula, de esta manera se lograrfa
- deducir la historia de la molécula, que a su -vez reflejaria

incierta mediada la de los organismos.

La riqueza que tiene cada biomolécula como marcador de 1la
historia evolutiva de los sistemas biolégicos, dependerd de su
retrospectiva y de su capacidad de mantener o perder sus rasgos y

caracteristicas ancestrales (hasta el Jlimite de transmutarse)

.13.
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esto Gltimo. debido a 1a tasa de cambio, .lenta o acelerada, que

tiene una’ secuencia

‘'se e]igé{ de alguna
cambio se ajuste a

’é{%ﬁé adecuada. En

organismos que se pretenda estudia - Se: tunstruye asf una crénica

aproximada de Ta evo]uc1é Vmol 'A101691ca. pero también se

puede correr e] riesgo  de termlnar relatando més bien una

aventura de ciencia ficcién.

E1 alcance que tiene una molécula para mostrar los eventes del
pasado tiene Timites. Cada molécuta 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 distribucién generalizada dentro de los taxa en
cuestidén. Existen moléculas que pueden perder radpidamente las
huellas del origen comin en la secuencia primaria, pero no
necesariamente en otro niveles estructurales. Por otra parte,
existen sistemas bioldgicos que se prestan con mayor ‘facilidad
para tener un relgj molecular acelerado, como los virus de RNA,
en los cuales la RNA polimerasa RNA dependiente no tiene

capacidad correctora, por 1o que acumula mds mutaciones.
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Por ejemplo, al comparar:las diferehtes'setuenéias de-citocromo

b, se puede relacionar a dréénismos 1logenét1camente muy 1ejanos
duc1r ATP deb\do a

que se trata de una proteina:.de grandes d1men51ones con una ‘tasa

que utilizan.la cadena respwrator1a par'

de cambio relativamente lenta. omamos a una gen

que tiene una tasa de sustituc16n, méé "rap1da.; como Tos
fibrinopéptidus, serd dificil encontrar 1a s1m111tud y por ende
1a ascendencia comin en organ1smos cercanos (Dool1tt1e 1988).

1.5 PROPIEDADES EMERGENTES DE LAS PROTEINAS

De manera similar a lo que ocurre en todos los niveles de
organizacidén biolégicos, donde las propiedades de un nivel no se
definen por 1a suma de sus componentes sino por la emergencia de
éstos, las protefnas poseen caracteristicas propias que no se
determinan unicamente por la suma de sus monémeros, siendo sus

propiedades quimicas mucho mds amplias.

Si se pudieran definir las propiedades de las proteinas tomando
en cuenta unicamente sus aminodcidos, entonces, tanto la
estructura ‘terciaria como las funciones de una proteina se
podrian deducir fécilmente a partir de la estructura primaria lo
cual sigue siendo imposible. Las propiedades de un aminodcido
cualquiera son de un tipo. No obstante, al hallarse en una
secuencia, dichas propiedades pueden ser modificadas por el
ambiente (Williams, 1985). La importancia del encadenamiento de

los aminodcidos en una secuencia radica en la combinacién de los
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mismos, 1otcua1 genera alternativas en las propiedades quimicas.
Como .consecuencia ‘se conforma una quimica diferente de la que se
cohiehzan'}a ~dilucidar las reglas que determinan ta funcién
biQibgica de estas mo1écy1as. Ademds, existen otros elementos que
cohtribuyéh ala quimica de ias biomoléculas como las porfirinas,
k1b§,metéléé. las coenzimas. etc. En la biosintesis y plegamiento
1nﬁérvienen otras moléculas, como las chaperoninas, que son
Vbdetermknantes para que las protefnas adquieran su conformacién
funcional.

Una de las principales propiedades de las proteinas es 1la
capacidad que tienen sus secuencias de aminodcidos para plegarse,
adoptando diferentes formas que se traducen en estructuras
complejas. capaces de llevar a cabo diversas funciones. Ademds.
ssalvo en casos excepcionales, existe un hueco en el conocimiento
entre la relacién que guardan la estructura y la funcién de una
protefna (Williams, 1985).

La evolucidn de las distintas funciones de wuna protefna. y su
especializacién se reflejan en ta estructura, en la cual quedan
marcados los eventos del cambio, aunque éstos no indican c6mo es

que se 1leva a cabo la evolucién de la funciédn.
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;1.6 LA ESTRUCTURA Y ORGANIZACION DE LAS PROTE[NAS

.81 .'se conocen algunos de los niveles estructurales de 1las

»brd;ﬁfﬁas »se..puede intentar establecer la relacién que. éstos

_’guardan;entre sf, para describir cémo se encuentra organizada una
‘Eproté1na. 'Si hiciéramos una separaciéh arbitraria entre cada

T jé],'estructura] de -1as. protefnas., donde los niveles fueran

‘jndgpendientesrunos de otros, tendrfamos que aceptar que cada
ﬁi;él repreéenta una Jjerarquia con sus caracteristicas propias.
¢Cémo serfan afectadas a ‘través del tiempo sus propiedades?. La
respuesta a esta interrogante se ha estudiando de manera empirica
desde los inicios de la biologfa molecular, y s56lo 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 (Zuckerkandl 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 aminodcidos pueden observar algunas
relaciones realizando un andlisis cuantitativo que determine el
grado de similitud. Si a través de este andlisis se demuestra la
existencia de una genuina relacién, se dice que las secuencias
son homélogas. es decir, que comparten una ascendencia comin. Las

posibilidades son las siguientes:
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bien, que no exvsta n1guna relacxén aparente con protefnas de
funcidén similar. En este "ultimo caso es posible que la protefna

haya cambiado sélo en su  estructura primaria,

conservado su
estructura terciaria (Ver tablas

1.6.1 y 1.6.2). Asimismo se

Tabla 1.6.1 Similftudes obtenidas al comparar la estructura primaria de los residuos
de amincacidos de dos proteinas A y

A es similar a B y ambas poseen la misma funcion
A es similar a B y tienen distinta funcidn

A no es similar a B y tienen 1a misma funcion

A no es similar a B y tienen diferente funcién

Un segmento de A es similar a un segmento de B y tienen funcidén equivalente
Un segmento de A es similara a un segmento de B y tienen funcidn
_mb ;
L diferente
)i & £l segmento A estd repetido dentro de la proteina y tiene funcidn similar
CHid,

Un segmento de A estd repetido y tiene distinta funcién
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ara 1a ~secuencia
'comp1éta de B puede ocurrlr que éstas guarden similitud con una

"parte de B A partir de este t1po de’ ‘hallazgos se ha descubierto

"que 1as P tein sse construyen a base ‘de ‘m6dulos, denominados .

‘dominxos. eleméntos que se combinan para dar origen a proteinas"

de d1ferente func16n fsto explica que distintas 'protefnas
cpmpartanfdominios posiblemente con funciones similares.

foh caso ahalogo es aquel en el cual las proteinas pueden aumentar
de tamaho deb1do a2 la duplicacién de un dominio dentro del mismo
gen; En la Tabla 1.6.1 se resumen los tres casos anteriores y sus

diferentes variantes al comparar algunas estructuras primanias.

En el caso I las secuencias no han cambiado lo suficiente, por lg
que es posible reconocer su ascendencia comun y por 1o tanto,
concluirse que son secuencias homélogas. Ejemplo de la son las
diferentes cadenas de globinas {(mioglobinas y hemoglobinas) en
1as que encontramos ligeras variaciones, aan cuando se conserva
la funcitén (Zuckerkandl y Pauling, 1962: “Stryer, 1988)}). En

cambio, la variante 1b estd representada por el caso de 1la
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Tabla 1.6.2 Ejemplos de los diferentes casos de la Tabla 1.6,1, donde se ha encontrado
simititud entre diferentes protefnas.

v CASDE o . EJEMPLO <. . REFERENCIA
la Mioglobina con Hemoglobina Rossmann
y Argos (1981);
FUNCION fUnen 0, a un grupo prostético (Grupo Hemo) Lehninger (1975)
Lisozima con a-lactoalbumin. Lehninger (1975)
Rompe el enlace glucostidico i de los aziucares NAM y NAG.
Cambia 12 especifictdad de }a galactos!l tranferasa para
formar lactosa en vez de unir galactosa con Ja NAG.
Ib Tripstna con Quimotripsina. Stryer (1988)
o Hidroli2a el enlace peptidico en Arg o Lys.
FUNCION }Insulina con Factor de crecimiento nervioso. Lehningar (1975)
S+ une a4 un receptor de la membrana Qque promueve la
internalizacion de la glucosa,
Haptoglobina con Serina proteasa. Lehninger (1975)
Se upe & un receptor de membrana que influye en el crecimiento
de 1y peuritas, promotoras de las conecciones neurales.
ITa Lisozima de Pollo con Lisozima de fago T4 Rossmann
Rompe »1 enlace dlucostdico Pde tos azicares NAM y NAG . y Argos (1982):
FUNCION Stryer (1988)
1ib Ribonucleasa de bovino con Lisozima de polle Rassmann
Htdraliza KNA en el extremo 5 siempre que haya una pirimidina y Argos (19813;
FUNCION {en e extrems 2°. Lehninger (1975)
111a Protetna C con Factor XI1 con tPa Baron et al..
Comparten los  modulos  tipo  EGF  (G),  “Kringle® (K). 1991):
fibrenectina (F1) y mddulo tipo proteasa no catalitico (P), Patthy (1985}).
FUNCION Intervienen en la coagulacién y la fibrolisis; G actia como
factor de crecimiento y 3lfga Ca™. F1 actua en la interaccién
protetna-protetna. P determina la especificidad de 1tas
proteinas K médulo que se Yigan a los modules de tipo
proteasa.
b Superoxfdasa dismutasa (bovina) comparte un doeminio con una Rossmann
inmuncglobulina (1g6) y Arges (1982).
1lIc Ovomucoide, miosina. ferrodoxina.tiene médulos repetidos L1 y Graur
internamente que inhibe 1a tripsina, tiene actividad de ATPasa {1991)
FUNCION |y se 1iga a la actina en el misculo, Participa en el Lehninger (1975)
transporte de electrones en la fotosintesis.
N-aoetil N-acetitmiramioo (NAM), (NAG).
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f'UﬁEeJemplﬁ del" tipo 1Ib serfan las secuencias de ribonucleasa de
j"be1no‘ y-la lisozima de pollo, que no presenta una similitud
Vies;adisticamente significativa (Doolittle, 1988). E1 caso III es
el mds importante para los fines de este trabajo. pues en los
altimos amos se ha descubierto que algunas proteinas poseen
segmentos homélogos entre ellas, lo cual ha llevado a proponer
-que las proteinas estdn construfdas a base de médulos funcionales
y estructurales que se pueden intercambiar para dar origen a
proteinas con distintas funciones (Gilbert, 1987: Phillips et
al.. 1983).

Las protefnas se organizan y se pliegan con base en sus
estructuras secundarias y supersecundarias. Al parecer estos dos
niveles estructurales pueden formar otros niveles de organizacioén
que pueden mantenerse a o largo de la evoluci6n de una protefna.

Se ha obervado que algunas de estas estructuras bdsicas se
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pfesentan‘ eﬁ diferentes prdteiﬁas. Por ~ejemplo, en .las
" hidrogenasas. el sitio de unién' a3l NAD de las piruvato cinasa y
probablemente’ en 1a = aldolasa comparten el dominio Pap,
- (estructura supersecundaria) tlamada el pliege de Rossmann. Se ha
“'discutido la posibilidad de que las estructuras comunes a.varias

proteinas provengan de una estructura ancestral o bien, que sean

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

Al estudiar l1a estructura de las protefnas puede pensarse que la
misma - determina -su  evolucién, olvidéndose de que uno de 1los
factores centrales de la -evolucién de las protefnas .es la
funcidn. 7

Aparentemente existen s61o unas cuantas estructuras bdsicas con
tas que se han podido armar 1las proteinas para funciones
especificas. que son heredadas y se reutilizan en diferentes
proteinas. Por ello es posible que las protefnas posgan unos
cuantos bloques bdsicos (Sméduios o dominios estructurales o
funcionales) que son 1los componentes que posibilitan 1a
construccidén de diferentes enzimas con actividades y propiedades
distintas (Rossman y Argos 1981: Phillips et. al., 1983). Lo
anterior dificulta diferenciar si estos niveles estructurales son
convergentes o divergentes, sobre todo en aquella enm que las
estructuras primarias no muestran una similitud discernible, y la
funcién es diferente (ver Phillips et al., 1983; Thornton y
Gardner, 1989). Ejemplos de estructuras cbmpartidas son las

superestructuras secundarias de barril a\p y pBap, que se
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dlst1ntas

encuentran . en

(Rpssmann.
Phillips et'a =

proteéfnas:

'estructural es e1 que t1ene mayor conservac16n. es dec1r. 'que
: sufre cambios” con mayor--lentitud, mientras que la estructura
7pr1marJa twene»camb1os mds .rapidos en el tiempo. Ello-significa
que']ds'eétruétdras'dé'1as proteinas perdieron evidencia de su
homologfa a ﬁive]_de la secuencia de aminocdcidos 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 Tab]é 1.6.2 ), que s6éio comparten las partes de los dos
sitios catalfticos, y el sitio de unién al sustrato. Otro caso es
el -de las enzimas malato deshidrogenasa (MDH) y lactato
deshidrogenasa (LDH), que tienen una estructura terciaria
similar, catalizan reacciones parecidas (reducen al oxaloacetato
y al piruvato, respectivamente) y funcionan con sustrato
diferentes. Por 1o tanto. desde un punto de vista bioldgico,
comparten algunas similitudes estructurales pero no funcionales,
(Rossmann y Argos, 1981). Un experimento que logré revelar la
cercanfa de la especificidad funcional y estructural que guardan
estas dos enzimas, que a3l determinarse mediante la mutagenesis
dirigida, que con sélo hacer una sustituci6n de un residuo en la
LDH, de GIn 102 por Arg, se logr6 cambiar ta especificidad por
el sustrato (Wilks et al., 1988). Esta mutécién transformé la
actividad de LDH a MDH, sintetizando malato en vez de lactato,
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teniendo u ot : cataliti a. 4.2 lp“Ktﬁt(Km ﬁéaﬁgd

Jemplo clés1co es el de Ias g1ob1nas

':donde se comparté 1a forma estructura] general con'. pequedas
gvar1aciones entre las hemoglob1nas o y B (Rossmann y . Argos, 1981;

Ph1111ps et al‘. 1983).

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

Cuando Sanger y Tuppy (1951) secuenciaron la insulina se demostré
que las protefnas contien una secuencia unica de aminodcidos, lo
que abrié la posibilidad de suponer que las proteinas estédn
organizadas en diferentes niveles estructurales. A partir de
este descubrimiento la sucesidon en que se dié el hallazgo de la

conformaci6n de los otros niveles estructurales fue rdpido.

EY primer paso fue dado por Pauling y Corey (1951), quienes

lograron resolver las estructuras a hélice y B l1dmina, usando la
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difraccion de rayos X (Pauling et al.'. '1951 yv Lehnihger. 1975)
Sin embargo, desde 1948 Pauling ya habia d11uc1dado con pape1 y

X ‘existentes de 1la a—queratma (Lehmnger.

1987).

Mds . tarde, se obtuvo, con mucha mayorkmt e
tridimensiohal de 1la mlog'lobma (Kendre

resul t6 . estar constituida

descrubrimiento seguramente h1zo muy feliz
1980).

Sin embérgo, una vez que .se conoci':G ,k'la;estrUCtu_,ra‘trfdimensiona]
de dicha protefna, se descubri6 que ho tenia 1Ia esbtructura
regular que algunos esperaban, y que no habfa simetria. Fue
hasta 1959 cuando se propusieron los términos de estructura
"primaria®, "secundaria® y “terciaria” (Lindertrom-tLang y
Sheliman, 1959). Por otro parte, el pensamiento evolutive ha
permitido establecer que parte de las causas en el ordenamiento
de una secuencia esta correlacionada con la historia evolutiva
de la protefina; es decir, que el ordenamiento se debe a causas de
origen biol6gico (Crick, 1958).

Al aplicarse 1la perspectiva evolutiva a la comparacién de
secuencias de aminodcidos, se pudo establecer, cuando sélo se
contaba con secuencias de hemogleobina de diferentes especies, que

algunas protefnas tienen una tasa constante de sustituci6n de
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am1noac1dos en e1 t1empo (Pau11ng y: Zuckerkandl 1962). Por otra

'1m111tud en 1a ‘secuencia de protefnas

6109 fue. .factit 'reallzarf una. reconstrucién del camino
‘sequido por un polipéptida a:1o largo de la evolucién.
La”~pr§§unté - :Qseédencia de aminodcidos planteada
“anteriormente  puede < ser. ‘extendida a los otros niveles

,es:ruétura1esf:";dyé; freQ]as’ sigue el ordenamiento de los
diferentes niveles estructurales?. Una de las estrategias que ha
permitido ir encontrando respuesta ha sido el estudio de 1la
diversidad de secuencias y estructuras que presentan las
proteinas. Esto se ha podido lograr gracias al desarrollo
simultdneo de Ja informdtica, y a la rapidez con que ahora se
dispone de secuencias de genes. Se han podido dar asf pasos mas
s61idos para discriminar las diferentes estructuras que presentan
las protefnas (que se pueden definir en médulos o dominios
estructurales y funcionales dentro de los cuales se localizan los
sitios 'funcionales). Toda esta redundancia de informacién ha
enriquecido y permitido que se reconstruyan al menos en parte
los eventos del pasado evolutivo de las proteinas (Doolittle,
1988 y 1989).

El desarrollo de 1ia computacién ha permitido almacenar gran
cantidad de 1las secuencias que se producen en l1a actualidad.
Dicha informacif6n estd concentrada y ordenada en bancos de datos
de diferentes tipos. Por ejemplo, existen Dbancos de genes, de
proteinas y de la estructura terciaria de las proteinas. Por
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prec1sandose “si

fam111as estructurales.

la

m1noéc1dos t1enen un porcentaJe

: se puede establecer.: en— s

1gn1f1cat1vo para ser cons1deradas homélogas 0 no,
Ias prote1nas estan en alguna de las distintas

Dichas - familias estdn. formadas por un

namers Timitado de dominios que se organizan en distintos juegos

(Rossmann y Argos, 1981).

Tabla 1.7.1 Sitios funcionales (Tamado de Doolittle, 1988).

Sitio activo de la proteasa serina

C/H(XIn C/H(X)n C/H(X)n C/H

RGD
CXXCH

GXGXXG

THSA Subtilisina-tipo de proteasa de serina
GXCH/Y Proteasa sulfhidrica
uoTG Proteasa Acida
DFG(X)NAPE Hidroxiquinasa
TCP(X)nNLGT Guanidinin-quinasa
CTTNC Fosfogliceraldehido deshidrogenasa
UAYEP Triosa fosfato fsomerasa
TASHD Fosfoglucomutasa
CCXXHD Fosfolipasa A
SXXK Lactamasa
NXS/T S1tios que se unen Asn con carbohidratos

Dedo de 2inc

Adhesion  celular

Citocromo C tioédster

Motivo de Rossmann, sitios que unen
nucledtidos

=~ residuo no polar : “X° = cualquier residuo
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'habr1a que estud1a

En camb1o, a1

regularmente asoc1ados ar una determ nada act1v1dad {Thornton y
Gardner, 1989).

‘Gracias a las comparaciones realizadas se ha encontrado gque las
proteinas estdn constituides en mosaicos de dominios y sitios
_funcionales conservados. lo cual permite suponer que muchas
protefnas tienen una ascendencia de origen mezclado o compartido
(véase la Tabla 1.6.2). De hecho, se ha sugerido que el numero de
dominios funcionales con los que se construyen las protefnas es
limitado (Gilbert 1987). Con base en lo anterior, pueden hacerse
comparaciones sobre 1a composicién o proporci6n de 1os dominios y
sitios funcionales dentro de las proteinas, abriéndose asi la
busibi]idad de que su clasificacién refleje una ascendencia

comun .

El centro activo de una proteina se puede encontrar en 1la
interfase de los dominios (Rossmann y Argos, 1981). Empero, hay
dominios funcionales que sélo se encuentran en una s6la parte del

polipéptido (Li y Graur, 1991). Dentro del dominio la funcién se

.28.



encuentra asoc1ada a pequefas secuencias especificas denominadas
motive. o s1t1o funcional.

En 'Iosvrdominios se pueden encontrar secuencias mds pequefas
que forman uno o varios bloques muy conservados. Estas secuencias
suelen tener 30 aminodcidos o menos. Debido a que son segmentos
muy pequefios (con respecto al dominio), podrfan mostrar un sitio
funcional, el cual se puede compartir entre diferentes protefnas
que muestran actividades similares. Un buen ejemplo 1lo
constituyen Jos sitios funcionales descritos por Doolittle (1988)
(Tabla 1.7.1)

1.8 SITIOS QUE SE UNEN A NUCLEOTIDOS Y/O POLINUCLEOTIDOS

Varias de 1las protefnas que intervienen en los procesos
metab6licos usan nuclteétidos como sustrato o cofactores para
1ievar acabo su funci6n. Por 1o tanto, presentan dominios o
sitios a donde se 1ligan sustratos {nucledtidos), coenzimas
(aceptores o donadores de H'), como reguladores (AMPc) o moldes
(polinucledtidos).

Las protefnas que requieren unidén a nucleftidos estdn presentes
en Yos sistemas que transfieren energia y que regulan la
replicacién de Tos d4cidos nucleicos. Tal es el caso de las
polimerasas, las tRNA-sintetasas, la protefinas ribosomales, de la
cdpside viral y de 1a ribonucleoproteinas (RNP-CS).
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Las. proteinas que actuan con po]1rr1bonucleét1dos pueden tener un
origen diferente al: de las que lo hacen con r1bonuc1e6t1dos como
serfan algunos dominies que estan presentes en 'Ias ‘proteinas
ribosomales como S1 y PNPasa (Ver los .capitplos

correspondientes).

o

Figura:1.8,1, E1 ATP y algunos aminodcidos se unen mediante enlaces negativos
‘con: el oxfgeno del fosfato: por medio de los oxfgenos de 10s extremos
hidroxilo 2' y 3' de la furosa, y com cargas positivas a través de los

hidrégenos del grupo amino del aniilo de purina.

Ltas fuerzas que intervienen en la uni6n polipéptido-nucleétido
son atracciones electrostdticas (puentes de metales), fuerzas
dipolares (puentes de hidr6geno) y fuerzas entr6ficas (efecto
hidrofébico).

Algunas de las protefnas que se unen a d4cidos nucleicos son
aquellas que requieren de cofactores como las ATPasas, protefnas
G. factores de -elongacién, quinasas, deshidrogenasas, etc.
Existen ovras que se wunen a polirribonucledtidos como las
polimerasas, ribonucleoproteinas, 1las endonucleasas y las

exonucleasas, los factores de transcripci6n, los factores de
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represién, 1

ormente mencionadas incluyen en su
cos- que contienen residuos de
de

fziifé]ectrostaticas. enlaces con

i-dcidos’ nucleicos: - La -cadena’ "de
B ompleaos con am1noéc1dos bésicos mediante
oh ‘ot “grupo e amino de ta Lys, el grupo
din de Ia Arg y el “anillo de1 1m1dazo1 ‘pratonado de la His.
'Los puentes de "hidrégeno :se forman con el grupo amino de la
cadena lateral de un aminodcido del polipéptido. Algunos de 1los
aminodcidos ‘que pueden establecer dicho enlace 1a son 1a Asn y el
dcido GIn (polares neutros), y la Lys y Arg. E) 4cido Asp y el
GIn pueden enlazarse a los hidroxilos de la ribosa a través del
grupo carboxilo de la cadena lateral. Se ha encontrado que la Gly
estd presente en las secuencias de sitios de unidén a nucleétidos
debido a que permite que el polipéptido se plegue (Blackburn y
Gait, 1990).

La coenzima NAD® es una molécula formada por dos nucledtidos que
corresponden a un anillo de nicotinamida y una adenina. Este
dinucle6tido es utilizado por todas las deshidrogenasas para
1levar acabc la catdlisis del sustrato. Rossmann et al. (1975)

descubrieron que todas estas proteinas comparten un médulo
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estructura1;que .se-une’.a 1a parte ucleotidlca de 1a coenz1ma A

,'este m6du\o Se- le denom1n6 pliegue e
EV:pliegue - de Rossmann - cor d e tructura
supersecundar1a BaB (Rossmann ¥ Argos.‘;

oquedad hidrofébica en la’ mo]écu1a que perm1 e que 1a 1nserc16n

de 1a adenina de .Ja .. NAD'.:.la: secuencia 'kam1noaC1dos

.conservados de la malato desh1drogenasa so1ub1e “(s-MDH),. la
-lactato deshidrogenasa (LDH). la alcohol deshidrogenasa ADH'y 1a
gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) que permiten la
unién del -nucledtido al pliegue son: Gly 28, Gly 33 y Asp 53 de
la secuencia de la LDH y las correspondientes en el resto de las
hidrogenasas. Como la glicina presenta un hidrégeno lateral que
no representa un impedimento estérico, la adenina se acomoda en
la cavidad. EV 4cido aspdrtico se une a través un puente de
hidrogeno 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 nucleétides del NAD' estdn wunidos mediante dos
pirofbsfatos. Es a través de uno de éstos que se establece un
sitio mas de wuni6n entre el NAD* y 1la deshidrogenasa. Una
diferencia que existe entre las estructuras de las
deshidrogenasas es que 1a LDH contiene una asa funcional, que no
comparte con Ta ADH y con la GAPDH. que forma el pliegue de
Rossmann.
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Tabla 1,8.1 Algunos motivos funcionales que se comparten en distintas prdteinas. que ligan
Nucleotidos.

PROTE{NA QUE COMPARTEN SITIOS

MOTIVOS CONSENSO QUE SE LIGAN
€ON  NUCLEOTIDOS ;

" REFERENCIAS

FUNCIONALES
HoTIVO GXXXXGKS/T  NKXD DXXGH ETSAK
1 [iTPasa GRANDE subunidad a SI GTP GoP . GIP - " Kaziro et at.. 1991
2 [GTPasa PEQUERA (RAS) P21 oncogen  GTP/GDP  GTP st GTp. 7 " Argos. y- Leberman, 1989
i 7 Saraste et al.. 1990

3 [EF-Tu, EF-1-a, EF-2 y EF-G GTPGDP GTP SI GTP - Saraste et al., 1990
4 [ATPasa subunidad p ADP/ATP/GTP  NO NO‘ SN g:aa::ea;;',all??71990
5§ ATPasa subunidad « ADP/ATP/GTP  NO NO TETUNG Saraste et al.. 1990
6 REC A ATP L] N0 KO saraste et al.. 1990
7 Mlosina cadena pesada ATP NO KO NO Saraste et al., 1990
8 Wlcohol deshidrogenasa RAD™ NO NO KO Argos y Leberman, 1985
g [Gliceraidehtdo-3-fosfato NAD® Ko o N0 Argos y Leberman, 1985
10 [Lactato deshidrogenasa NAD* NO NO NO Argos y Leberman, 1985
11 Glutatidn reductasa FAD® NO HO KO Argos y Leberman, 1985
12 ip-hidroxibenzoato hidroxilasa FAD® NO NO NO Argos y Leberman, 1985
12 ,‘csfug\icerﬂdehldo cinasa ATP NO NO NO Saraste et al.. 1990
14 Rdentlato cinasa AMP/ATP HO NO NO Saraste et al.. 1990
15 Guanilato cinasa ATP NO NO KO Saraste et al., 1990
15 [V*SRC oncogen ATP ] NO N0 Argos y Leberman, 1985
1% RNA palimerasa cetular § ? NO NO NO Cornelissen et al., 198n
12 FXA polimerasa celular p° ? NO NO NO Cornelfssen et al., 198k
13 Pxidasa D-aminodcido Posibles NO NO NO Argos y leberman, 1985
2L Protefna ribosomal S9 Postbles NO NO NO - Argos y Leberman, 1985
¢1 Froteina ribosomal S Posidles NO NO NO Argos y Leberman, 1985 ‘
1] Frstona Hl y HS Posibles NO NO L] Argos y Leberman, 1985
¢: f.irasa AMPc dependiente S NO KO NG Saraste et al., 1990
4 Tuduling st ? ? ? Saraste et al., 1990

P - HOTIVOS LFIGL(RNP2)  [Xn] RGFGFUYY(RNP1) ;
¢t fP-0S 4 tipos relacionados Polimero monocatenario de RNA o DNA Bandziulls et al., 1989 i
3 NO NO si Helmann y Chamberlin,

Fawmqad Sigma (RNA polimerasa)

1988
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ncuentra. presente.’la adenina,

deshidrogenasas

p-hidroxibenzoato hidroxilasa, girasa,

efnas; GOGAT..
ed:\lx‘ctka"sa.k fiavoproteina oxidorreductasa, alcalf
A ’{é'luta'tién reductasa, el pliegue de Rossmann se
presentados vetes, una en el extremo amino y otra en parte media
la :pr‘ote"lna‘. En la primera se une a FAD" y en el segundo a
NAD' 0 NADP*.

'kSe ha ‘encontrado también que el dominio que une a la coenzima
FAD‘kpresenta la seceuncia tipica del motivo de Rossmann, aunque
de las tres Gly conservadas una puede ser sustitufda por una Ala.
Los sitios de interaccidn en FAD" son un poco diferentes a 1los
del NAD®, en cuanto a la longitud de aminodcidos de la estructura
BaP . Al jgual que el sitio de unién de NAD', la Gliy permite que se
aproxime el pirofosfato de la coenzima al extremo amino terminal
de la hélice. La parte dcida, en este caso el &cido Asp, forma un
puente de hidrbgeno con el extremo 2'-0H de la ribosa del ADP,
aunque en el caso de NADPH es con His o Arg, como ocurre con la
Girasa (Wierenga et al., 1983). La forma en que se inserta e}l
FAD" es muy similar al del NAD' en las deshidrogenasas. -~

En el dominio de Rossmann se forma un pliegue (asa) que se
encuentra entre la estructura a y la B. Este pliegue tiene un

tamafo variable, dependiendo si se une NAD" o FAD'. Por otro
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lado. se hé‘ suQerido» que témbién las. Gly se encuentran muy

cercanas a1 fp1rofosfato del ‘nucle6tido (Wierenga et al., 1983).
;De hecho. Eggink et al. (1990) sugirieron que existen otros
segmentos ‘de 1a secuencia que pueden establecer interacciones con

"la coenzma, ya sea formando un ambiente hidrofébico o bien

'Hegando ‘a estab'lecer enlaces con diferentes partes de 1la
coenzima como puede ser una Thr y un Asp en la secuencia
“TXXXXIYIIGD.

E1 motivo que forma parte

Hétioa-vuaita—Bélics DEDO de LINT da Cys-Ris del pliegue de Rossmann estd

. presente en todas aquellas
protefnas que wutilizan 1los
cofactaores mencicnados

’ (c’ “H anteriormente, ademds de

-/ \ GTP y ATP en (GTPasas y

cinasas (Wierenga et al..

- -
LL 1983: Eggink et al., 1990).
L
"t De lo anterior se - puede
Ly deducir que el sitio

(@)
AR o

DEDO de IINC de Cya-Crw CIERRE DR LEUCINA

consenso es el motivo de
Rossmann. A través de 1la
Figura 1.8.2 Algunas comparacién de las quinasas

representaciones estructurales tfpicas .
de wunién a DNA presentes en las y GTPasas con este motivo,
potimerasas (Tomado de Struhl, 1989). se encontré que las ATPasas

también 1o presentan (Duncan
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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., 1991).

En Tas enzimas como la RNA y ta DNA polimerasas, existen varios
sitios de unién a nucle6tidos que se unen al molde recién
sintetizado, y uno de nucleétidos para incorporarlos a la cadeni
durante la reacci6n de elongacién (Tabla 3.4.2).  Ambas
polimerasas presentan estructuras similares de uni6n a DNA. Para
el caso particular de la RNA polimerasa DNA dependiente se ha
sugerido l1a presencia del motivo de Rossmann (Tabla 3.4.2), que
pudiera ser un sitio de uni6én al sustrato (Allison et al., 1985;
Cornelissen et al., 1988; Mémet et al., 1988 a, b; Pilhler et
al., 1989 a, b; Igloi et al., 1990; Nawrath et al., 1990).

De la compéracién del motivo de Rossmann de la adenilato quinasa,
con las secuencias de las ATPasas, se encontré que el motivo
GXXXXGKT/S (1a segunda Gly no siempre se conserva), también estéd
presente en estas ultimas, que podrfa corresponder sitio de unidn
al ATP (Duncan et al., 1986; Hsu et al., 1987; Rozen et al.,
1989; Kemp y Pearson, 1990). En 1las ATPasas -se ha logrado
identificar a este motivo que posiblemente se une cerca del
fosfato a del nucleftido como sucede en las quinasas e
hidrogenasas. Ademds, se sabe que para que el ATP se una no es
estrictamente necesaria la presencia de magnesio en la F1 (en el

caso del motivo de Rossmann). Se ha propuesto pues que deben

.36.



existir otfos' motivdé que “interactuen. directamente con el
nucle6tido’ (Garboczi et al., 1988 b: Ysern et-al., 1988).

Debfdovavqﬁé las'ATPasés tienen cierto parecido funcional con las
fGT#é%as; eﬁ:estas ultimas se han logrado determinar otros motivos
“que ’ interactian con el GTP, se piensa que deben existir
séc@éncias equivalentes en ATPasas, que hasta el momento no se
‘han iﬁéntificado. Se ha argumentado que como esta regién estd muy
‘COnserVada en. Tas ATPasas, el sitio de:uni6n debe ser mds grande
qUe los B8 aminodcidos (Llochrie y‘Simon. 1988; Saraste et al.,
1990:. Kaziro et al.., 1991).

Una caracterizacion mds amplia del dominio en las GTPasas
incluye, ademis de la secuencia consenso GXG/XXXGK m&s de 11 a 17
residuos de cualquier tipo. continudndose con dos aminodcidos
hidrof6bicos seguido por cualquier otro aminodcido. rematando con
una Lys que pude ser sustitufda por Asp o Glu (Argos y Leberman,
1985) (Tabla 1.8.2). Se han sugerido la existencia de al menos
tres sitios mds que se ligan al GTP/GDP, con 1las secuencias
DXXGH., NKXD y ETSAK (Lochrie y Simon, 1988; Kaziro et al..
1991)..

Se ha propuesto también que los sitios DXXGH, NKXD y ETSAK son
parte de dominios funcionales donde ocurre hidrélisis del
nucleétido, e intervienen en el cambio conformacional, cuando se
une la guanina (Kaziro et al., 1991), aunqué cada uno de ellos

puede interactuar con alguna parte del nucleétido el conjunto es
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el que permite ‘establecer la funcién (Kézjro'g
el uso de  la cristalografia de rangi%_se;ob
pro;éfnas ras y ‘105' factorgs ~de éﬁogéc1
motivo de Rossmann se encuentra'céhbd"
GDP 1igado. ‘Ademas, en el caso de1 GTP
amino dela Lys de este mot1vo forma puenteS'de hidrdgeno con el’

6=que- é]kgrupo,

fosfatoB y/o .y (neutraliza la cargas negat1va de] fosfato) y-.con

los oxfgenos de la cadena princ1pa1 de los res1duos 10 y 11 de 1a

'vuelta inversa sobre si- misma (asa P) (Saraste et al., 1990). En
la protefna ras la Ser interactda con Mg y con el hidrégeno de
su oxfgeno qﬁe se liga con el fosfato del ATP (Kaziro et al.,
1991). Para el motivo DXXGH se ha sugerido que el Asp puede
forﬁar enlaces coordinados a través del Mg~ con el fosfato B del
GDP (Lochrie y Simon, 1988); el hidrégeno de la amida de la Gly
forma puentes de hidrdégeno con el fosfato y del GTP. Esta Gly al
parecer juega un papel relevante en el cambio de la conformacién
de la protefna al momento de intercambiar el GDP por GTP. Por lo
tanto, a este dominio se le asigna la funcién, no solamente de
ligar al nucle6tido, sino también Ta de sufrir un cambio
conformacional debido al cambio del sustrato. El motivo NKXD
interactua directamente con el anillo de 1a guanina del GTP. Lo
mismo sucede con e)l motivo ETSAK en las protefnas ras, se propone
que la secuencia correspondiente en las GTPasas de subunidad
mayor es H(F/M)TCA(I/V)DT (lochrie y Simon 1988, Kaziro et al.,
1991).
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2.0 EVOLUCION DE LAS RNA POLIMERASAS

Tradicionalmente el estudio de la célula se ha centrado con mds
fuerza en la perspectiva de una biologfa funcional. Esto deja muy
poco espacio a la intervenci6n de otro paradigma, que es
fundamental para generar el conocimiento de la célula: el
estudiarla desde o conjuntamente con 1la perspectiva evolutiva.
E1 descubrimiento de las arqueobacterias y la utilizaci6n de la
evolucién molecular han -permitido en lta actualidad hacer una
biologfa celular comparada entre los diferentes linajes
celulares. Lo ‘anterior permite reconocer cudles rasgos de Jlos
tres linajes (eubacterias, arqueobacterias y eucariontes), son
los mds antiguos, y deducir asf algunas de las caraterfsticas del
ancestro comtn (Lazcano et al., 1992a y b).

Por otro lado, al ir penetrando en el estudio de la evolucién de
las células ancestrales, se abre la posibitidad de determinar qué
complejos y actividades macromoleculares de las células actuales
pudieron preceder al ancestro comin. E1 estudio de lo anterior,
llevarfa a plantearnos preguntas de mayor precision sobre qué es
y c6émo surgié la vida. Asi, aunque durante mucho tiempo se
sostuvo con ahinco que las primeras células tenfan que estar
basadas exclusivamente en el DNA y proteinas. Desde el punto de
vista evolutivo, surge la hipStesis de células basadas en RNA y
aon en polinucle6tidos con azucares mas sencillos como el

glicerol.
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3.1 EL MUNDO DEL RNA

En 1a década de los 80's se desarrollé la hipétesié de que tanto
1as protefnas como el DNA fueron precedidds por el RNA en las
funciones, catalfticas e informativas. Lo que didé el giro a favor
del RNA fue el descubrimiento de la actividad catalitica 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). Ademds., desde tiempo atrds, se habfa observado que
el RNA tiene la capacidad de ;rénsmitir informacién genética,
como sucede en algunos retroides. virus y retrovirus (Reanney,
1982; Diener, 1984).

Lo anterior 1levé 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 protefnas
como de! DNA a partir de la evolucidén prebidtica. Segin este
punto de vista, dichos elementos aparecieron en las células como
producto de 1a evolucidén biolégica y no quimica. A.esta etapa de
la evolucién célular se le denomind E1 Mundo del RNA (Gilbert,
1986) .
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3.2 L0S PRIMEROS PEPTIDOS Y- EL GENOMA'

.Dos de os prop}éma
etapa ‘de ‘las “¢
reproducc16n
RNA) y pa

(metabo11sm9)

-Una alternat1va a~1a h1p6tesis ‘anterior-es 1a'que propone que: 105

primeros polipét1dos que :surg1eron cod1f1cados por el codigo  ffk

génetico no presentaban act1vidad cata11t1ca, s1no que tenian Ya o

funcién de estabilizar al RNA para que- éste aumentara su
actividad catalitica (Lazcano, 1986; Lazcano et al., 1992 a'y b)

Dicha caracteristica adaptativa podria explicar el origen-y
evolucioén de las primeras proteinas a través de la seleccidn
natural. A partir de esta idea se infiere que la evolucidn de las
primeras proteinas se halla estrechamente asociada con la de la
unién & los dcidos nucleicos. Es decir, muchos de los posib1e§
dominios funcionales se originaron para unirse estructuraimente
al RNA y a nucledtidos para 1levar a cabo sus diferentes

funciones.

Dado que un complejo molecular puede intervenir en diferentes
procesos biol6gicos, es posible suponer que tanto el aparato de
traduccién y replicacion como el de la catdlisis de sustratos,

evolucionaron con mecanismos de origen comin. Tal es el caso de
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La priﬁ§3b51: po§£u1a?“ que-la respuesta

adaptativa. ‘de los

po]ipébtidosk corresponde a. la
capacidad de 1los mismo paré “unirse - a’ polirribonucle6tidos y
ribonucleétidos: es 1a funcfdn que realiza el segmento protefco la
proteina RNAasa P de E. coli (Lazcano, 1986; Lazcano et al., 1992
a y b). La RNAasa P es un complejo que formado por una cadena de
aminoacidos, y por una cadena de RNA catalftico (Hansen et al.,
1985). Si se extrae el polipéptido y se deja s6lo al RNA, se
observa que la actividad cataliticase encuentra en el RNA y que
ésta es baja (Altman, 1984; Guerrier.Takada et al., 1983). Para
realizar normaimente su actividad, el complejo molecular requiere
del polipéptido para potenciar la catdiisis. Esto se consigue a
través de la estabilizacién del RNA en una estructura terciaria,
permitiéndole asi aumentar su actividad.

Otra evidencia correspondé al hecho de que muchas protefinas
actuales requieren de coenzimas para llevar a cabo su funcién
catalitica. La parte ribonucleica de las coenzimas se considera
como una reminiscencia del RNA catalitico ancestra[ (White,
1976). Las coenzimas presentan las siguientes caracterfisticas: a)
1a mayorfa proviene de precursores ribonucleicos, b) mds del 50%
de éstas son indispensables para el funcionamiento de la protefna

y ¢) algunas presentan actividad catalftica, ya sea como parte
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ara que surgiera y

del sitio activo,. como: aceptor de e]ect nés.‘
se establec1era Ta re1ac16n func1ona1 proteina c0e21ma ambas
partes tuvieron que coevo1uc1onar Ello apoya Ta h1pétes1s de que
1os primeros dominios pollpeptidlcos evo1ucionaron a partir de la

interaccion con los polirr1bonuc1e6t1dos.

Una -evidencia adicional mds -1a” constituyen los aminodcidos
histidina y cistefna, que posiblemente se originaron a partir de
ribonucledtidos catalfticos coenzimas que se tranformaron en
dichos aminodcidos (White, 1976). Se podrfia pensar asi que las
protefnas actuales se convirtieron en un sustituto estructural
del RNA catalftico ancestral, conservédndose en el polipéptido la
posibilidad de asociarse a aquel o aquellos nucle6étidos que
tenfan la actividad catalftica. Por lo tanto, se ha conservado la
posicién del sitio activo en la protefna con la coenzima, como se
encontraba en el complejo polipéptido-RNA catalitico (Figura
3.2.2). Otro ejemplo, pueden ser los ribosomas los cuales
contienen una parte de protefna y otra de RNA.

La catdlisis que 1leva a cabo el RNA no es muy eficiente para
acelerar los procesos en 1os que interviene. Por e]lo se propone
que el RNA requirié¢ de polipéptidos que fueran capaces de
estabilizarlo, logrando asi hacer més eficientes el metabolismo

de replicacion y el de transformacién de un sustrato.
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ta ace]eraciéﬁidé'1

Doblqéidn u

de unirse ‘a’polirribonuclestidos y nuclestid

‘aqperibh;.rpu¢gglTﬁéﬁ;;prqbéﬁlézfﬁhéﬂ,Jas

actualidad’ presentan sitios. de: uni6n-a “nuclestidos
polinucleétidos, compartan .un ‘origen’ “comin: ' siendo posibles
descendientes - de- dominios que “ancestralménte. se  encontraban

unidos a un RNA catalfitico.

Figura 3.2.2 Evolucién de los dominios y el RNA catalftico. A)
Polipéptido no catalftico unido a un RNA catalftico, B) Polipéptido unido a
una coenzima que contrfbuye a2 ta catdlisis, B*) £l dltimo pasoc evolutivo de
la protefna es la pérdida de 1a coenzima, para que esta lleve & cabo la
catdlisis.

E——polinuclestido
B
RNA catalitico K. : .
Proteina
/ Scgmento
catalitico
Coenzima
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3.3 LA EVOLUCION DE LAS POLIMERASAS Y EL RNA

La -capacidad - de . las poblaciones celulares de ,perbetuaf_ su

informacién ge tener su-identidad y. por ende ‘su

sobreviviencia

‘hecho, se'ﬁh
-s$idg” moTdeada
fidelidad “de-

“perfeccitn..

Considerando. 1o . anterior, al esthdian Ya .evolucidn ~de la
maquinaria que fue seleccionada ‘para: replicar-a -los:‘primeros
genomas celulares, como 1a RNA polimerasa, podemos reconstruir el
camino seguido por las céiulas en sus diferentes etapas

evolutivas.

Si 1a molécula que antecedid al DNA como reservorio de 1la
informaci6n genética fue el RNA y ésta misma precedié a las
proteinas en la catdlisis, entonces debieron aparecer ﬁ}imero
polipéptidos que contribuyeron a catalizar la autorreplicacion
del RNA, haciéndola mds eficiente. Dichos polipéptidos pudieroﬁ
derivar en una replicasa o en una RNA polimerasa RNA-dgpendiente
que hubiera sido seleccionada a favor rdpidamente. Por 1o
anterior, se considera que 1as RNA replicasas debieron ser una de

las primeras proteinas que evolucionaron en.la céiula, y de la
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De acuerdo con Lazcano (1986) Y Lazcano et (1988b) 1bs;”,

vestigios de polimerasa ancestral-se: encuentran en,la:subunidadf

B' de las eubacterias de las RNA polimerasas DNA- depend1entes.'y,

en sus homélogas en los distintos linajes celulares,
3.4 EVOLUCION DE. B' Y SUS DOMINIOS VESTIGIALES

Todas las distintas RNA polimerasas DNA-dependientes. celulares
tienen subunidades homéiogas a Py B' de E. coli (Tabla 3.4.1).
Las correspondencias con estas subunidades son las siguientes: en
eubacterias se les denom%nan B' y B; en arqueobacterias A, C y B
(aunque esta ultima subunidad puede encontrarse dividida en B' y
B''); en eucariontes se presentan tres RNA polimerasas la I (A),
I1 (BY y 1a II1 (C), cada una de las cuales contien la subunidad
mayor y la seéunda mds grande, que son homélogas a B' y B.
respectivamente (Plhler et al, 1989) (Tabla 3.4.1).

En el caso de las cianobacterias, las subunidades equivalentes a
B'pueden encontrarse en dos subunidades separadas., que son

denominadas B’ y y (Xie et al., 1989: Memet et al., 198 8a y b).

En las arqueobacterias la subunidad homéloga a la subunidad P’

de E£. coli se encuentra dividida en la subunidades A y C. En
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eubaétepias yrqrduéqbaéﬁehfas;1o§;éeneé’HomdegdS apy Bf,sé
encuentran codificados, uno al~lado del otro, éﬁ'un,561o oper6d~
(zillig et al., 1989). S

Figura 3.3.1 oDfagrama del posible origen comin y Vevov'u’cloh

de las’
polimerasas, (Modificado de Lazcano et al., 1988b). = :

El surgimiento del resto de las subunidades particulares de cada
linaje. serfan adaptaciones posteriores para regular 1la

transcripcidn (Armaleo, 1987; Lazcano et al., 1988b). De acuerdo
con la hip6tesis anterior, la polimerasa ancestral debid ser una
RNA polimerasa RNA-dependiente monomérica, 1o que ha llevado a
sugerir que las subunidades B' y P son consecuencia de una

amplificacién del gen B' (Lazcano et al., 1992a).
Los ancestros de esta polimerasa pudieron ser dominios

funcionales con actividad para reconocer a polirribonucliedtidos y

ribonucledtidos con sus derivados. Por el]o’deberia ser posible
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identificar en B dominios capaces . de: f un1rse ‘ja'

polirribonucieétidos que tomen a la hebra rec1én“e1ongada

Tabla 3.4.1 cCorrespondencia de las subunidades. [\ y ﬂ
linajes celulares.

Especie E. coli Nostoc Sulfolobus g Halobacterium Trlpanosama

en los distintos‘

comune acidocaldarieus: ‘halobiumi = ‘brucea
: . : : Liiday sub
‘y&sb B B 8 BB unidad
£ N g N i
o \ . L e L DL . subuni-~
© B B +Y,' A+.C Lo A+VC dad mayor
Eubacteria * Cianobacterias’' Arqu b cteria Arquecbacteria Eucarionte

La RNA polimerasa DNA-dependiente es una proteina de dimensiones
muy grandes, razén por la cual se ha dificultado su estudio.
Hasta el momento s61o se ha logrado hacer un modelo basado en la
cristalograffa de rayos X de la estructura terciaria de muy baja
resolucién (16A). Debido a ésto se imposibilita asignar con
claridad qué dominios y sitios corresponden a una funcién. Sin
embargo, 1a subunidad B' de E.coli y sus homélogas en los tres
linajes celulares (eubacteria, argqueobacteria y eucarionte)
comparten por lo menos siete regiones conservadas, existiendo
dentro de éstas once motivos a los cuales se les han atribuido
funciones especificas (Allison et al., 1985; Cornelissen et al.,
1988: Mémet et al., 1988a y b: Plhler et al., 1989a y b; Igloi
et al., 1990: Nawrath et al., 1990) (Tabla 3.4.2).
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Figura 3.4.1. Evolucién de 1as subunidades mayores de 1a RNA polimerasas. Las
subunidades B'+B'' son homélogas de f y A+C son howSlogas de P°. RPB2 es hom6logo
de P, RPBl es homélogo a p'. y es homéloga de una parte de p'. (Modificado de
LLaca, 1988).

y
O'—‘—"’8 B Ctoroplastos
B B' RPB2 .
Musde 43 Mundo de eucnrlestesn RPBI T.brucei
®Hoa DA

srqueobecteris

B'+B’;' R
BB i

En las células actuales, las RNA polimerasas DNA-dependientes
Jjuegan el papel de sintetisar a los intermediarios que confunican
la informaci6on genética del DNA a la sintesis de proteinas, es
decir, 1levan a cabo el proceso de transcripcion. En ellos
existen varios dominios que se ligan a nucleétidos, que podrian
ser aquellos que interaccionan con DNA de una y dos hélices,
permitendo la lectura para formar un RNA especifico, a la vez que
interactaa con &1, Por lo tanto, es una proteina que estd muy
ligada a la dinteraccidén con nucle6tidos, sean estos mon6meros o

parte de una cadena polinucleotidica.
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Tabla 3.4.2 Dominios conservados en la RNA polimerasa DNA-dependiente de la

subunidad p* y sus hom6logas celulares., Dominio (Dom)

Regi6n Dom  Estructura

Funcién

Dominio homélogo a

Ad I Di
B6 Il 02
03
C6 11t
- p3*

D6

F 6 VI

07

G 6 VIl DB

H 6 VIII D9

Motivo

Dedo de Zinc Interaccién con DHA

Se cree gue es un:
- sito cataiitico y/o
- unién a nuciedtidos

Dominto ©-D

Sitfo de unién a
nucle6tido

Motivo de Rossmann

“Se-une a DNA

[

hélice

“funcion y estructura
" "desconocidas

Se une a DNA

Estructura y
funcién desconocidas

Estructura desconocida, Esta 1involucrada
con Ya respuesta de o-amanitina, wuna
toxina que 1nhibe la elongacién
(Cochet-Meilhac y Chambon, 1974), por 1Jo
que esta region posiblemente se halla
relacionada con alguno(s) aspecto(s) de la
elongacién (Jokerst et al., 1989).

Estructura desconocida. Este dominio es

homélogo a cuatro de S1 y a uno de la
PNPasa. Aparentemente interactia con
polirribonucleétidos. Este segmento es el

mis conservado en las RNA polimerasas I! de
eucariontes y el segundo mas conservado en
las homélogas.

Estructura y funcién desconocida

Estructura y funcién desconocida

Factor de transcripcion 11A
y SV40

Se encuentra en todas las
RNA  polimerasas . DRA ¥
RNA-dependiente, y en . la
PNPasa.

ATPasas, cinasas, lactato
deshidrogenasas, etc.

DNA polimerasa 1 E. colf
DNA polimerasa fago T7

Secuencia mis conservada en
las diversas RRA
polimerasas de origen

OKA polimerasa I

Es equivalente a la regioén
111 descrita por M2met et
al, (1988b)
Determinado a partir de
experimentos con la toxina
a-amanitina.

tas protefnas ribosomal Sl
y PNPasa, son equivalentes
a Ya regién IV descrita por
Memet et al, (1988b)

Es equivalente a 1la regidn
¥V descrita por M2met et al,
(1988b)
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‘En 1la subunidad B’ deyE.~coii y sus‘hbm61ogas'RNA polimerasas
DNA-dependientes celulares, existen ﬁvafios"dohinibs y:-sitios
funcionales en su estructura primaria qhe se han conservadoka 1o
largo de la evolucién, y que se les ha" tratado de asignéf‘1$
posible funcién que desempeian. Sus posibles funciones vse 1héni
deducido a partir de la similitud que guardan con 1cs‘dohinids de
otras protefnas cuya funcién de sus dominiOS'bsi?lsée ﬁ%l

caracterizado. Al analizar dichos dominios, .es. muy  d1Ticj]5

distinguir los que son reminiscentes, que ekistiefén] éq 15
RNA-replicasa ancestral, de aquéllos que se modificéron’ 0.
aparecieron posteriormente para permitir la transcripcién (de :DNA
a RNA) y una regulaci6n mis eficiente de la misma. Un criterio
que puede ayudar a discernif que dominios son més antiguos, serd

aquél que se encuentre mds extendido en las proteinas.
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3.0 LA PROTEINA RIBOSOMAL S1

De acuerdo con Kolb et al. (1977), la protefna ribosomal Sl es.
una protefna  §cida. Presenta 557 aminodcidos en E.coli y 568 en%
Rhizobium melilotii (Schnierket al., 1988). Su peso molecular. en

E.coli es de 76 Kd :(Suryanarayana y Subramanian, 1979), y es la.
mis grande de las 21 pfoteihas'que constituyen la subunidad . 305

de los ribosomas de las eubacterias Gram negativo (Higo et al.,”
1982). A parte de medicjones hidrodinédmicas por dispersién dé

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

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

mide 200A (Giorginis y Subramanian, 1980; Suryanarayana y

Subramanian, 1979).

S1 fue una de las primeras proteinas ribosomales de la subunidad
305 a la que se le pudo asignar una funcidn especifica. Resulta
indispensabie para formar el complejo 30S ribosomal y estéd
involucrada en el reconocimiento y pegado del mRNA al riQosoma.
Al parecer S1 estimula la traduccidn al unirse al ribosoma, por
1o que se deduce que tiene un importante papel en la iniciaciéq

de 1a sintesis de proteinas (Draper y von Hippel, 1978a).

La proteina S1 se ha descrito danicamente en eubacterias Gram
negativas, como £. coli, donde se ha estudiado extensamente, y en
otras eubacterias Gram negativas, como las “eubacterias pirpura

Proteus, Providencia, Serratia, Pseudomonas, Agrobacterium y
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Rhizobium que también son eubacter1as Gram negativa"(Schn1er_et B
al., 1988). Se sabe ‘que la ausenc1a de S : ' :
(Kitakawa y Isono 1982). En eubacter1§s “Gr

Bacillus subtilis, B. stearothermophilus'.
han buscade protefnas homélogas con resUTtad6$5
Isono 1976: Higo et al., 1982; Schnier ¥ F

bdsqueda se realizé mediante 1nmunorrép11cas tlpo Western y a{”

través de la caracterizacién bioquimica en los rxbosomas:,ﬂ”
la fecha no se ha podido detectar una protefna con func10nes :
equivalentes en eubacterias Gram positivas. En el caso de:.las
arqueobacterias, como Halobacterium halobium y -otras ha]ofi]&é; f

tampoco se obtuvieron resuitados positivos.

Aunque 1a protefna S1 no ha sido encontrada en eubacterias Gram
positivo ni en arqueobacterias, no debe descartarse la
posibilidad de existan otras proteinas no hom6logas que juegan un
papel similar al de Si, como han argumentado Schnier y Feist
(1985).

Se ha observado que las eubacterias Gram positivas requieren de
una interaccién mids extendida entre mRNA y rRNA, para dar inicio
a la sintesis de proteinas (Murray y Rabinowitz, 1982). In vitro
los mRNA de eubacterias Gram negativas no son traducidos
eficientemente por los ribosomas de las eubacterias Gram positivo
(Isono e Isono, 1976) y en el caso inverso, las eubacterias Gram
positivas por 10 general no pueden traducir ningin mRNA de E.coli

(Murray y Rabinowitz 1982). Asimismo, se ha hallado que el genoma
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¢29 (fago de Gram pos1t1vas) es traduc1do 1nef1c1entemente

por e] r1bosoma de E c071 (Murray ¥y Rab1now1tz. 1982)

La 3protg1na' hideqhai"Si7 no' interviene ‘exc1usivamente“

parte de 1a

.-genoma v1raJ

'La db replicasa est F a7
virus, y tres mis que son tomadas de la-eubacteria }hféctéda (E.
coli). La subunidad’'I es precisamente la protefna 51 r1bosomalk
1a subunidad I1 es codificada por el virus, y se agregan a ellas
los factores de elongacién EF-Tu III y EF-Ts IV (Wahba et
al.,1974; Draper y von Hippel, 1978a).

Es esencial que S1 se una a la cadena positiva de Qp para iniciar
la replicacién de la cadena negativa ya que ademds, confiere
actividad represora en la traduccién de la replicasa de OB .(Wahba
et al., 1974). Al suprimirse S1 en el complejo de l1a replicasa,
ésta no reconoce al RNA positive, pudiendo entoces utilizat
poly(rC) o la cadena de RNA negativo de Q8. Se puede concluir,
por lo tanto, que S1 interviene de algdn modo en el
reconocimiento especifico del RNA positivo de QB (Drape; y von
Hippel, 1978a,b).

A diferencia de 1o que ocurre con otras protefnas ribosomales, el

gen de S1 no se codifica Jjunto con alguna subunidad de

.54.



polimerasa, ni el gen rpsA de S1 en E. coli forma parte de:un
oper6n de transcripcién donde estén presentes otras proteinas
ribosomales. Hasta el momento se disponen de cuatro secuencias de
S1, dos para E. coli (Schnier e lIsono 1982; Schnier et al.,
1982), otra para Providencia sp., (Schnier et al., 1985) y otra
ma&s para Rhizobium melilotii (Schnier et al.,1988).

Figura 4.1 Representacién grifica de una matriz de puntos. Regiones
funcionales de 1a protefna ribosomal Sl. En el extremo amino se encuentra la
regidén que interactda con la partfcula 305 ribosomal. En el extremo medio y
COOH' terminal se encuentran las cuatro repeticiones de los dominios que se
unen al polirribenucleétido; R1, R2, R3 y R4. Los sitfos funcionales I y [I se
caracterfzaron bioquimicamente (Draper y von Hippel, 1978 a, b).

(E. coli)

COOH /

Sitio funcionat 1

Regidn de unidn a polirribonucledtido

llloﬁ:ioul n
; %

b3 Regidn do unidn al ribosoms

2 COOH (E.coli)

Una vez secuenciados estos genes se pudo ver que la protefna SI°
posee dos regiones funcionales (Fig 4.1). Una de ellas se
localiza en el extremo amino terminal y tiene la funcién de
asociarse con el ribosoma extendiéndose del aminodcido 1 al 191.
En el extremo carboxilo terminal se encuentra el segundo

segmento, que se une al RNA. Este ultimo sitio se caracteriza
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por tener, cUatr0'7EepétiCibhes '4ntérna§ Homﬁ]ogaS‘ entre  sf
‘(Glorgwn1s y Subraman1an 1980;: Sch1ner y: Isono.,1982 Schiner et
al.y 1985).

‘dé ‘un dom1n1o de 169 aminodcidos . de 1la PNPasa (Régnier et

Cada una de estas repet1c1ones son a' su vez hom6logas

al..1987) Como veremos en este trabajo, al parecer este dominio
también esta presente en la subunidad B' de la RNA-polimerasa DNA

dependiente: de E.col1 y sus hémologas celulares.

La—regibn ques se ‘'une a los dcidos nucleicos (Tabla 4.1), que
cprresponde a la regidén ‘del extremo carboxilo. Al estudiar 1la
experimentalmente esta regién, se caracterizaron a su vez en dos
sitios funcionales, denominados I y II. El sitio I se subdivide
en dos segmentos que poseen las mismas propiedades, y que
funcionan pegdndose a DNA o RNA monocatenario y reconociendo los
entaces fosfato del esqueleto del polinucle6tido,
respectivamente, teniendo propiedades de cooperatividad (el
primer sustrato que se liga a la proteina facilita que otros se
unan mads fdcilmente). E1 sitio Il es mis especifico, pues sélo

Tabla 4.1 Caracteristicas y propiedades de Tos dominios del extremo
COOH" terminal de S1 . La regién del extremo NH,' seune al ribosoma.

Region del extremoCOOH™ tiene 1a propiedad de unirse a polinucledtidos io
Regiones SITIO 11 SITIO |
Dominios RI_ | R R3 | R4
Caracteristicas de los dominios
Tipo de polinucledtido. al que se RNA DNAyRNA |[DNAyRNA
une
Tipo de enlace A través de sales con la Espina de Espina de
base y el aziicar fosfato fosfato
Presenta cooperatividad NO SI SI
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reconoce RNA monocatenario. El en1aée~.se :réaTiié a fravés de
intermediarios como Mg*" y Nq’.quelSe“enlaké Einla base .y el
azicar, y no a través del fosfato: (Dra on Hippel, 1978 a y

b). Secree que el sitio Il esté'dﬁbciéd

la,Uhibﬁ al-ribosoma
(Draper y von Hippell, 1978.a), = L

Al parecer el sitio II corresponde a la pérte‘%niermédia de la
protefna, que abarca las dos primeras secuencias repetidas que,
ademas, son las mds conservadas (Schnier et al., 1988, vér Tabla
4.1). E1 sitio 1 es el que estd mds cerca del extremo carboxile
terminal, y corresponde a 1las dos dltimas  repeticiones, a
diferencia del sitio II, en donde la secuencia de aminodcidos de
ésta no se encuentra tan censervada. E1 mismo fendmeno ha sido
observado en la secuencia de S1 de Rhizobium melilotii (Schnier
et al., 1982a, b; Schnier et al.,1988}.

Se ha postulado que 13 proteina S1 es capaz de acopliar el mRNA
con Va subunidad rRNA 16S por su extremo 3' {(von Dieijen et al.,
1976). Sin embargo, Laughrea & Moore (1978) han demostrado que
esto no ocurre directamente. El7o 1levé a preguntarse si los
cuatro dominios funcionales, ademds de unirse al mRNA, también

tienen Ya posibilidad de reconocer al 16S rRNA.

Las evidencias experimentales sugieren gque al momento de
ligarse al RNA 1a protefna ribosomal S1, impide que éste adopte
una estructura secundaria, estabilizédndolo linealmente, de esta

manera las bases quedan expuestas para facilitar tanto 1la
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re‘b’li’cacion (en‘el casd de 1a QB»repligasa),;ka‘l impedir que se
formén asas k‘que pudiésenfentorpecer 1a leétura del molde, como la
tr‘adut:cio'h a'p'rét'eiln‘a‘ (von Dieijen et al., 1976; Kolb et al.,
©1977). Esta .posibilidad estd confirmada con 1los resultados
experiymenta‘le's usando formaldehido, que también impide que el
mRNA adopte una estructura secundaria, y que facilita gque se
inicie la sintesis de protefina en ausencia de S1 (Kolb et al.
1977; Von Dieijen et al. 1976; Draper y von Hippel, 1978 a y b).

Como en la secuencia SI de £.coli se detect6é la presencia de
cistefna, se sugirié que existia 1la posibilidad que este
aminodcido se relacionara con la actividad de unién a
polinucletidos, debido a 1os grupos -SH que presenta. Se
realizaron experimentos donde se bloqueé el grupo -SH del
aminodcido, pero no se encontr§ ninguna inhibicién de 1la
actividad de unién a polinuclebtidos. Ademds, no se hallaron
cistefnas en la secuencia de S1 de Rhizobium, por 1o que se
descart6 algun papel importante de este aminodcido en el pegado

de los polinucle6tidos (Schnier et al., 1988).

De lo anterior se puede deducir que S1 més que desempefar un
papel funcional en el mismo ribosoma, estd relacionada con el
reconocimiento de RNA. A primera vista uno podrfa pensar que Sl
tiene dos funciones que serfan disimiles y sin relaci6n entre sf.
Sin embargo, se pueden relacionar sus actividades tanto en 1la
traduccién como en la replicacién de los ger;omas virales. £stos

dos se pueden conjuntar en un s6lo mecanismo, que consiste en una
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sota propiedad: impedir que se pliege el RNA para formar
estructuras secundarias y terciarias. Esto permite linearizar al
RNA, permitiendo asf la iniciacién tanto de la replicacién como
de la traducci6n. Aparentemente S1 1o Jlogra a través de la
estabilizacién de la estructura del RNA en forma lineal, y es
posible que el exponer las bases le permita interactuar con los
otros rRNA o0 en la lectura de sus bases. No se le ha podido
asocfar con algun motivo funcional gque se una directamente con el
polinuclebétido dentro de los sitios I y II y sus subsecuentes
dominios. Lo excepcional de esta protefna es que interviene tanto
en la sintesis de protefnas como en la replicacién del RNA
genémico de Qp. Estas dos actividades de 1a protefna estén

relacionadas con el RNA, cumpliendo asf con un sélo papel.
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4.0 LA PROTEfNA QUE POLIMERIZA AL AZAR: PNPasa

Lta polinucleétido fosforilasa (PNPasa-polirribonucledtido
ortofosfato nucleotidiltransferasa, EC. 2.7.7.8) fue descubierta,
en 1955, en el 1laboratorio de Severo QOchoa por Marianne
Grunberg-Manago (Grunberg-Manago, 1989). E1 hallazgo de dicha
protefna permiti6 desarrollar una serie de experimentos que
respondieran a una serie de preguntas especificas relacionadas
con los &cidos nucleicos, ‘'debido a que la enzima puede sintetizar
oligonucledtidos polimerizdndolos 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 degradacién de los
diferentes tipos de RNA (Godefroy-Colburn y Grunberg-Manago,
1972, funci6n sobre 1a cual aun existen dudas.

[y

La PNPasa se purificé inicialmente en la eubacteria (Azotobacter
vinelandi), y desde entonces se ha reportado en los restantes
linajes celulares, incluyendo eubacterias Gram = positivas,
(Mycobacterium) y Gram negativas (Neisseria meningilidis,
Salmonella plantarum); arqueobacterias, como es el- caso de
Halobacterium (louis et al., 1971; Francino, 1992) y en
eucariontes como Chlorella, plantas y animales (vertebrados e
invertebrados) y asi como en cloroplastos de frijol y lechuga
(In: Godefroy-Colburn y Grunberg-Manago, 1972).
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Existen obserevacwnes de m1croscop1a e?ectrémca que sug1eren

que ' la aP;NPas'a tien n:i:tamafio: de unyas ‘BSA (Godefroy Colburn Y.

: (Godefroy Colburn y. Grunber‘g,Ma,ago. 1972) Esta caractemzacwn'
',se ve reforzada por la“secuencia’ prlmama ‘en E. co71. que en.su
mayorfa son de tipo. dcido. :Los .pesos moleculares reportados se

muestran en la Tabla 4.1.

Tabla 4.1 Pesos moleculares de la PNPasa de dfferentes organismos, calculadas
por métodos bloquimicos y por la secuencia del gen que codifica para la enzima.

- Organi.

E.coli b 71,122 Régnier et al., 1987

86 e Portier et al., 1975,
E.coli 84 —— Soreq y Littauer, 1977,
95 — Lehrach et al,, 1971
Micrococcus luteus 70 ——— Klee, 1969
Halobacterium sp. 12 ———- Louis et al.,, 1971;
75-90 - Francino, 1992
Clostridium perfringens 65 — Dietz y Grunberg-Manago, 1967

E1 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 funcién (Francino. 1992). En
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los estud1os b1oquim1cos de 1a e‘z1ma "se’ ha determinado quela

PNPasa 11ev

oswor611s1s Yy po.1mer1zac16n.

sé]gftienen reacciones de intercambio,

s1no tamblén “‘reacciones donde se obtienen

eaccién . es’ reversible y se representa  de la

s1gu1ente m ner
: RpN: polirribonucliéotido con un

e »M’f X : . grupo hidroxilo en el sitio 3'
RpN+Pi <—-—'—>poliR+ADP ; Pi: fosfato inorganico
: - Al e - R: polinucledtido (elongacian de novo)
LY metal divalente (Mg o Hn™)
(Godefroy-Colburn y Grunberg-Manago, 1972}

D dacién’ . - Polimerizacié

La reacci6n de polimerizacién se lleva a cabo en el sentido
5'---> 3, a partir de la polimerizacion de
7ribonuc]eosidodifosfatos. en donde el fosfato B se libera como
P, y el fosfato a se enlaza con el sitio 3' de la ribosa,
pudiéndose formar polimeros de diferentes tamafios. La reacciédn
inversa sucede cuando un ortofosfato se adiciona al P, a del
nucledsido, lo cual permite que éste se separe del polimero. La
degradacién del polimero se lleva a cabo con 1la polaridad
3'---->5' (Godefroy-Colburn y Grunberg-Manago, 1972) (Figura
4.1).

La PNPasa forma polimeros usando de preferencia como sustrato a
ribodinucie6sidos, pero como no es tan especifica poede usar
desoxirribonucle6sidos para formar DNA monocatenario de tamaho
corto. La enzima no tiene especificidad por las bases (Hsieh,
1971).
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el genéforo de E.coli. Forha

(Régnier et al, 1987).

Figura 4.1 Representacién de
cabo la -polimerizacién y - la
degradacion catalizada por la
PNPasa.

A) En la fosfor6lisis entra el P,
para convertirse en el p fosfato
del ADP, cortando al polfmero en
el extremo 3.

A 1.

,/""_~ B) Sale el Pip del ADP y éste se
. PO, o polimeriza formandose un
- \_‘ ) polirribonucledtido. -

Lasfuncién que tienen las PNPasas dentro de los sistemas vivos
es. .poco clara. Por ejemplo, una doble mutante de pnp- y rnb-
(RNasa II) muere rapidamente (Grunberg-Manago, 1989). Sin
embargo, si se repara la célula con un plismido 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 Il tienen un papel
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fisiolégico equivalente en la célula, o que ébbyaijg fdea'de_queb
1a PNPasa’_dégrada “mRNA -y . permite el ~}eciclaMiento, de los
ribonuc]eﬁtiddsk(Grunberg-Managd.‘1989). ' ‘ ’

Fig 5.2 0rden de las secuencia del Operén rpsO (S15) y pnp
- (PNPasa) en E. colf. (Modificado de Reégnier et al, 1987).

rpsoO pnp
A o .
153 162 ,,“ 798 citotndos

£1 uso de codones sugiere que es una enzima de alta expresién. Se
calcula que las celulas de E.coli presentan las mismas cantidades
de moléculas de PNPasa que de RNA-polimerasa DNA dependiente,
cuyo numero se calcula en alrededor de 1700 moléculas por célula

(Godefroy-Colburn y Grunber-Manago 1972).

Como ya vimos por estudios bioquimicos se ha determinado que la
PNPasa contiene un sitio catalftico por subunidad y uno de unién
a RNA, en posiciones separadas dentro de la secuencia de cada
subunidad «. E1 sitio de unién al RNA se encuentra en el extremd
carboxilo terminal, hacia el exterior de la subunidad. Ello se
determiné en experimentos donde se observé que cada uﬁa de las
subunidades de la PNPasa se proteolizaba, dividiéndose 1las
subunidades o« 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 umrse a RNA de més de 11 nuc1é0t1dos' :Ta ~$égﬁvr"1_da;“se‘

extremo carboxﬂo termma] Ty que es

hom61ogo a cada' una de 1as cuatro repet1ciones_ 1nternas ,que,
presenta 1a proteina r1bosoma1 Sl,:-cuyas - -longitudes-van.de. 73
aminodcidos “a 75 amlnoac1dos.»Deb1doké que'comparten dominios
homélogos, ambas protefnas (S17y ‘PNPasa)” pueden interactuar con
RNA monocatenario, de manera similar.y sin ninguna especificidad

por la secuencia.

De hecho, si comparamos el funcionamiento entre 1a proteina Sl y
la PNPasa, es posible equiparar la funcién que lleva a cabo cada
dominio de S1 para 1ligar al RNA, con la que realizarfa cada
subunidad de 1a PNPasa. Por ejemplo, se ha observado que S1 puede
seguir realizando 1a funci6n con sélo tres de los cuatro dominios
hom6logos que interactian con el RNA monocatenario. Por su
parte, la forma activa de la PNPasa es de tres subunidadesa,lo
cual podrfa indicar que ambos grupos de dominios pueden tener
interacciones funcionales dindmicas que les permiten moverse a lo
largo de una sola molécula de RNA (Régnier et al.. 1987)

.65.



Tabla 5.2 Porcentajes de similftud entre el dominio de 69
aminodcidos de 1a PNPasa y cada uno de los cuatro segmentos de tos
dominios de la protefna ribosomal S1 (Régnier, et al., 1987).
: w7 Dominiode 69 % deaa. 7 Substituciones
DR aa:dePNPasa  conservados L

1° SEGMENTO DE $1 PNPasa 4%

2° SEGMENTO DE Sl PNPasa 39%
3° SEGMENTO DE S1 PNPasa 39%
4° SEGMENTO DE §1 PNPasa 40%

Dentro de los 69 aminodcidos que constituyen el dominio de la
PNPasa, existe una subregién de 27 aminodcidos mds conservada,
que va del amino&cido 626 al1-652. La conservacidn de aminodcidos
idénticos o equivalentes en las mismas posiciones de tos 5
dominios, uno de PNPasa y cuatro de S1 (Tablas 5.2 y 6.1), y.en
particular la conservacién de 6 Gly y 9 residuos hidrofébicoé
(sehalados en la misma Tabla 6.1 con un asterisco), nicieron
pensar a Régnier et al. (1987) que el dominio de la PNPasa se :
" pliega de 1a misma manera que los de S1. Esta conclusién se ve
apoyada por la observacién de que en las protefnas que se unen a
DNA, los sitios conservados, constituidos por aminodcidos como la
glicina y los residuos hidrofdbicos, se pliegan de manera simi]ar: :
a la que poseen estructuras terciarias de dominios que
interactian con DNA de otras protefnas con funciones egivalentes
(Régnier et al., 1987).

La recurrencia de dominios funcionales homélogos en diferentes

proteinas., como ocurre con la enzima PNPasa y la protefna S1, es
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Es posvible, por ]o,tar}to,

Tos'. primeros’ domin

células ‘del” Argueario-y-~que’'s
Lazcano ‘et al., 11'9792a)

a todos los: 1|na:jes celulares.ro su apar1c1én data de més atrés

los orgamsmos de1 mundo deV RNA? ies pos1b1e que el dom1n1o
fuese wuna -~adquisicién m4s rec1ente? Las. respuestas a estas y
otras preguntas. las trataremos de contestar en los capitulos
-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 funcién.
Para ello se compara la PNPasa, que posee una region de 69
aminodcidos de l1a PNPasa homéloga a las cuatro repeticiones del
extrem6 amino de la protefna ribusomal S1 (Régnier et al., 1987).
A estas regiones se les ha caracterizado la capacidad de unirse a
RNA. g Debido a que la PNPasa polimeriza y degrada RNA, esta

proteina debe presentar un sitio de unién al RNA. Por ello,




En este trabaao se caracter1za un dom1n10 que se_ comparte co

“otras po]lmerasas y se hace un metodo para diluc1dar Su: func16n.
Para ello se compara 1a PNPasa, que posee una regxbn de - 69
aminodcidos de la PNPasa hom6loga a las cuatro .repeticiones del
extremo amino de la protefna ribosomal S1 (Régnier et al., 1987).
A estas regiones se les ha caracterizado la capacidad de unirse a
RNA. Debido a gque la PNPasa polimeriza y degrada RNA. esta
protefna debe presentar un sitio de unién al RNA. Por ello,
Régnier et al. (1987) dedujeron que este dominio repetido tiene
la funcion 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 aminodcidos como 1a Gly. Arg: Lys.
His y Asp. que son aminodcidos tipicos de sitios de uni6n a

nucledtidos.

Es posible que los sitics similares en ambas protefnas, la
subunidad B’ de 1a RNA polimerasa y sus homélogas y en la PNPasa,
tengan la misma funcidén de unién a ribonucledtidos.



5.0 MATERIAL Y METODO

Se utilizaron y se analizaron 1as secuencias .de la subunidad B’
de la RNA polimerasa DNA- depend1ente de E coli (2.7, 7.6) y sus
homglogas (Tabla 5:2).--1as: secuenc1as de--las: subun1dades de la
ATPasa F1 (a y B) (3.6:1.34) yiisus

de - E colt

3 homologas en los

T “como. la
secuenc1a de la polxnuc]eét1,V coli (2.7.7.8)

'(Tabla 5.1

ta . comparacién entre 1las diferentes 'secuencias se realizé
utilizando los programas FASTP, TFAST y FASTA (Lipman y Pearson,
1985), basados en el algoritmo de Wilbur y Lipman (1983). Estos
programas permiten hacer busquedas tanto para secuencias de
aminodcidos como de nucledtidos. Las secuencias de aminodcidos de
las “diferentes proteinas se alinearon con los programas "GAP",
"BESTFIT", "LINEUP", "PROFILE" y "PROFILEEGAP" del paquete UWGCG
de la Universidad de Wisconsin (Devereux et al., 1984), y se
corrigieron manualmente.

Se utilizé un oprograma elaborado por Luis Medrano 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
aminodcidos.
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'mas se corr1eron .en:.una;. PCt 803860X y una VAX
1tuto de B1otecnologia de 1a UNAM En Ya. pr1mera
anco. de’ po]1merasas y se corr1eron los programas
perf11es de h1dropat1a En 1a segunda se corrieron
ASTT : FASTA y los -del paquete de Wisconsin
: bancos que se ut111zaron para Tlevar -a cabo

Todos 105
{pbr232) ‘del.

ld

vers16n 7--{Protein Identification Resource) compilado por
~1a_;Nat1ona1 Biomedical Research Foundation™ y uno de polimerasas
~formado por Victor LlLaca y Renato Cappello, en el Laboratorio de
Microbiologfa de 1a Facultad de Ciencias, UNAM. Se utilizé el
cédigo de aminodcidos de una sola 1etraA(Tab1a 5.6).

En 10 general, se trabajé, con el método de Doolittle (1988) para
alinear 1las secuencias de aminodcidos. Sin embargo, como
Doolittle (1988) ha sefialado, el valor minimo de similitud de una
pareja de secuencias de 100 aminodcidos es del 15%. Debido a que
en este trabajo se estudiaron un dominio y un sitio funcional
cuya longitud es menor que 100 aminodcidos, se tomaron 1las
recomendaciones adicionales propuestas por Argos y Leberman
(1985) y Doolittle (1988). Los criterios permiten verificar si la
correlacién es legitima o no, pues se podria deber a un
artificio. Una de las recomendaciones es hacer la comparacién del’
patr6n a través de los bancos de secuencias disponibles. Para
interpretar estos resultados hay que pensar si tienen sentido
biolégico o no. es decir, si hay una relacion natural y con
sentido biolégico entre el dominigo en cuesti6n y los resultados
obtenidos en 1la busqueda. La presencia de la secuencia en
cuestién en sitios conservados de todas las proteinas homélogas
constituye un criterio adicional de-validez.
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kSe ca'lcu]an perfﬂes de. hldropatia de-‘acuerdo’a: Hopps-y Woods
(1981) por cons1derarlos elementos ad1c1ona1es para vemflcar Ta:
autent1c1dad de-la corre]ac16n entre 1as secuencuas en’ cuestian‘
Para ‘1o  anterior”se usaron -tanto el dominio de 69 amvnu_é;:ldos.
reportado por. Régmer et al (19871}, conio el ok:tabépt‘ido de
aminodcidos que se obsevo ‘como -parte de 'una subsecuen81a “de
basqueda contra los d1ferentes bancos

S6lo ~se ‘tomaron ‘en.
‘caracteMsAticast bib]égwas 'adecuadas comd la presenc1a de'
dominios que se ‘unan. a ribonucleétidos 'y pol1rr1bonucle6t1dos y
que perm1t1eran estab]ecer una relacién -.razonable: = 0Otros
: cmterws ad1c1ona1es para determinar-la validez-desun resultado

en la busqueda contra Tos bancos de secuencias es el no haber
encontrado falsos positivos., es decir, protefnas que tuvieran el
octapéptido y presentaran wuna funcién que no estuviese
relacionada con 1a unién a nucleétidos. Ademas si no se encuentro
ninguna otra protefna que se uniera a nucle6tidos y que posea el
octapéptido, se puede tomar con mayor confianza los resultados.

Toabl]n?x g tll Fesnf;om?a a"’esfc“e Fla g%tenuceleloa“sdgéuen :?ammeoancu’ 050“305 ¥
gm]noé 1dos d ? sub un?dag r1bosomal 51 de E.coli y sus %oméq
: 0rganismo ;i Abreviacion Referencia it
. Bubacteria(Gran negativa) - .
Escherichia coli PNPasa Régnier et al. (1987)

Eubacterias’ (Gram negativas)

Escherichia coli EcRPS1 Schnier et al. (1982):
Schnier y Isono (1982)

Providencia sp. P-RPS1 Schnier et’al. (1988)

Rhizobium melinotti RmRPS1 Schnier et al. (1985}
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TABLA 5.2 Listade de organismos de donde
aminodcidos y nucledtidos de las subunidades
DNA-dependiente de E.coli sus _homélogas.

cAbreviacién. . . .

se tomaron las secuencias de
B* de la RNA polimerasa
R

Eubacteria. s

aferencia -

Escherichia coli

Ovchinnikov et al., (1982)

Ec
Pseudomonas putida Pp Daniikovich et al., (1988)
Nostoc commune Nc Xie et al., (1989}
Marchantia polymorpha (Cloroplasto)  MpCl Ohyama et al., (1986)
Spinacia oleracea (Cloroplasto) SoCl Hudson et al., (1988);
lgloi et al.. (19%0)

Nicotiana tabacum (Cloroplasto) NtCl Shinozaki et. al., (1986)
Pisum sativum (Cloroplasto) pPsCl Cozens y Walker., (1986)
Zea mays (Cloroptasto) ZmC1 Igloi et al.. (1990)

. .. Axqueobacterias .. . i o i
Sulfolobus acidocaldarius Sac Pihler et al., (1989Db)
Methanobacterium thermoautrotrophicum Mth Berghdfer et al., (1988):

Schallenberg et al., (1988)
Halobacterium halobium Hh Leffers et al., (1989):

Piihler et al., (1989a)
Halococcus morrhue Hm Leffers et al., (1989)
R L e A R N
Trypanosoma brucei 1 (A) Tbl Jess et al., (1989);

Smith et al.. (1989)
Trypanosoma brucei Il (B) Tbll Evers et al., (1989%a);

Smith et al., (1989)
Trypanosoma brucei 111 (C) Tblll Kdck et al.. (1988):

Smith et al., (1989)
Plasmodium falciparum 11 (B) Pl Li et al., (1989)
Plasmadium falciparum 111 (C) Pfl11l Li et al., (1991b)
Crithidia fasciculata 11 (B) Cfil Evers et al., (1989)
Saccharomyces cerevisiae 1 (A} Scl Mémet et al.. (1988 a y b);

2illig et al., (1989)
Saccharomyces cerevisiae 11 (8) Scll Sweetser et al., (1987):

Mémet et al.. (1988b)
Saccharomyces cerevisiae 111 (C) Scllt Allison et al., (1985);

Mémet et al., (1988)
Schizosaccharomyces pombe 1 (A) Spl Yamagishi y Nomura, (1988);
Schizosaccharomyces pombe 11 (B) Spll Azuma et al.., (1991)
Caenorhabditis elegans Il (B) Cell Bird y Riddle, (1989)
Drosophila melanogaster 11 (8) bml1 Jokerst et al., (1989)
Mus musculus 11 (8) Mmll A'hearn et al.. (1987)

(8) Atll Nawrath et al., (1990)

Arabidopsis thaliana 11

oo Virus:de Eucariontes

Virus de Vaccinia Vacc

Broyles y Moss, (1986):
Goebel et al., (1990)
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Tabla 5.3 Listado de organismos

de donde

se tomaron las secuencias de

aminodcidos y nucle6tidos de la subunidad B de las ATPasas Fien £.coli y sus

homélogas (Mt: mitocondria; Cl: cloroplasto).

- Abreyiacion, Referencia. .’
Bubactexias ) :
Escherichia coli Ec Kanazawa et al., (1982):

Walker et al., (1984)

Cytophaga lytica 9] Amann et al., (1988}
Vibrio alginalyticus Va Krumholz et al.. (1989) ..
Bacillus firmus Bfir Ivey y Krulwich et al., (1991)
Bacillus megaterium Bm Hawthorne y Brusilow, (1988)
Bacteroides fragilis 8fra Amann et al., (1988)
Bacteria Termofilica PS3 Tb Kagawa et al., (1986)
Rhodospirullum rubrum Rr Falk y Walker, (1985)
Rhodopseudomonas blastica Rb Tybulewicz et al., (1984)
Cyanobacterium synechococcus 6301 Cs Cozens et al.. (1987)
Anabaena sp. Asp. Curtis, (1987)
Synechococcus sp. Ssp. Cozens y Walker, (1987)
Saccharomyces cerevisiae ScHt Takeda et al.. (1986)
{Mitocondria) Falson et al., (1991)
Schizosaccharomyccces pombe SpMt Rassow et al., (1990)
Neurospora crassa (Mt) NcMt Ohta et al., (1988)
Homo sapiens (Mt de corazdn) HsMt Boulet et al.. (198%)
Rattus norvegicus (Mt) RatMt Walker et al.. (1985)
Bos taurus (Mt de corazdn) BtMt Ysern et al., (1988)
Zea mays (Mt) ZmMt Winning et al., (1990)
Nicotiana plumbaginifolia (Mt) NpMt Boutry et al., (1985)
Marchantia polimorfa (C1) MpC1 Ohyama et al., 1986)
Cebada (C1) CebC Ysern et al., 1988)
Zea mays (CH) ZmC) Krebbers et al., (1982)
Nicotiana tabacum (C1) NsC1 Shinozaki et al., (1983)
Spinacia oleracea (Cl) SoCl Zurawski et al., (1982)
Triticum aestivum (C1) TeC) Howe et al., (198%)
Chalamydomonas reinhardtii (C1) crct Woessner et al., (1986)
Hordeum vulgare (CV) Zurawski y Clegg et al., (1984)
Ipomoea batatas (C1) HvC1 Kobayashi et al.. (1987)
Oryza sativa (C1) b1 Hiratsuka et al., (1989)
Pisum Sativum (C1) 0sC1 Zurawski et al., (1986)
i ; Bueariontes: a0l
Daucus carota (vacuolar) Devr Zimniak et al., (1988)
Neurospora crassa (vacuolar) Nevr Bowman et al.. (1988a)
Saccharomyces cerevisiae Scvr Hirata et al., (1990}
el Arqueobacterias
Sulfolobus acidocaldarius Sac Denda et al.. (1988b)
Halobacterium salinarium Hs Ihara y Mukohata. (1991)
Methanosarcina barkeri Mb Inatomi et al., (1989}
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Tabla 5.4 Listado de organismos de donde se tomaron las secuencias de aminodcidos
y nucledétidos de la subunidad a« de las ATPasas F1 en E.coli y sus hom6logas (Mt:
mitocondria; C): cloroplasto).

;-Organismo. -7 o Abreviacién o .Referencia
e e -Bubacterias .. ..
Escherichia coli Ec Walker et al., (1984)
Bacillus firmus Bfir Ivey y Krulwich et al., (1991)
Bacillus megaterium Bm Brusilow et al., (1989)
Bacteria Termofilica PS37 b Ohta et al., (1988)
Rhodospirullum rubrum Rr Falk et al., (19885)
Rhodopseudomonas blastica Rb Tybulewicz et al., (1984}
Anabaena sp, Asp. Mccarn et al., (1988)
Synechococcus 6301 Cs Cozens y Walker, (1987)
Vibrio alginolyticus Va Krumholz et al., (1989);
Dmitirev et al., (1989)
Saccharomyces cerevisiae (Mt) ScMt Takeda et al.., (1986)
Schizosaccharomyces pombe (Mt) SpMt Falson et al., (1991)
Homo sapiens (Mt de corazoén) HsMt Kataoka y Biswas. (1991)
Rattus norvegicus (Mt) RnMt Lee et al., (1990)
Xenopus laevis (Mt) XMt Weeks y Melton, (1987)
Bos taurus (Mt de corazén) BtMtc Walker et al., (1989)
8os taurus (Mt de higado) BtHMth Breen, (1988)
Brassica napus (Mt) BnMt Handa y Nakajima, (1991)
Helianthus annus (Mt) HaMt Koehler et al., (1990)
Zea mays (Mt) ImMt 8raun y Levings, (1985):
Isaac et al., (1985)
Nicotiana plumbaginifolia (Mt) NpMt Chaumont et al., (1988)
Oenothera biennis (Mt) ObMt Schuster y Brennicke , (1986)
Oryza sativa (Mt) OsMt Kadowaki et al,, (1990)
Pisum sativum (Mt) PsMt Morikami y Nakamura, (1987)
Phaseolus vulgaris (Mt) PyMt Swiss protein libreria
Raphanus sativus (Mt) RsMt Makaroff et al., (1990)
Triticum aestivum (Mt) TaMt Schulte et al., (1989)
Marchantia polimorfa (C1) MpC1 Ohyama et al., (1986)
Zea mays (C1) ZnC1 Roddermel y Bogorao, (1987)
Nicotiana tabacum (C)) NsCl Deno et al., (1984) ‘
Spinacia oleracea (Cl) SoCl Hudson et al.. (1987)
Triticum aestivum (C1) TaCl Howe et al., (1985)
Oryza sativa (C1) 0sC1 Hiratsuka et al., (1989)
Pisum sativum (C1) PsCl Hudson et al.. 1987) .
- Bucariontes VEL
Homo sapiens ( vacuola del rinén) HsVrr Suedhof et al., (1989)
Homo sapiens (vacuola del cerebro) HsVrc Bernasconi et al., (1590)
Arabidopsis thaliana {(vacuolar) Atvr Manolson et al., (1988)
Candida tropicalis (vacuolar) Ctvr Gu et al., (1990)
Neurospodra crassa (vacuolar) Ncyr Bowman et al., (1988b)
“Arquecbacterias - -
Sulfolobus acidocaldarius Sac Denda et al., (1988a)
Halobacterium salinarium Hs thara y Mukohata, (1991)

Methanosarcina barkeri Hb : Inatomi et al.. (1989)



Tabla 5.5 c6digo de tres y una sola letra

para los aminodcidos

Aldnina Ala
Arginina Arg
Asparaging Asn
Acido aspartico Asp
Cistefna Cys
Acido glutdmico Glu
[Glutamina Gln
Proling Pro
Treoning Thr
Tirosina Tyr

<4 TOMODZT o>

Glicina
Histidina
Isoleucina
Leucina
Lisina
Metignina
fenilalanina
Serina
Triptofano
valina

Gly
His
Ile
Leu
Lys
Met
Phe
Ser
Trp
val

CENTMIRC —~IO

-75-




6.0 RESULTADOS

En la Figura 5.1 se muestran las comparaciones entre el dominio
de Régnier et al. (1987) y los dominios de la proteina ribosomal
S1 de E£. coli y sus hom6logas en las bacterias Gram negativo; la
subunidad b* de E. coli y sus homélogas eubacterianas, que
incluyen cloroplastos;  la subunidad maycr de las RNA polimerasa
I, ILfy 111 nucleocitopiasmicas  de eucariontes y . por ultimo,
con 1és,hﬁidadé$fckde arquecbacterias. Sefaladas con un asterisco
Sekihdjcqw1é;bqsicién de 1as Gly conservadas, que comparten la
proteinéfisl”y 1é_PNPasa y.-a su-vez, las:ique .se preservan.en Jas
RNA po]ihérasas; Los recuadros indican los sitios idénticos con
respecto~-a ~ la PNPasa y se destaéan (en negrillas) las
sustituciones conservadas. De la posicion 27 a la 34 se localiza
un. octapéptido muy conservado. con. secuencia GGREGLVD. Con esta
Tabla se muestra el grado de conservacién del dominio que
comparten las protefinas mencionadas anteriormente. En las RNA
poljmerasas este dominio corresponde a 1a regién VI en los tres

linajes celulares.

La Figura 6.2 corresponde a los perfiles de hidropatfa (A y B) y
‘ de la carga eléctrica (C y D). En las grdficas A y C sé compara
la PNPasa (l1fnea negra gruesa) con los cuatro dominios de la
protefna ribosomal S1 de E. coli. Con lineas se indica la regién
que corresponde al octapéptido conservado. En'las grdficas By D

se presenta la comparacidén de la PNPasa contra las RNA polimerasa
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de Vaccinia

la polari

a la PNPasa’ 'y se destacan,;(eh3(negri1]§5)f71as
conservadas. L R

SUSt'l tucwnes
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Figura 6.1 La secuencia GGREGLVD es un cctapéptido muy conservade,

encontrado en el dominio que se une 3l RNA de la PNPasa de £, coli, la

proteina ribosomal S1 y en la subunidad B' de la RNA polimersa en £. coli y

Solamente los
idénticos en la PNPasa, S1 y en 1a RNA polimerasa se han
Las sustituciones de aminodcidos ccrservados se muestran en

sus homélogas en arqueobacterias y en eucariontes,

aminodcidos
enmarcado.
negritas.
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Figura 5.2
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Comparacién de los perfiles de hidropatfa , con la escale de Hopp y Woods
(1981) Segunde dominios que unen RNA monccatenario de las secuencias 4e
PNPasa (linea gruesa) y las cuatro repeticiones de 1a proteina ribosomal S1
{linea delgada). Las lineas verticales muestran la regién de la secuencia
GGREGLVH.

Comparacion de los perfiles de la carga eléctrica con la escala

de Hopp y Woods (1981, de lc: deminioS que unen RNA monacatenario de las
secuencias de 1a PNPasa {linea gruesa, £. coli), de VJas RNA polimerasas DNA
dependientes de origen celular (linea delgada. Sa~ ScI,Il y Il y Ec) ¥
RNA polimerasa DNA-dependiente del Virus de vaccinia flinea con circulos
negros). Las lineas verticaies muestran la regidén de 13 secuencia GGREGLVH
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Tabla 6.3

Alineamiento del octapéptido de la PNPasa con una parte de las secuencias de las

ATPasas Fl dela

h

idad

a que coresp

=

a la regién homéloga al sitio de
Rossmann. Sélo se alinea el octapéptido donde los residuos enmarcados son

54

sitios conservados y los r en negritas i iones conservadas.
RPS1 p[G]v EJ6 Y L RASEASRDRV-
RPS1 GI|G] 1 B GfL} v HLSDISWHVAG
RPS1 GIv [E1G|L| v HYSEMDWTHKN
RPS1 GlG1v O G{Lj L HITOMAWKRVK
PNPasa G{lc ]k [£16 [L) v HISQIADKRY-
Ec KAVDSMIPIGR |G|Q RIE|L I I GDROTGKTALA=~==—Y
ss TAIDAMIPIGR (GIO R JE L I 1 GOROTGKTAI
T.A KATDALVPIGR [6[0 RE|L I 1 GDROTGKTSVA ATPasa
Bm b KATDALVPIGR |G]Q RIEJL I I GDROTGKTSVA Eubacteriana
va KSVDSMIPIGR |G[@ R|E{L I I GDRQIGKTALA
Rb KAVDAMIPIGR |GIQ R|EIL I I GDRGTGKTAVA
Rr KAIDSLIPIGR [G]Q R|E{L I I GDROTGKTAVI
BF KSEDTMIPIGR 161@ RIEIL X T GDRQTGKTAIArmed
BnM kavDSLVPIGR fa|a RIE|L L] T GDROTGKTTIA
RSM KAVDSLVPIGR lala RIE{L L11 GDROTGKTTIA
HaM KAVDSLVPIGR |GJO RIE|L T I GORQTGKTAIA
ImM KAVDSLVPIGR [6/Q R{E|L I I GDROTGKTAIA
HpM KAVDSLVPIGR |G|Q RJE[L I I GDROTGKTAIA
HSH KAVDSLVPIGR [6{Q R{E|L I T GDROTGKTSIA ATP
BtM KAVDSLVPIGR [G]Q R|E|L I I GDROTGKTSIA TFasa
RAM KAVDSLYPIGR |G[Q RJE|L I I GOROTGKTSIA Mitocondrial
SpH KAIDSMVPIGR {G{@ RIEIL I I GDRQTGKTAIA
ScM KAVOALVPIGR |GIO R[E|L I I GOROTGKTAVA
0bM KAVDSLVPIGR |G| RIEJL I I GORQTGKTAIA
OsH KAVDSLVPIGR [GlQ RIE{L I 1 GDROTGKTAIA
psH KAVDSLVPIGR |GlO RIEJL I T GDROTGKTAIA
[ KAVDSLVPIGR [G|Q RIE[L I I GOROTGKTAIA
TaM KAVDSLVPIGR [G{O RIE{L I I GDROTGKTAIA
XM KAVDSLVPIGR [G]Q RJE|L 1 T GOROTGKTSIA el
A.spC  TAIDSMIPIGRG|0 R[E|L I I GDROTGKTAIA ™ ]
e TAIDSMIPIGR |G]Q@ R{E|L T I GOROTGKTAVA
MpC TAIDSMIPIGR |G/ R[E[L 1 I GDRQTGKTAVA ATPasa de
0sC TAIDSMIPIGR{GIO RIE|L I T GOROTGKTAVA X .
psC 1AIDSMIPIGR |G[Q R[E|L I I GDRATGKTAVA Cianobacteria y
SoC TAIDAMIPVGR 1610 RIE}L 1 I GDROTGKTAVA
NEC TAIDSMIPIGR |G|Q R[E[L I I GDROTGKTAVA Cloroplasto
TaC TAIDSMIPIGR |G{a RIEIL I I GDROTGKTAVA
AtV57  STIDVMNSIAR |G|a [k P F SAAGLPHNEIA
Ctv57  SAIDTMNSIAR [G|QIK|{I P T F SASGLPHNEIA ATPasa
HsV58  SPIDVMNSIARIG|G|k{I P I F SAAGLPHNEIA Vacuolar
NCYS7  SAIDTMNSIAR [GIQ k|1 P I F SAAGLPHNEIA
Scv57  SAIDTMNSIAR|GIQ|K|I P I F SASGLPHNEIA=z==
sap SATOGLNSLLR [G|S [kjT1 T D L soimmmg ]ATPasa
Mba RILOGLFPVAK |GI[G) T A A 1 P GPFGSGKTVT :
Hsa RILDGLFPIAK gr A 1 P GPFGSGKTYTQ Arqueobacteriana
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Tabla 6.4

Al .

s 1

Pep

sitio de Rossmann. Solo se alinea el ocf
son sitios conservados y los residuos en negritas indican sustituciones
conservadas.

de la PNPasa con una parte de las secuencias de la
subunidad { catalitica de la ATPasas F1 que correspondc a la region homologa al
>, donde los r

a2

KVIDLMCPFAK
KVIDLLAPYRQ
KVVOLLAPYIK
KVVOLLAPYIK
KVIDLICPFAK
KVIDLLAPYSK
KYIDLIAPYTK
KYVDLLAPYIK
KVIDLLEPYSK
KVYDLLAPYRR
KVIDLIEPYAK
KYYDLLAPYQR
KVVDLLAPYQR
KYYDLLAPYAK
KVVDLLAPYAK
KVYDLLAPYAK
KYYDLLAPYAR
KVVDLLAPYAR
KVVDLLAPYAR
KVVDLLTPYRR
KVYDLLAPYRR
KYVOLLAPYRR
KVYDLLAPYRR
KVVOLLAPYRR
KYVNLLAPYRR
EVVODLLAPYRR
KVVDLLAPYRR
KVVDLLAPYRR
KVYDLLAPYRR
RVLDALFPSVL
RVLDALFPSVQ
RVLDALFPCVO
RVLDTVFPIAK
STIDGTINTLVR
STIDGTNTLVR
SGIDGMNTLVR

0

(5]
3
3
G
G
G

G|
6
[
G|
G|
G
6
G
G
G|
G
G
G!
G
G

G
G
G|
G|
G|
[
G
G
6
G
G
Gl
G
9
Gy
G
G
G
G

mamam

TOUra PR OO DO DRODDOROOO NG T DOPODOE DODOO

£ 1 o o €Y i e et e £ e ot 1t 3t ot et e h ot it S o ot et 1t 2 A

)<

MMM OT T TIMMAMAM AN AN MMM TMAN AN MNAMMMMNMMAM <

RASEASRDRV -
HLSDISWRVAG
HYSEMDHTNKN
HITOMAWKRYK
HISOTADKRY -

GGAGYGKTVNM~——
GGAGVGKTYL]
GGAGVGKTVLI
GGAGVGKTVLI
GGAGYGKTVNM
GGAGYGKTVL]
GGAGVGKTVL]
GGAGVGKTVLI
GGAGYEKTVLI
GEAGYGKTYLT
GGAGYGKTVL
GOAGYGKT VL I===
GGAGVGKTVLI
GGAGVGKTVLI
GGAGYGKTVLI
GGAGYGKTYLI
GGAGYGKTVFI
GGAGVGKTVE I
GGAGYGKTVF
GGAGYGKTY [ M=
GGAGVGKTVL]
GGAGVGKTVL]
GGAGYGKTVLI
GGAGVGKTVLI
GGAGVGKTVL]
GGAGVGKTVL]
GGAGYGKTVLI
GGAGYGKTVLI
GGAGYGKTVLI
GAFGCGRTY [ 55y
SAFGEGKTVS
GAFGCGKTVIS
GPFGSGRTVTL ]
SGSGLPHNT L A=
SASGLPHNEIA

SGSGLPHSOLA____|

ATPasa
Bacteriana

ATPasa
Mitocondrial

ATPasa de
Cianobacteria y
Cloroplasto

ATPasa
Vacuolar

ATPasa
Arqueobacteriana
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7.0 DISCUSION Y CONCLUSIONES

En este trabajo se encontr6 que la RNA polimerasa y la PNPasa
comparten un dominio homélogo de 69 aminodcidos, que a su vez es
hom6logo. a las cuatro repeticiones de la protefina. ribosomal Sl
(ver Figura-6.1),  Dicho dom1n1o fue reportado or1g1nalmente porr
Régnier et "al.. (1987);
lasa (PNPasaJ

y esta presente en 1a secuencia ‘de 1a
po11nuc1e6t1do fosfo :

E1: -dominio* dé;*Régnfer~fetfiali'?(1§87)i se compard con 1las
secuencias de  la subuhidad p" de . la ~RNA polimerasa DNA
dependiente y sus homélogas, se “encontré que también estd
presente. Ademds, se determind que dentro del dominio existe un
octapéptido un posible (motivoe funcional), cuya secuencia es
GGREGLVD. Este motivo estd muy conservado en los tres linajes
celulares dentro de la subunidad B' de la RNA-polimerasa DNA
dependiente de E.coli y sus homélogas. Finalmente, al comparar el
sitio funcional contra los bancos de secuencias se determind que
la secuencia GGREGLVD es similar a la secuencia que se encuentra
presente cerca del sitio de unién del nuclebtido en la subunidad
p de la ATPasa Fl (ver Figura 6.3). Los perfiles de hidropatia
realizados muestran que el dominio tiene caracteristicas polares

similares (Ver Figura 6.2).
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Cuando: el grupO‘ de’ Régnier et. ‘al. ;(1987)” enébntré ‘QUe uh,
segmento de la PNPasa es: homdlogo a; cuatro dom1n1os repet1dos def 
la: proteina r1bosoma1 S1,: se d1scut16 1a pos1b111dad de que estd’

secue cia.

: am1noac1odos tuv1era tas m1smas prop1edades

funci na]es que sus hom6logas en SI, incluyendo el de unirse. a
: : i 5 cléot1dos.~ En' este sentldo ‘Régnier et al. - (1987}
‘argumentron que el dom1n1o encontrado puede presentar prop1edades‘
s1m11ares través ‘del - complejo- macromolecular  que’ formael"

”trime [} de subunIdades ‘«, ‘que. es 13 forma.-activa;..asf, -es

posib e que cada dominio que estd presente en la_subunidad haga
1askve¢es de cada -una de las repeticicres gue se presentan en la
protefna ribosomal S1 pudiendo asf unirse al RNA, ‘con la
diferencia que ésta Gltima presenta un dominio de mds, que'se
sabe es prescindible para su funcionamientc (Régnier et al.,
1987). Entre los cuatro segmentos de S1 y la PNPasa existen
conservados 6 Glicinas y 9 aminodcidos hidrofébicos, 1o que hace -
pensar que se puede plegar de la misma manera que los dominios de
S1. Al compararse con la subunidad B' de 1a RNA polimerasa de-E.
coli y sus homélogas, se ve que se conservan 6 Glicinas: 5 de
ellas en la misma posicién, y uno en diferente posicion,
compartido sélo con 1a PNPasa y no con S1. Ademds, se comparteﬁ'
16 residuos hidrofébicos o sinénimos de éstos. Por lo tanto, se
pude pensar que este dominio también adoptaria una égtructura

secundaria ijgual a la S1 y la PNPasa.
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Debido a que ambas protefnas 1nteracc1onan ¢on mé]ecu]as de RNA'

como también sucede con: 13 subun1dad p
RNA polimerasas celu]ares, se ha suger1do qu

funciona para un1rse al RNA que esta rec1é

subunidad Bf de E. c071

de 1a RNA po]1mer
,,reportado en este trabajo. :

La secuencia GGREGLVD forma parte de uno de los dominios mis
conservados de la subunidad Pp' de 1la. RNA polimerasa DNA
dependiente de E.coli (eubacterias) y sus homélogas celulares, en
arqueobacterias y en eucariontes (Sawadogo y Sentenac 1990). En
especial de 1a subunidad mayor de las RNA polimerasa 11 de
eucariontes (Mémet et al., 1988a, b: Cornelissen et al., 1988).

De hecho, el motivo GREGL(1/V)DTAVKT, se ha encontrado que es el
sequndo bloque mds conservado en todas las RNAApolimerasas de
origen, Este motivo es parte de la regidén VI de esta misma
protefna, la cual ya habia sido sefalado por Mémet et al. (1988a,
b) como un sitio muy conservado, y a la cual no se ha atribuido
ninguna funci6én (ver Tabla 3.4.2). Se sabe también que ésta

regién es compartido por un dominio donde la toxina a-amanitina
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(eucariontes, ‘eubacterias’ 'y’

'5:motivo GGREGLVD se puede-observar. . -

pr1mero se“"observa en la RNA polimerasa II

7k1netoplastidos (T.b. XI) y en el apicomplejo (P.f.II).'eﬁTkTE
“-“Tevadura (S.p.I1), en las RNA -polimerasas 111 de T.b.iII. én
Plasmodium - (P.f.I11) y en la levadura (S.c.lII) y-‘en 1a RNA
pd\imerasa I de T.b.!l y las Jlevaduras S.c.I ¥ S{p.I. La
secuencia de la variacién es (A/S)GREGL(V/IND. En el segundo

caso se presenta la secuencia GGREGLVD, y se observa en el resto

de las RNA polimerasas Il de los organismos que aparecen en la
Tabla 6.1. Las arqueobacterias comparten este dltimo motivo. La
unica secuencia de este motivo hom6logo que difiere radicalmente
en los amincdcidos que la componen es la del virhs de Vaccinia,
el que que presenta la secuencia VARSQSTD, aunque como se sabe,
la subunidad mayor de la RNA polimerasa de este virus es homéloga
a la subunidad mds grande de 1a RNA polimersas Il de eucariontes
y a B' de E. coli. (Broyles y Moss, 1986).

_87.
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Tabla 7.1 Comparacién de las diferencias de la composicién de aa del
octapéptido GGKGLVH. * como a: S.p., T.b. y C.f.

a) PNPasa GGKEGLVH
b) Arqueobacterias y eucariontes RNA po!, Il GGREGLVD
C) Eubacterias GARKGLAD
d) Eucariontes RNA pol. 1 y 111, y algunas II% AGREGLID
e) Vaccinia VARSQSTD

Como se puede observar en la Tabla 7.1: y 6.1, los aminodcidos
mds conservados del motivo son aquellos que presentan la mayor
polaridad que son sustituidas por un.equivalente polar, como -es
el caso de ia H (por D), o la K (por R). El1 aminodcido mds
conservado es.la glicina en la posicién 5, seguido de la arginina
en Ya posicién'3.: En tercer Tugar _estdn las glicinas- de las
posiciones 1 y 2. La secuencia de vaccinia no cumple con el
patrén 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 1o anterior se calculo un
indice de variacién que permite cuantificar que tanto un
aminodcido 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 mds conservadas como son los

casos de las posiciones: 3 con la arginina (R), 5 con la giicina

Tabla 7.2 Comparacién del indice de variabilidad segun Alizon et al..
(1986). del octapeptido GGKGLVH.

Pasicion 12 3 4 5 & 7 8

mdice V=(Z%) 3.33 1.65 1.25 3.33 1.25 1.257.5 1.25

Aea.



(6); 6 con 1a 11c1na (L) yic

que “se suétiidyen .
cambio en la —aéiivida’ : motivo. ‘Por
ejemplo, se- ha  visto'-que= : /0 ossmann puede tener
algunos am1noac1dos, ; o " e110 implique una
alteracién en la un16n de] nuc1e6t1do (no siempre aparecen las
tres Gly) (Hsu et al., 1987; Saraste -et-al., 1990; Kaziro et al.,
1991). No obstante, valdrfa la 'pena realizar estudios
experimentales que puedan derimir este punto, Como la Sustitucidn
de una Gly por Ala o por Ser en aquellas secuencias de proteinas

que no tiene sustitufdas sus Gly.

Hasta este momento no se habfa atribufdo ninguna funcién a este
motivo en la literatura cientifica. Sin embargo, en este trabajo
se . encontré que tanto la regién IV como el dominio al que
corresponde son homélogos al dominio de 69 aa de la PNPasa
(Régnier et al., 1987). A su vez, este altimo dominio se repite
cuatro veces en la protefna ribosomal S1 de las bacterias Gram
negativo. La funcion de ésta altima protefna si estd

caracterizada (Régnier et. al. 1987), Ademds, existen muchas
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ev1denc1as que sug1eren que “Ta subun1dad Bf- ; oli tiene la
Lazcano al.. 1988a y
b,‘1992a. Jokerst et al 1989) Deb1do a lo an er 1of se propone

_qué e] d0m1nxo de 09 aa de'la RNA po] me as ,celu]ar y las

: prote1nas homdlogas se une al pol1rr1bonu o que estd siendo
elongado. En 1a alineaci6n de las tres prote?nas mencionadas se

:observa que el octapéptido GGREGLVD es el motivo més conservado

,(ver Tabla6.1). Se puede suponer ‘,brf 10 tanto, - que el

‘octapépt1do GGREGLVD. forma parte del s1tJo de un16n a] polimero

de RNA recién sintetizado en la transcripc16n.

‘En_efecto, . el motivo. GGREGLVD tiene las:propiedades quimiéas que
le”"“permiten establecer una unién coh los nuclebtidos  del
polimero. Este octapéptido tiene un ambiente polar, por 10 que en
'priéipio resulta idéneo para interactuar con ribonucleétidos y
polirribonucleétidos. Por ejemplo, presenta Gly y Arg/Lys, que
son caracteristicas de motivos que se unen a nucledtidos
(Doolittle, 1988). La Leu y 1la Val, por su parte, pueden
contribuir a estis interacciones debido a que son aminéacidos
neutros, no interponiendo cargas electrostdticas. Cabe mencionar
““que“tanto la pareja Arg/Lys, como el Glu y el Asp. Los primero§
son aminodcidos polares que pueden interaccionar con 1F5 cargas
negativas del fosfato de los nucleétidos a través y los segundos
lo pueden hacer atravez de un metal como Mg~ o Mn™—. La Gly es el
aminodcido que estd presente con mds frecuencia en todas las
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4= mona nca en Gly
Pliage Flaxdble (Motivo da Rossmann) GGAGYGET,

141 4 156 162
NH;-Aip-me-ha-Ah-Pm-Tyr-Ab—Ly»'ékr-@rl.y!~nn-Gly~Ln-PhlL|rGly~Ah-Gb~Vd-GlerTh!Vd~an

177
De-Met-Ghs-Lou-lle-Asn-Asn-Val-Ala-Lys-A - Hu-Gly-Gly- Tyr-Sar-Val-Phe- Ala-Gly- Vak-Gly-Gla- Arg-Tha ~COOH

Figura 7.1 Grafica que muestra donde se encuntra el octapéotido conservado en un
modela de ATPasas Fl.(tomada de Garboezi et al., 1986).

protefnas, pero también siempre se le encuentra asociado a sitios
de unién a nucle.tidos, como ocurre con el motivo de Rossmann.

Esto se puede deber a que éste residuc de aminodcidos permite que
el polipéptido tenga plegamientos, coperando asi a definir 1la

estructura terciaria

Por otra parte, se comparé la secuencia GGREGLVD contra los

bancos de secuencias "PIR" (de proteinas) y “"Genbank™ (de
nucleétidos). Se encontré que dicho octapéptido estd presente en
la secuencia de 1a subunidad Pde la ATPasa F1 celular de origen
eubacteriano. A ésta Gltima se le atribuye la funcién catalitica

(ver Tabla 6.3 en los Resultados). El sitio de unién a Tlos
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ébrilselha
Par§ e11o.v
éan_Fry”etygl
?onkai'ATP se
a- §u vez,;se ha
an 1985). cuya‘

‘En eétef;rabajo se ha observado que las subunidades B en 1las
ATﬁdsés‘FI de origen eubacteriano presentan el motivo GGREGLV.
Siﬁ‘embargo, cabria preguntarse, porqué no sucede 1¢ mismo para
las “ATPasas F1 de origen eucarionte y sus homélogas
arquegobacterianas. En primer lugar, la ausencia en ambos linajes
es cdnsistente con 1las que indican l1a cercanfa filogenéica de
arqueobacterias con eucariontes (Gogarten et al., 1989; Iwabe et
al., 1989). En segundo término, su ausencia se podria explicar

-por que se tratara de una regulacién diferencial y que se haya

propagado hasta la actualidad.
De acuerdo al modelo estructural propuesto por Fry et al.(1985 y
Garboezi et al., 198%), para 1a subunidad p de 1a ATPasa tipo Fl,

el motivo que han descrito se encontrarfa como parte de un doblez
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~la estructu a: terc1ar1a d
Garboez1 et al 1986) donde

‘protefna“(Ve ra: tomada ‘de -

‘La " secliencia  GGREGLYD qué se:
‘adyacente a2l motivo que se habia descr1to pre :
del sitio de unién del ATP en 1as ATPasas GGPGSGK(T/S) en 1a .

subunidad B (Duncan et al., 1986) .7 Es:posible

~por'Jobt“nto, que
esta secuencia sea también un componente hasta aﬁora"igh6fgdo del
sitio con el que estas enzimas se unen al ATP, Esta conc1usién_es
congruente con 1a hipétesis de que en la subunidad p'de Ta ATPasa
el sitio de unién al ATP es mas grande, basado en el grado de
conservacion en el extremo C-terminal de la subunidad catalfitica
de la ATPasa F1-p (donde se encuentra el motivo de Rossmann,
GXGXXG) (Ysern et al., 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 comparacién evolutiva de sitios y dominios funcionales siempre
conlleva un riesgo, particularmente cuando se trata de sitios de
unién a ribonucleétidos y polirribonucle6étidos. En este caso, el
riesgo radica en el tamafo reducido de las secuencias comparadas.
Este problema ha sido discutido en detalle por Argos y Leberman
(1985), quienes han comprobado que se puede validar Ta similitud
de una secuencia tan corta a través de la comparacidén contra

todos los bancos de secuencias existentes tanto para genes como
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para proteinas. EJemp]os de el]o son 105 casos comprobados para
1a que Doo11tt1e (1988)

una' secuenc1a Q

Rossmann en
ntras proteinas Como ya se

reconoc1do como un: s1t1o ¢
seﬁa]ar,]o anterior; ya que
bancos :de datos que. . enrﬁeste 1legar._a 1la

-conclusion de que el mot1vo se enclentra‘presente enel sitic de

un16n de la subun1dad B de la ATPasa : "1 “Al “buscar en el

"GenBank™ no se detecté la s1m111tud en Jla, subunldad pero al
__comparar con el "PIR",.sf se’ encontrﬁ que habia identidades. con
el motivo arriba mencionado.” Cébe recaicar, entonces, que ‘es
recomendable buscar en 1os dos tipos de bancos debido a que 1a
sensibilidad tanto del algoritmo como de la constitucidn en si
del tipo de banco puede dar comc resultado hallazgos que sean

complementarios, o quizds dé hallazgos contradictorios.
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POSIBLES IMPLICACIONES FUNCIONALES DE LA EVOLUCION DE LOS
DOMINIOS QUE SE UNEN A RNA

Segiin 1a hip6tesis de Lazcano (19861988 :pfkmehqs”l
proteinas que surgieron ‘en cé}u}; : T
polipéptidos que tenian la funcién.

esta forma estabilizaban,él'ﬁﬂ

eficiencia de.la caté}is;‘

Aplicando esta

rep11cac16n del material genet1co para
_en‘el argueano: :

Se 'sabe que el virus QB requiere de ia,pr6£e1na ribosomal S1
para replicarse eficientemente. Esta protefna la obtiene al
secuestrarla de su hospedero. Se sospecha que esta protefna tiene
Ta funcién de estabilizar 1a estructura primaria del genoma de
RNA. De esta manera queda expuesto el molde pudiéndose asf
copiar., Si tomamos 1los resultados de este trabajo y se les
aplica la hip6tesis de Lazcano (1986)., se podrfa postular un
modelo tentativo que explicase un posible mecanisho primitivo de
replicacioén, a través de la existencia de dominios que se uniesen
a polirribonucleétidos cataliticos en el mundo del RNA. Este
podria ser el caso del dominio encontrado en la subunidad B' de
la RNA polimerasa DNA dependiente de E.coli y sus contrapartes

en PNPasa, asi como las repeticiones que se presentan a lo largo
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de 1a» proteina r1bosoma1 .81, dom1n1o “anterior podria

contr1bu1 '“umentar l:”

capac1dad de rep11cac16n del genoma

funC1onando‘ de las spgu1ente manera: el
conaunto de éstos tendria la capacidad de
la estructura.secundar1a y terciaria del RNA, como

" En consecuencia, el RNA quedarfa estabilizado

Et{empo

suficiente para que se 1lleve acabo 1la

;Fép11;ac{5h”‘de1 genoma con mayor facilidad. Este dominio
'vfichitafia, ademds, que el proceso se llevara acabo de manera
méé‘éficiente. Se puede pensar que este mecanismo, al facilitar
la.replicacién, la haria mds rédpida y que en consecuencia, el
dominio se seleccionaria sobre otros. Las células que hubieran
presentado este mecanismo también se seleccionarian debido al
aumento de su capacidad reproductiva. En esta forma la poblacién
con esta caracterfstica predominaria sobre las demds poblaciones

que no 1o posean.
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ABSTRACT

“The hypothesis that vestiges of the ] RNA-dependent RNA p involved in the
replication of RNA genomes of Archean cells are present in the :uhucmnn] RNA polymcmsc 8
subunit and its homologues is discussed. We show that in the DNA-d dent RNA po
from the three cellufar lineages a very conserved sequet.ce of eight amino ‘acids also found in a small
RNA-binding site previously described for the E. coli polynucleotide phosphorylnse and the S1
nbosomal pmlcm is present. ‘The optimal conditions for the repllcasc activity of the avian
is virus reverse p are The y significance of the in
vitro i i of and ificitics of RNA polymerases and reverse
transcriptases is also discussed.

INTRODUCTION

There is considerable experimental evidence suggesting that under the anoxic conditions of the
primitive Earth environment /1,2/, cyanamide /3/, metallic cations /4,5/, histidyl- hxsudmc /6/, and
camlym. RNA mol:culcs /71, may have catalyzed pl. and

P g i and their )|

The of the § Y it of ceilular genetic material from nucleic acid-like
compounds /8,9/ to RNA genomes, and from those 1o double-stranded DNA molecules found in ail
extant cells /10/ allows us to infer some of the characteristics of early nucleic acid polymerases.
Thus, the compelling evidence suggesting that RNA preceded DNA as cellular genetic material /10/
implies that 3 RNA-dependent RNA polymerase, ic., a replicase, must have been one of the fisst
enzymes to appear in carly Archean cells /11,12/,

In this paper we discuss some possible istics of the 1 RNA repli and its role in
the evolutionary transition from RNA to DNA genomes. F:m we review the hypothes:s that
important vestiges of the RNA-d: d RNA poly are still found in the

contemporary cubacterial DNA-dependent RNA polymerase §' subunit and its homologues /11, 12/,

w1
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We also show that an eight amino acid sequence that forms part of a RNA-binding site formed by a
69 amino acid sueich previously described in the Escherichia coli polynucleotide phosphorylase

and four hes of the ri protcin S1 of the same proknryolc N3y, is also

found in cubaclcnal cuknryouc and arch ial DNA-dep RNA poly Finally, the
and s of extant nuclcxc acid palymerases both in vivo and in vitro are

discussed in terms of their | y sig our of the

of enzy /14/. Our ions are p 4 in the final section.

THE ANCESTRAL RNA POLYMERASE

Allhuugh lhcm are many cxpcnmcnls m which the formation of peplide bonds has been

d under possib 72/, Albents /15/, Gilbert /16/ and Lazcano /11/
suggested that prou:m hmsynlhcsls dud not appear before the appearance of cells, but rather in cells
in which both and n d ded on the ytic and rep of
RNA molecules. This hypothesis implies that the basic sclecuvc pressure for the ongm and
stabilization of the primitive was the and diversification of the
catalytic activitics of RNA-based cells, thus increasing both their dynamic stability and survival, It
is possible, of course, that oligopeptides of biological origin were initially sclected for because
their interaction with RNA molecules may have enhanced the catalytic propertics of the latter,
simply by stabilizing their structure /11/. Thus, the molecular ancestors of the different functional
sites of extant nucleic acid polymerases were not necessarily part of Archean polymerases.

We know nothing of the transition from genctic material based on nucleic acid-like molecutes to
ccllular RNA genomes /9, 17/, However, there is lling evidence that RNA
preceded DNA as genetic material in early Archean cells. This evidence has been reviewed recently
/10, 14/, and includes the replicative and catalytic propertics of RNA molecules, the central role of
RNA in proicin synthesis, the universal requirement of rib leatides as pr S for
deoxyribonucleotides, and the chemical stability of double stranded DNA.

The QB replicase has sometimes been used as a working model of an ancestral replicase /18, 19/,
However, one of us /11/ has argued that the cubacteri 1 8’ subunit and its homologues correspond to
the oldest component of extant RNA polym:mu:s Conclusive evidence on the cvolutionary
conservation of h logues of the RNA poly 8' subunit among other ccllular
lineages has been provided by primary inat that have their
presence in cukaryotes, archacbacteria, chloroplasts /12, 20/ and viruses /21, 22/.

The hyp is that the ionary conservation of the 6’ subunit and its homologues is due to
their catalytic role in RNA clongation is contrary to the common assumption, which states that the
caulytic site of the E. coli RNA polymerase is located in its B subunit. According to this scheme, B
is assumed to be involved solcly in binding to the DNA wemplate /23/. This traditional view is
supporicd by a number of experiments involving metal substitution /24, 25/, photolabeling 26/,
affinity-labeling /27/, and antibody-induced inhibition studies /23, 28/,

However, there is compclhnb evidence suggesting that the E. coli RNA polymerase 8' subunit also
plays a direct role in RNA elongation /11, 12/, This evidence includes a) lhc well established fact
that in eukaryotic RNA polymerases the catalytic site in the el ion i$ located
in the largest subunit /29-33/, Thercfore, the striking similarity between the largest subunits of
cuk.—u—youc RNA polymerases and lhc E, coli B' subunit discussed above suggest that these

ides may have i Tt (ollows lnglcally that the RNA clongation snu:
mus! be located in the A+C T of archaceb: ial RNA poly b g
known to inhibit RNA ef ion in E. coli by i ing with the 8 subunit. However, in Bacxllu:

subtilis streplolydigin sensitivity is located in the 8 subuml.. ¢) the Zn** atoms required for RNA
polymerase activity are bound only to the B. subtilis B’ subunit; and d) monoclonal antibodies
directed against the E, coli 8 subunit inhibit RNA clongation /34/.

Thcsc two app. ly ictory hypoth on the roles of the E. coli RNA polymerase B and §'

can be iled by ing that the genes coding for these two polypeptides are the
resuit of an carly tandem duplication event. This hypothesis explains their similar involvement in
RNA synthesis summarized above, and is supportcd by a) the genetic Jinkage of the DNA sequences
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coding for the two largest subunits of prokaryotic RNA polymerases. In the E. coli rpoBC operon
the gene for the B subunit is followed by that coding for B' /35/. In archacbacteria the A plus C
genes are also colinear, and homologous to the B' subunit, and the organization of their operon is
similar to that of E. coll /36/; b) both the E, coli B and 8' subunits have a DD domain, a hydrophobic
stretch of 14 amino acids centered around an Asp-Asp pair, which is highly conserved among viral
snd cellular RNA polymerases /37, 38/, which apparenlly plays an essential catalytic and/or
structural role in nucleic acid polymerases /14/; and c) the existence of a segment formed by 113
amino acids, located towards the C-terminal end of the E, coli B' subunit, homologous to a region
found towards the central part of 8 (Figure 1). Alignment of thcse two segments shows that 20
amino acids in the corresponding it are i i and 48 amino acids arc conservative
replacements. .
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Fig. 1. Homologous regions of E. coli DNA-dependent RNA p B8 and B
subunits. Identical amino acids are boxed. Conservative substitutions are marked with
an asterisk (*).

AN ANCIENT RNA-BINDING SITE?
Polynucleotide phosphorylase (PNPase) is an enzyme first discovered in E. cofi by Grunberg-

Mamgo and Ochoa /39/, and later found in many bacteria and plant ceils /40, 417. PNPasc is an
oligomeric enzyme formed by three identical nlph.a subqnirs /42/, which are required to catalyze in

vlllra‘n) the polymerization of rib b) the phosphorolysis of
poly in the p of phosph. and ¢) an h reaction between free
and the i hosphate of ribonucleosides /40/.

Kinetic analysis has shown that PNPase has a catalytic center and a RNA binding site /43-45/. The
E. coli pnp gene was cloned by Portier and his /46/ and seq d by Regnicr ct af
/l}/. who reported the existence of a 69 amino acid-stretch of the C-end of PNPase, homologous
with a RNA-binding site represented by four stretches located in the middle and C-terminal portions
of the E, coli ribosomal protein S1 /47/.

‘We have compared this RNA-binding region with the avai amino acid of 1,
archaebacterial and eukaryotic RNA pol Seq! 1 was p d usin d
and is ibed in detail /48/. As shown in Figure 2, at least part of the

MR 2040
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B' subunit and ite

RNA poly
1 and eukaryotic enzymes. This is particularly true for the

of the

utative RNA-binding site previously described for the E. coli PNPase and the S1 ribosomal protein
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Fig. 2. A highly conserved cight amino acid stretch formed by GGREGLYVD found in

the RNA-binding domain preseat in the

the ribosomal protein S1 (RPS!),
and its homologues from M.

RNA pol

(H.M), Sulfolob

erascs and PNPase and the ribosomal protein S1 (RPS1) arc
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cerevisiae R'NA polymerase 1T (Sc.IT), S. cerevisiae RNA polymerase 1T (S.c.IiI), and
boxed. Conservative amino acid replacements are shown in uppercase letiers.
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‘The domains in which the GGREGLVD sequences are found are among the most conserved in the
RNA polymerase, and no particulas function has been assigned 10 them. The homologics presenied
in Figure 2 suggest that PNPase, the ribosomal protein S1, and RNA polymerases may interact in
-the same way with RNA molecules. Since only one copy of the RNA-binding domain is present in
RNA polymerascs, it is possible that this is enough o bind to RNA moiecules, as occurs with the
yeast poly(A)-binding protein /49/, while PNPase end SI protein may require multiple copics of this
domain /13/. Morcover, the evolutionary conservation of the GGREGLVD in the RNA polymerases
of the three cellular lincages suggests that it was present in their common ancestor, i.c., the
progenote.

THE SUBSTRATE AND TEMPLATE
AMBIGUITIES OF POLYMERASES
Both DNA- and RNA-poly 1  that in addition to Z+ require edditional
metallic cations such as Mg*+, wnhoul which the b ical sy is of p cannot
mkeplacc/SO/ It is & well blished fact that the substituti ofMg""byMn"”mmscsme
ion of deoxyrib leotides by DNA-dependent DNA and aliers their
substrate specificitics /50/, The same effect has been for D\" 4 dent RNA poly
/514, Additional evidence of the in vitro and in vivo of sub and )

specificities of nucleic acid polymerases is shown in Table 1.

TABLE 1, Alwmate functions of nucleic acid pofymerases

Enzyme Normal Activity Alicrnaie Role Reference
E. coli DNA DNA-dependent incorporatzs NTPs in 161/
polymesase 1 DNA polymerase nascent DNA chains
(with Mg*h)
reverse transcripiase 162-64/
(with Mat++)
E. coli RNA DNA-dependent RNA-dependent RNA 51
polymerase RNA pol {repli
(with Mn**)
Coliphage T7 DNA-dependent RNA-dependent RNA 165/
RNA polymerase polymerase (replicase)
E. coliDNA DNA-dependent incorporates NTPs 166-68/
primase RNA polymerase producing mixed primer
HIV-IRT RNA-dependent RNA-dependent RNA
AMV-RT DNA polymerase polymesase (replicase) nay
. (with Ma**)
The hypothesis that the yti of extant cellular RNA polymerases was initially RNA
ie., was a repli is strongly d by the obsewauon that DNAW! RNA

polymesases can utilize different classes of RNA and :ymheuc
/51/. Thus, the evidence that suggest that the catalytic site ived in RNA clongs ion is located
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in the E. coli 8" subunit and its homologues, implies that this polypeptide is directly involved in
RNA synthesis reading RNA or polyri na.

Although Mg** appears to be universally requircd for all known RNA- and DNA polymerascs, uns is

not the case for reverse transcriptases (RTs), i.e., RNA DNA poly 1524 i d

in the tcphcauon of viral and non-viral relmlnnsposons /53/. Some RTs, like the avian

myeloblaslosxs virus (AMV) RT require Mn*"' It is likely that the cationic requirements are not
but reflect phy ips among different RTs /54, 55/,

We have examined the role of Mn** in the modification of the substrate specificity of RTs, using a
human immunodeficiency virus (HIV1) panially purified RT, and AMV RT, which is comm:rcially
available from Sigma Chemical Co. (USA). Since it has been shown that reverse transcription can
be accurately studied in vitro using poly (rC)-oligo (dG) as a u:mplau:-pnmcr syslcm 156 57, uus
system was c.mploynd in the presence of Mn** and labeled rib

a d have been described in further detail clscwhcrc 14/, Ou!
results cl:arly mdxcau: that the subsmuunn of Mn*+ for Mg** medifies the substrate specificity of
these two RTs, ing them into repli i.c., into RNA As

RNA pi
shown in Table 2, the major factor mﬂucncmg the AMV RT substrate spemrmy is the metallic
cation added to the incubation medium,

TABLE 2, Optimal conditions for the enzymatic activity of the AMV-RT*
Reverse T i RNA
pH 8.3 8.3
MpCl2 2t05mM —
MnC12 o 1.0 mM
KQ1 40 mM 40mM

* With poly(c)-oligo(dG) as iemplate-primer as described in /14/.

The results summarized in Table 1 clearly indicate that nucleic acid polymerases are very seasitive to
cation changes, i.c., limited modxr'cauons of the catalytic and binding sites induced by Mn** can
alter the sub and of poly As noted recently by Visscher and
Schwartz /5/, who have sludlcd lhc calalyuc role of Mn*™* in late-directed oli ization of
nucleotide analogues, this metallic cation reduces base stacking, and may interact with the
substrate, Furthermore, in the cxperiments we have described Mn** must be forming non-covalent
bonds with the metal-binding sites that exist in RTs molecules, Thus, the role of Mn** in the
system we have described may be 1, involving si with the
template, the substrate and the RTs /14/.

These observations on the ambiguous specificitics of extant nucleic acid polymerases also have
evolutionary implications. As noted elsewhere /14/, the transition from RNA cellular genomes o
Joubl d DNA mol

les that is usually d 10 have taken place during the early Archean,

could have involved the exi of a) diffe nucleic acid palymerases (at least, a RT, anc DNA-
dcpendenl DNA polymerase and a DNA primasc); o b) nucleic acid poly of broad,

p The results summarized hcm support the second allemnative,

ic., they suggcsl that novel catalytic properties of nucleic acid polymcrascs required only minor
lertiary structural modifications, and that the specificity observed in RNA polymerases, DNA-
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dependent DNA polymerases and RTs probably resulied after gene duplication events. Thercfore,
although there is convincing evidence of the monophyletic origin of exiant viral and non-viral RTs

/58/, the hypothesis that these polymerases are directly d ded from an Archean RT
cannot be automatically supported, since our results suggest that primordial reverse transcription
activity could have been mediated by early proteinic poly of broad and
specificity /14/,

CONCLUSIONS
There is a iderable gap in our ing of the from small catalytic

y

peptides like His-His, and the enzy 1 to porary nucleic acid poly . This
gap may be filled in when detailed models of the origin and early evolution of ribosome-mediated
protein biosynthesis become available. Such a problem is beyond the scope of this article (and,
perhaps, beyond our theoretical and experimental abilities), However, we have argucd here that
vestiges of one of the oldest ic. the 1 i are found in the eubacterial RNA
polymerase B’ subunit and its homologues among the archaebacterial and eukaryotic DNA-dependent
RNA polymerses.

The hypothesis that the B° subuanit and its homologues are directly involved in the RNA elongation
reaction is also supporied by the presence in these polypeptides of a highly conserved eight amino
acid stretch found in a small RNA-binding scquence previously described for PNPase and the S1
protein by Regnier and his colaborators /13/.

AMBIGUOUS SUBSTRATE RECOGNITION

SPECIFIC SUBSTRATE RECOGNITION

UNREGULATED CATALYSIS

REGULATED CATALYSIS

Fig. 3. Evolution of enzymatic activity

The resulis ized here on the sub: ificity of nucleic polymerases support Waley's
159/ and Jensen's /60/ models of enzyme cvolution, which suggest that primitive :npzoymcs were

n l b L] catalysts. Thus, in the course of biological evolution primitive
biological catalysis have evolved into highly specific, regulated, and in many cases, oligomeric
enzymes (Figure 3).




e A Lazcasoeral.

ACKNOWLEDGEMENTS

We are indebied to Drs. Jaime Sepulveda Amor and Federico Chavez Peon, of the Mexican Ministry
of Health, for their constant support and encouragement. One of us (A.L.) would like to

ledge the sti i i of the 1990 C i itario (UNAM, Mexi
during which parts of this work were wrilten. We are grateful to Drs, Alan W, Schwartz and Andre
Brack for their careful reading of the manuscript. We would also like 1o thank Tamara Smith and
Thomas Mills for their work in the preparation of this paper in its final form. This work has been
supported in part by CONASIDA-Mexico (A.L.) and NASA Grant 44-005-002 (J.0.).

REFERENCES

1. A. Lazcano, J. Oro and S.L. Miller, Precambrian Res. 20, 259 (1983)
1. Oro, S.L. Miller and A. Lazcano, Annu. Rev, Earth and Planct. Sci. 18, 317 (1990)
E. Stephen-Sherwood, D. Odom and J. Oro, J. Mol. Evol. 3, 323 (1974)

p oW N

P.K. Bridson and L.E. Orgel, J. Mol. Biol. 144, 567 (1980)
5. 1. Visscher and A.W. Schwartz, J. Mot. Evol. 29, 284 (1989)

$. Shen, A. Lazcano and J. Oro, J. Mol. Evol. (in press) (1990)

T.R. Cech, Science 236, 1532 (1987)
A.W, Schwartz and L.E. Orgel, Science 228, 585 (1985)

© ® Noo

. G.F. Joyce, AW, Schwartz, S.L. Miller and L.E. Orgel, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84, 4398
(1987)

10. A. Lazcano, R. Guemero, L. Margulis and J. Oro, J. Mol. Evol, 27, 283 (1988)

11. A. Lazcano, Treballs Soc. Cat. Biol. 39, 73 (1986)

12. A. Lazcano, J. Fastag, P. Gariglio, C. Ramirez and J. Oro, J. Mol Evol. 27, 365 (1988)
13. P. Regnier, M. Grunberg-Manago and C. Portier, §. Biol. Chem. 262, 63 (1987)

14, A. Lazcano, V. Valverde, Greco-Hemandez, P. Gariglio, G.E. Fox and J. Orb, J. Mol. Evol., in
press (1990)

15. B. Albents, Am. Zool. 26, 781 (1986)

16, W. Gilbert, Nature 319, 618 (1986)

17. G/F. Joyce, Nature 338, 217 (1989)

18. M. Eigen and P, Schuster, Naturwissenchaften 64, 541 (1987)
19. P. Schuster, Adv. Space Res. 4, 143 (1984)

20. G. Puhler, H. Leffers, F. Gropp, P. Palm, H.P. Klenk, F. Louspeich, R.A. Garrett and W, Zillig,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86, 4569 (1989)

21, §.S. Broyles and B. Moss, Proc. Natl. Acad, Sci. USA 83, 3141 (1986)
22. P. Roy, A. Fukusho, D.G. Ritter and D. Lyon, Nucleic Acid Res. 16, 11759 (1988)
23. T. Yura and A. Ishihama, Annu. Rev. Genet. 13,59 (1979)



24,
25.
26.
27.
28,
29.
30.

3.
32,

33,
34

35,

36.

37
38.
39.

40.

41,
42,
43,
44,
45,
46.
47.
48.

49,

Nucleic Acid Polymersses @as
’

D. Chatterji and F.Y.H. , Biochemistry 21, 4651 (1982)

D, Chatterji and F.Y.H. Wu, Biochemistry 21, 4657 (1982)

N. Reutsch and D, Dennis, J, Biol. Chem. 260, 16310 (1985)

VW, A g, H. bach and F. in, Biochemistry 15, 2086 (1976)

A. Heil and W. Zillig, FEBS Leit. 11, 165 (1976)
J. Matial, J. Zaldivar, P. Bull, A, Venegas and P, Valenzuela, Biochemistry 14, 4907 (1975)

A. Ruet, A, Seatenac, P. Fromageot, B. Windson and F. Lacroute, J. Biol. Chem. 255, 6450
(1980)

AL, Greenleaf, J. Biol. Chem. 258, 13403 (1983)

K.M. Rose, K.A. Maguire, IN.D. Wurpel, D A, Stetler and E.D. Marquez, J. Biol. Chem. 258, °
12976 (1583)

D.E. Coulter and A.L. Greenleaf, J. Biol. Chem. 260, 13190 (1985)
P. Rockwell, E. Beasley and J.S. Krakow, Biochemistry 24, 3240 (1985)

J. Scaife, in RNA Polymerase, eds. R. Losick and M. Chambertin, Cold Spring Harbor
Laboratory, New York, p. 207 (1976)

W. Zillig, P. Palm, W.D. Reiter, F. Gropp, G. Puhler and HP. Klenk, Eur. J. Biochem. 173,
473 (1988)

G. Kamer and P, Argos, Nucleic Acid Res. 12,7269 91984)
P. Argos, Nucleic Acid Res. 16, 9909 (1988)

M. Grunberg-Manago and S. Ochoa, . Am. Chem. Soc. 77, 3165
(1955)

T. Godefroy-Colburn and M. Grunberg-Manago, in The Enzymes, ed P.D. Boyer, Academic
Press, New York, vol. 7, 533 (1972)

Z. Kahn and H. Fraenkel-Conrat, Proc. Natl, Acad. Sci. USA 82, 1311 (1985)

C. Portier, Eur. J, Biochem. 55, 573 (1975)

M.N. Thang, R.A. Harvey and M. Grunberg-Manago, J. Mol. Biol. 53, 261 (1971)
T. Godefroy, Eur. J. Biochem, 79, 233 (1970)

A. Guissani, Eur. J. Biochem. 86, 473 (1977)

C. Porticr, C. Migot and M. Grunberg-Manago, Mol, Gen, Genet. 183, 298 (1981)
B, Wittman-Licbold, L. Ashman and M. Dzionara, FEBS Leut. 1154, 31 (1983)

A. Lazcano, V. Llaca, R. Cappello, T. Mills, G.E. Gox and J. Oro, J. Mol. Evol, (in
preparation)

A.B. Sachs, R.W. Davis and R. Komberg, Mol. Cell. Biol. 7, 3268 1987)



(A)ils A, lazcano etal.

50. A.S.Mildvan and L.A, Locb, CRC Crit. Rev., Biochem. 6, 219 (1979)

51. V. Llaca, E. Silva, A, Lazcano, L.M. Rangel, P. Gariglio and J. Oro, in Prebiological
Organization, eds. F. Eirich and C. Ponnamperuma, A. Deepak Publ. Co., Hampton, Virginia,
247 (1990)

52. H. Varmus and P. Brown, in Mobile DNA Elements, eds. M., Howe and M. Berg, American Soc.
of Micrcbiology, Washington, p. 53 (1989)

5§3. A.M. Weiner, P.L. Dicninger and A. Efstratiadis, Annu. Rev. Biochem. 55, 631 (1986)

54, N. Sagata, T. Yasunaga, J. Tsuzuku-Kawamura, K. Oshini, Y. Ogawa and Y. Ikawa, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 82, 677 (1985)

§5. P, Sonigo, M, Alizon, K. Staskus, D. Klatzmann, S. Cole, O. Danos, E. Retzel, P, Tiollais, A
Haase and S. Wain-Hobson, Cell 42, 369 (1985)

56. G.F. Gerard, F, Rottman and M. Green, Biochemistry 13, 1632 (1976)

57. A.A. Kicssling and M. Goulian, Biochem. Biophys. Res. Comm. 71, 1069 (1976)

58. R.F. Doolitile, D.F. Feng, M.S. Johnson and M.A. McClure, Quart. Rev. Biol. 64, 1 (1989)
59. S.G. Waley, Comp. Biochem. Physiol. 30, t (1969)

60. R.A. Jensen, Annu. Rev. Microbiol. 30, 409 (1976)

61, P, Berg, H. Fancher and M. Chambexlin, in ) eds. HI. Vogel, V.
Bryson and J.O. Lampen, Academic Press, New York, p. 467 (1963)

62. JLF. Karkas, G.5. Jannis and E. Chargaff, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 69, 398 (1972)
63. J.D. Karkas, Proc. Naul. Acad. Sci. USA 70, 3834 (1973)

64. L.A. Locb, K.D, Tarwof and E.C. Travaglini, Nature 242, 66 (1973}

65. M.M. Konarska and P.A. Sharp, Cell 57, 423 (1987)

66. A. Komberg, Biochem. Soc. Trans 5, 359 (1977)

67. L.Rowen and A. Komberg, J. Biol Chem. 253, 770 (1978)

68. R.McMacken and A. Komberg, J. Biol. Chem. 253, 3313 (1978)



	Portada
	Índice
	Resumen
	1. Introducción
	2. Evolución de las RNA Polimerasas
	3. La Proteína Ribosomal S1
	4. La Proteína que Polimeriza al Azar: PNPasa
	5. Material y Método
	6. Resultados
	7. Discusión y Conclusiones
	8. Referencias



