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Resumen.

La distribucion filogenética de los genes de biosintesis de pirimidinas
sugiere gue es una ruta muy antigua que ya se encontraba presente en el Gitimo
ancestro comun de iodos los seres vivos (es decir, el cenancesiro} y muy
probablemente desde antes. La evidencia indica que el cenancestro poseia la
sintesis de novo casi completa hasta citosina tri-fosfato, podia sintetizar
desoxirribonucledtidos a partir de ribonucledtides y, finaimente, era capdz des
catalizar la formacion de deoxitimidina tri-fosfato a partir de deoxiuridina mono-
del metabolismo de pirimidinas no se encuentra conservado entre los genomas
estudiados, salvo en el caso de los micoplasmas
{(Mycoplasma genitalium y M. prneumoniae} en donde el orden aparsce
practicamente idéntico, lo cual es facil de entender dada la cercania filogeneética
entre estos dos organismos. Al comparar los genes de la biosintesis de pirimidinas
de los gencmas completos de Escherichia col, Helicobacter pylori, Haemophilus
influenzae, Bacillus subtilis, Mycoplasma genitalium, M. pneumoniae,
Synechocystis sp., Methanococus Jjannaschii, Methanobacterium
thermoautotrophicum, y Saccharomyces cerevisiae enire si, jJunto con los genes
que los rodean, se encontrd que las especies filogenéticamente mas cercanas
comparien estructuras similares en el acomodo de los genes. Sin embargo, con
estos genomas completos secuenciados no es posible determinar la organizacion
espacial de 1os genes de la biosintesis de pirimidinas en el Ultimo ancestro comin
{cenancestro), ni tampoca determinar |z estructura de(l) el {los) operon(es) de
estos mismos genes gue estuvieran presentes en el cenancestro; con excepcidn
de los genes pyrd y pyrB de la enzima carbamoil-fosfato sintasa, cuyo arreglo a lo
largo de los tres dominios sugiere que estos sé encontraban contigucs ya en el
cenancestro. El anélisis de fas secuencias reveld que existen cuatro grupos
moneofiléticos de enzimas dentro de la biosintesis de pirimidinas, o que sugiere
que al menos parte de la ruta de biosintesis de pirimidinas fue formada por un
extenso fenomeno de duplicaciones paralogas, posiblemente via patchwork, Se

calcularon arboles de distancia para ias secuencias compartidas por fos tres



dominios para estudiar su viabilidad como marcadores ﬁ'nogenétircos. De los 14
grupcs de genes ortdlogos, cuatro apoyan una filogenia Archaea-Eucarya, cinco
una filogenia Bacteria-Archaea como grupos hermanos, unc como Bacteria-
Eucarya y cuatro no mostraron un agrupamiento claro de los dominios celulares.
También se estudiaron las distintas propuestas de sintesis prebidticas de
pirimidinas y su relacion con los datos obtenidos a partir del analisis de secuencias
baio las hipdiesis de evolucidn de rutas metabodlicas. Los datos sugieren gue el
metabolismo de pirimidinas se enzambld principaimente mediante un mecanismo
de paichwork (Jensen 1876). Al parecer la sintesis de desoxirmbonuclectidos
evoluciond a partir de ribonucledtidos en un proceso gue se CONoCe COmMo
evolucion “hacia delante” Granick (1957). No se encontraron evidencias de mas

de dos pasos metabolicos contiguos que apoyen un mecanismo de evolucion tipo
Horowitz,



Abreviaturas.

CPS, carbamoil-fosfato sintasa, DHO, dihidroorotato; DHU, dihidrouracilo; EC,
Enzyme Code {Coédigo de Enzimas); FAD, flavina adenina dinuceidtido,GAT,
glutamino amido-transferasa; LCA, ditimo ancestro comdn de todos los seres vivos
actuzles (cenancestro); UV, rayos ultra violeta.



2 entender & papel que ha ternido \a dupiicacion génica en el ensamblaje evolutivo
de uno de ios procesos centrales de la vida, asi como cual era la naturaleza del
material genético del cenancestro.

Por ofra parte. ef problema del enraizamiento del arbol universal esté intimamente
ligado a la naturaleza del ultimo ancestro comdn de todos los seres vivos. Cuatro
diferentes filogenias de genes paralogos (lwabe ef a/ 1983, Gogarten ef af 1989,
Brown y Doolittie 1995, Lawson 1896), proveen un consenso general de que la
raiz de &rbol universal, gueda en slguna parte en e dominic  Bacteria,
posicionando a Archaea y Eucarya como grupos hermanos. De cualguier forma,
existe incertidumbre de esie enraizamiento, pues cada conjunio de genes
pardlogos presenta prablemas particulares (Brown y Doolittle 1897). Al parecer,
los genes gue participan en los llamados roles informativos, tieneden a generar
filogenias en donde jos dominios Archaea vy Eucaria aparecen como grupcs
hermanos, mieniras que l0s genes que participan en roles metabdlicos no. En este
trabajo se han hecho arboles filogenéticos a partir de las enzimas ortdiogas de la
biosintesis de pirimidinas, presentes en os tres dominios con ¢! fin de estudiar [as

relaciones filogenaticas de los genes gue conforman éste metabolismo.

Este es el pnmer intento por hacer un andiisis evolutivo del origen de la ruta
biosintetica de pirimidinas. Hemos analizado el papel que la duplicacién génica ha
tenido en la evolucion temprana del metabolismo de pirimidinas, asi como cuales
eran las posibles habilidades de biosintesis de pirimidinas en el dltimo ancestro
comun de todos los seres vives, v las filogenias generadas a parir de las enzimas

homdlogas presentes en los fres dominios celulares.

La naturaleza del cenancestro, asi como el origen y la evolucidn temprana de las
rutas biosintéticas basicas son dos preguntas que pueden ser ahora abordadas
gracias a la disponibilidad de una gran cantidad de las secuencias de genes
perienecientes a los ires dominios celulares: Archaea, Bacteria y Eucarya, y la

informacion gue nos proveen fos genomas secuenciados.



1.1 Biosintesis de nucledtidos de pirimidinas,

f.a primera parte de la biosintesis de novo de las pirimidinas comienza con la
farmacién de carbamoil-fosfata a partir de glutamina, HCQ3 y ATP (en este punto

se conecta con ia biosintesis de la arginina) y termina con la formacion de orotato.

Enzima Reaccion Gen

o sintasa ‘!, pyrAs, pyrib
carbamon-fosfato — | sintesis de arginina _l
Aspartato carbamoil transferasa + pyrB, pyrl

carbamoil-aspartato
Dihidreoratasa

,; pwrC
dihidroorotato
Dihidrooretato oxidasa _pyrD
orotato (+PRPP}
Orotate fosforibesiliransferasa PWE
orotidina §°-fosfato
{OMP)
OMP descarboxilasa pyrF
Undina 5"-fosfate (UMP)
Undilato cinasa # pyrH
ubpP
Nucleoside difosfato cinasa + ndk
UTP
CTP sintasa + pyrG
CTP

Flgura 1. Enzimas y genes involucrados directamente en la sintesis de novo de
pirimidinas.

En la segunda parte, al orotato se le agrega una ribosa fosforilada por medio de la
enzima orotate fosforribosiltransferasa para formar OMP, con el cual se forma
UMP mediante l2 accidn de la OMP descarboxilasa, (Figura 1).
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A partir dei uridiiaio se forman todos los demés nuclediides de pirimidinas de novo
por medic de una serie de reacciones que incluyen fosforilaciones, aminaciones,
desaminaciones, oxidaciones y reducciones. La sintesis de pirimidinas via las
rutas de salvamento consiste principalmente de las siguientes reacciones: &)
conversion directa de base a ribonucledfido paor las fosforibosil transferasas; b)
conversién dirscta de nucleosido a nucledtido por las nucledside cinasas y c¢)
conversidn reversible de base a nucleosido por las nucledsido fosforilasas. Las

mismas reacciones ocurren en las rutas de saivamenio de purinas.

El catabolismo de pirimidinas se realiza separando los nucledsides en sus
respectivas bases y azdcares, para después excretar ta base, o0 romper ¢l anillo
para formar NH,*, CO; y R-aminoacidos (Berens ef al, 1685).
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1.2 Evclucian de rutas metabdlicas.

La aparicién de las rutas biosintéticas basicas fue unc de ios eventos
principales durante la evolucion temprana de la vida, ya que permitié a los
organismos primitivos volverse menos dependientes de las fuenies externas de
aminoacidos, purinas, pirimidinas y ofros compuestos que se debieron acumular

en el ambiente primitivo como resultado de la sintesis prebictica (Fani ef a/, 1995).

El primer intento por explicar el origen de las rutas metabolicas basado en las
ideas de Oparin {1938} fue propuestoc por Norman H. Horowitz {1845), quien
propuso que el aumento y evolucion de las vias biosintéticas es debido a la
adguisicidon secuencial de enzimas en un orden inverso a la direccidén de
biosintesis de las rutas actuales (Figura 2). Asi. la ultima enzima de la ruta
biosintética seria la mas antigua y la primer enzima, la mas nueva. Es por eso que
asta hipdtesis es también conocida como hipdtesis retrograda.

c b a

D —$C - p B ——p A

Fig 2. La enzima a toma el compuesto B y lo transforma en A, al agotarse B en el
medio prebidtico, el gen de la enzima a da origen a la enzima b por medio de una
duplicacidn génica, seguida de mutacién. La nueva enzima utiliza ef compuesto C
para producir B, v asi sucesivamente,

8in embargo, esta teoria tiene limitaciones (Lazcano ef al, 1995) entre las cuales
destacan:

a) lamayoria de los intermediarios metabdlicos son quimicamente inestables y es

dificil de explicar su sintesis y acumulacion en los ambientes prebidticos.

b) la mayoria de los intermediarios metabolicos son compuestos fosforilados gue

no pueden permear las membranas primordiales en ausencia de un sistema



12

especializado de transporte, los cuales probablemente estaban ausentes en las
células primitivas.

La hipdtesis retrograda implica que, los pasos sucesivos en las rutas
metabblicas deben de ser quimicamente similares. Con la excepcion de los
siguientes ejemplos no se conocen muchos casos que satisfagan esta
condicion: 1) las enzimas de la biosintesis de la B-cistationasa y cistation y-
sintasa (Belfaiza ef al. 1986); 2) la protoclorofilida reductasa y clorin reductasa,
las cuales estén involucrados en iz biosintesis de Ia bacteriociorofiia {Burke ef
al, 1893); y 3) fos productos de los genes hisA v hisF, ios cuales participan en
el anabolismo de la histidina (Fani o al, 1995); Los genes metB y metC
{segundo y tercer paso de la biosintesis de la histidina respectivamente)
reportados como homélogos y los genes argA y argB (primer y segundo paso
en la biosintesis de la arginina respeciivamente} {ambién homdiogos (Riley,
1986) (Islas, S. comunicacion personal) . Sin embargo, el caso de los genes
argA y argB no se puede considerar como un casé concluyente de el
mecanismo de evolucidn retrograda, ya que las dos enzimas catalizan
reacciones quimicamente equivalenrtes y durante la evolucidn temprana de
esta ruia pudo existir una enzima ancestral mas inespecifica que catalizara
ambas reacciones (Islas ef al. 1988),

Finalmente, el hecho de que se encuentren dos enzimas que sen homdlogas y
que catalicen pasos secuenciales, también puede ser explicado por la hipotesis
de patchwork {Becerra ef al, 1997b).

Por otro lado, Waley (196%) propuso que la evolucion de las rutas metabdlicas

podia ser debida a cambios minimos en la copia de un gen duplicado teniendo

como resultado una nueva enzima capaz de catalizar una reaccion similar.
Independientemente, Ycas (1974) y Jensen (1878) arguyeron que las rutas

bicsintéticas primordiales fueron ensambladas por el reclutamiento de enzimas

lentas e ineficientes con una baja especificidad por el substrato (Fig. 3).
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Si dicho proceso ha tenido fugar en el pasado, entonces deben de quedar huellas
de este en las secuencias aminoacidicas de las enzimas que participan en las
rutas metabdlicas actuales. Existen pruebas de que esto fue asi. La homologia (a)
de las ATP fosforibosiltransferasas (hisG) junto con otras fosforibosiltranferasas y
nucleotidasas; (b) de los genes hisC y hisH de la biosintesis de histidina (Fani, Lid
y Lazcano, 1895); (c) las adenina deaminasas, AMP deaminasa y adenilsuccinato

sintasa; y (d) las inosina monofosfate deshidrogenasa con las guanosina
monofosfato reductasa (Becerra y Lazcano 1997) forman parte de las primeras

A G

bicsintéticas. Este mismo tipo de ewvolucién en pafchwork parece ser el
responsable al menos en parte, de la ruta biosintética de pirimidinas. Como se
demuestra en este trabajo, |z homologia entre la CTP sintesa (EC6.3.4.2)yla
carbamoil-fosfato sintasa (EC 6.3.5.5); el grupo monofilético formado por las
enzimas nucleosido-fosfato cinasa (EC 2.7.4.4), cTMP cinasa (EC 2.7.4.9),
nuclecsido-rifosfato-adenilato cinasa (EC 2.7 410} vy citidilato cinasa (EC
27.4.14), el de las enzimas dihidrooratasa (EC 3.52.3) v la dihidropirimidinasa
{EC 3.5.2.2); y finglmente, el conjunto de la ribosa-fosfato pircfosfocinasa (EC
2.7.6.1), orotato forforibosiltransferasa (EC 2.4.2.10) v uraci fosforibosiltransferasa
(EC 2.4 2.9), apoyan esta idea.

Una tercera hipdtesis de evoiucidon metabolica fue generada por Granick (1957) ia
cual estd basada en la creencia Haeckeliana de que la ontogenia recapitula la
fiicgenia, por lo que conciuyé que la biosintesis de algunos productes
relativamente complicados podia ser explicada a partir de compuestos mas
sencillos por una evolucion "hacia delante”. Este modele asume que los
compuestos bioguimicos simples son mas antiguos que los compuestos finales
complejos y por lo tanto que las enzimas gque catalizan los primercs pascs en una
ruta biosintética son mas antiguas que las enzimas que catalizan los Ultimos

pascs. De esta manera los pasos de la ruta biositética reflejan su historia
eveolutiva.
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rutal  ruta? rote3 ratal  ruta2  rutad
pasol  pasol  pasol la duplicacién segmda pasol pasol  pasol
| de seleccidn  natural |
pasel pasel ) da origen a enzmmas ) pasol pasoZ
| E} homdlogas en distintos E:) |
paso3 pasos metabélicos de paso3
L de distmtas rutas. rﬂ
i Enzima prinufiva } pasol| |puasol| | pase
T
v v v v v v
pasod  pose3  pasod pasod  paso3  pasol

Figura 3. Ensamblaje de las rutas metabdlicas. mediante un mecanismo de
patchwork.
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1.3 Planteamiento.

La naturaleza del Gitimo ancestro comUn de todos los seres vivos, es una cuestion
fundamental que puede ser ahora abordada por los evolucionistas moleculares
gracias & |a informacion disponible,

La sintesis de nucleétidos de pirimidinas se encuentrs entre los procesos centrales
de la vida ya que se encarga de sintetizar parie de los bloques consiructores del
RNA y el DNA. Determinar las habilidades que el LCA podia fener para
metabolizar pirimidinas, nos puede ayudar a entender la naturaleza del genoma
del cenancestro, es decir, si este era de DNA © de RNA. En principio, el genoma
del cenancestro puede ser visto como €l conjunic de genes y estructuras
gendmicas que son compartidas per los tres dominics, ya que a partir de esia lista
se pusde sugerir la estructura de las rutas metabdlicas de LCA (Brown y
Doolitle1897). Por uitimo, en algunos casos es posible deducir |2 estructura de las
rutas metabolicas anteriores al cenancestro a partir de grupos moncfiléticos de
enzimas encontrados en los genes preseﬁtes en sus descendientes. Ello permite '
ascmarse a etapas de evolucion metabolica previas, que hasta ahora no han sido
descritas.

Es generalmente aceptado gue los primeros seres vives se originaron a partir de la
sopa primitiva, y que dependian de [a abundancia v diversidad de los compuestos
organicos de origen prebidtico para su supervivencia (Oparin, 1938). Los
problemas relacionados con la sintesis abidtica de iodos los precursores
metabdlicos y su acumulacion en la sopa primitiva, limitan la validez de la hipdtesis
retrograda (Horowitz 1945). Por el contrario. los resuliadcs obtenidos a partir de fa
distribucion de genes en el genoma, ia estructura de ios operones de pirimidinas, y
el andlisis de las secuencias parecen indicar que e! metabolismo de pirimidinas fue
ensamblado mediante una serié de duplicaciones parélogas prebablemente via
patchwork. Estudiar éste proceso es el objetive central de este trabajo.
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1.4 Objetivos.

- Determinar el papel de la duplicacién génica en la evelucidn temprana del
metabolismo de pirimidinas.

- Generar una propuesia sobre las habilidades metabdlicas de la biosiniesis de
pirimidinas del cenancestro,



2. Material y métodos.
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Se utilizaron las secuencias disponibles de los genes que codifican las

proteinas que participan en la ruta de biosintesis de pirimidinas:

carbamoil-fosfato sintasa ..o oo
aspartato-carbamoil transferasa ... e

dihidrooratasa ..

dihidroorotato oxrdasa —

orotaio fosfo-ribosil- transferasa

orotidina 5'-fosfate dnscarbox:lasa
ribosa fosfato pirofosfocinasa

orofato reductasa ..
uracil desmdrogenasa

uracil fosfo-ribosil- transferasa L
dihidropirimidina deshldrogenasa (NADP+)

tiorredoxin reductasa (NADPH;) ..
ribonuclétide reductasa .. .
ribonucledtido-trifosfato reductasa
timidilato sintasa ..

desoxicitidilato 5- hrdrcxlmetll transferasa
purina nucleosido fosforilasa ... ..o e
pirimidina nucleosido fosforilasa ..o e
uniding fosforilasa ... ..o e

timidina fosforitasa ...............

HIMHAINE CINBSE oo o o e o et e it e e et e e e
URGINE CINBSE et et i e tie oe et eee e et e v et e eee e aeean e eeeat o eae e s

desoxicitidina cinasa .
uridilato cinasa .
nucleosmc—fosfato cmasa

nucleosido-difosfato cunasa e et e re it et e e rre e eem et tba aee e eanne

timidilato cinasa .

nucledsido- tnfosfato ademlato cmasa

citidilato cinasa .......c.cceeen. oL

B UCIEOUESE ... . e et e
AhIArOPINMIGINGSE ...t et e e e e e e
citosina deaminasa ... ...

CHIdINE dBaminNESa ... e e e e e e e e
ACMIP GRAMIMASE ..\ iie e e et eee e et e et e b i e e aassranens

1 100 W e T=T- 1 F o -t PO

apirasa .

(EC635.5)
.(EC2.1.3.2)
..(EC3523)
(EC 1.33.1)
(EC2.42.10)
. (EC 4.1.1.23)
{EC276.%)
{EC 13.1.14)
...(EC 1.1.89.19)
. (EC24.2.9)
wen (EC1.3.1.2)
.{EC 16.4.5)
e {EC 1.17.4.9)
. {EC1.17.4.2)
won{EC 2.1.1.45)
{EC2.128)
(EC242.1)
. (EC2.4.22)
(EC 2.4.2.3)
. (EC2.4.2.4)
L (EC27.121)
{EC 2.7.1.48)
v (EC 2.7.1.74)
e (EC 2.7.4.5)
{EC27.44)
{EC27.46)
.(EC2.7.4.9)
{EC 2.7.4.10)
(EC27.4.14)
.{EC3.1.3.5)
. {EC3.522)
. (EC3.5.4.1)

(EC 3.5.4.5)

.-(EC 3.5.4.12}
e (EC 3.5.4.13)
dCTF plrofcsfatasa
GUTP pirofosiatasa ...t e e e e e e e e
CTP SINASE ... oL o e e et e e e et et et e e e e

- (EC 3.6.1.12)
(EC 3.6.1.23)
..{(EC6342)



Las secuencies fueron obienidas de los siguienies bancos de datos en internet ©

Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
{http:/Aiwww.genome.ad.jp/kegg/kegg2.hitml) ;

EC Enzyme (htip:/fwww bis.med.jhmi.edu/Dan/proteinsfec-enzyme.htmi) ;
SRSWWW (htip/www.embl-heidelberg.de/srs/srse) ;

Microbial Gencme Database, (htip:#mbgd.gencme.ad.jpf)

y de ias direcciones de los genomas completos en internet :
Escherichia coli, {http.//genomed.aist-nara.ac.jp/) ;

Haemophilus influenzae, {hitp:/iwww.tigr.orgfidb/mdb/hidb/hidb.himl} ;
Helicobacter pylori, {btip./iwww.tigr.orgftdb/mdbrhpdb/hpdb.htmi) ;
Bacillus sublilis, (htip:/iwww, pasteur.fr/Bio/SubtiList. html) ;

Mycoplasma genitalium, {hitp:/iwww tigr.orgitdb/mdb/mgdbimgdb.html) ;
Mycoplasma pneumoniae, (hitp:/fwww.zmbh.uni-
heidelberg.de/M_pneumoniaelMP;Home.himl) ;

Synechocystis sp., (hitp:/iwww.kazusa. or.jp/cyano/cyano.html) ;
Methanococus jannaschii, {hitp:/hwww.ligr.orgfidbimdb/mjdb/mjdb.ntmi) ;
Methanobacterium thermoautotrophicum
{htip:/fwvww.genomecorp.com/hidecs/sequences/methanobacter/absiract. htmi) |
Archaeoglobus fulgidus, (hitp:/fwww tigr orgitdb/mdb/afdb/afdb.himl) ;

Saccharomyces cerevisiae, (hitp.//genome-www.stanford.eguwSaccharomyces/).

Las secuencias fueron comparadas por medio de un andlisis pareado usando
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el

algoritmo Pearson (Pearson and Lipman, 1988; Pearson, 1990) el cual forma parte

del programa FASTA. Las comparaciones de secuencias que dieron un valor de

identidad mayor al 20% en 100 aminoacidos fueron alineadas usando el programa

ClusialW 1.6 (Higgins ef al, 1989), vy se buscaron bloques conservados con
programa Macaw 2.0 5 (Schuler ef a/, 1991).

el
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Para la construccion de arboles filogenéticos se hize un alineamiento multiple de
secuencias usando el programa ClustalW con la matriz de substitucidn Blosum 30
y una penalizacién abierta de gap 20. Una matriz del ndmero estimado de
diferencias de aminoacidos entre pares de secuencias fue calculado, usando el
programa PROTDIST del paguete Phylip 3.5c con las opcidn del programa
Dayhoff. Para estimar los limites de confidencia de los puntos de ramificacion en
los arboles filogenéticos, se utifizd un analisis neighbar-joining con los programas
SEQBOOT, NEIGHBOR y CONSENSE del paguete Phylip 3.5c. Las secuencias

inciuidas en este estudio se sometieron también a un analisis de Dolplof (gue se

encuentra en la direccion: hitp:/falces. med.umn edu/rawdot.himi) para buscar
duplicaciones internas. Las estructuras secundarias fueron calculadas en el
servidor de Internet “The Predict Protsin server by Bukhard Rost” con |z direccion:
(http /Avww.embl-heidelberg. de/predictprotein/predictprotein.btml); para ef método
SOPMA hitp /fwww.ibcp fr/serv_pred.html); y para el método de GOR
(http:/fmolbio_soton.ac. uk/compute/GOR. html).
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Eco |Hpy i Hin iBsu Mge [Mpn |Syn |Mia |Mth |Afu |Sce
Enzimas ! Ruta | '
6.35.5(s) novo
6335.5(Q) novo
2132 ROVO
3523 novo
1.3.99.11 HOVO
1331 nove
2.4 2.10 novo s salvamento
41123 ROVO
2.74.- interconversion |
2746 interconversion
6342  interconversion ;
2761 Infercenversion
1.643 Interconversion
1.17 4.1 @ interconversién
11.17.4.1 B interconversion |
:1.i742  interconversion
12.1.145  interconversién
i2.421 salvamento
2422 sajvamento
2423 salvamentog
2424 interconversion
2429 salvamento
12.7.1.21 salvamento
12.7.1.48 salvamento
12.7.49 mterconversién
27414 interconversién
3.133 mterconversion
3.54.1 mterconversion
35453 mterconversion
13.54.12  interconversion
'3.54.13 interconversion
13.61.23  nterconversion

Tabla 1. Distribucién filogenética de los genes para la bicsintesis de pirimidinas en

ics genomas secuenciados. El ( *) significa la presencia del gen. En gris oscuro se

muesiran |0s genes compartidos por los tres dominies; en gris claro los genes que

solo se comparten por dos dominics, los que se encueniran en iodos los genomas
anafizados presentan unz letra “T". Abreviaturas: Eco (E. coli}; Hpy (H. pylori);Hin
{H. influenzae); Bsu (B. subfilis) ; Mge (M. genitalium); Mpn (M. pneumoniae);Syn
{Synechocystis sp.);, Mja (M. jannaschii), Mih (M. thermoautotrophicum); Afu (A

fulgidus):

Sce (8. cerevisias).
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Proteinas que codifican los genes presenies en todos ios genomas estudiados

Codige EC Nombre de 1a proteina Ruta en la que participa
2.7.81 Ribosa fosfato pirofosfosintasa Salvamento
2749 Timidilato cinasa

Interconversion

Tabla 2.1 Muestra las proteinas conservadas en todos los genomas estudiados.

Proteinas que codifican los genes presentes en los tres Dominios

Cédigo EC | Nombre de la proteina Ruta en lz que participa
8.3.5.5 Carbamoil-fosfato sintasa Novo

2132 Aspartate-carbamoit transferasa Novo

3523 Dihidrooratasa Novo

1.3.3.1 Dihidroorotato oxidasa Nowvo

2.4.2.10 Orotato fosfo-ribosil-transferasa Novo

4.1.123 Orotiding 5'-fostate descarboxilasa Novo

27458 Nucleésido-difosfato cinasa interconversion
5.34.2 CTP sintasa Interconversion
1645 Tiorredoxin reductasa (NADP+) i interconversion
1.17.4.1 Ribonucleotido reductasa inferconversion
2.1.1.45 Timidilato sintasa interconversion
274 Uridilato cinasa interconversion
&14‘2.4 Timidina fosforilasa interconversion

Tabia 2.2 Muestra las proteinas conservadas en los tres dominios.

L Proteinas que codifican los genes que estan presentes en Bacteria y Archaea

ECédigo EC | Nombre de la proteina Ruta en la que participa
1,174.2 Ribonucleotido-trifosfato reductasa interconversion

274.14 E Citiditato cinasa interconversion

3135 T5nuclectidasa interconversion

315413 dCTP deaminasa

E interconversion

Tabla 2.3 Muestra las proteinas conservadas en los genomas de las Bacterias y
de las Archaeas.
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Proteinas que cedifican los genes gue estan presentes en Bacteria v Eucarva

Caodigo EC Nombre de la proteina Ruta en la que participa
3541 Citosina deaminasa interconversion
3545 Citidina deaminasa interconversion

Tabla 2.4 Muestra las proteinas conservadas en los genomas de Bacterias y

Eucaryas.

Proteinas que codifican los genes que estén presentes en Archaea y Eucarya

Cédigo EC Nombre de la proteina Ruta en la que participa
27148 Uridina cinasa saivamento

354142 dCMP deaminasa interconversién

2.6.1.23 dUTP pirofosfatasa interconversién

Tabla 2.5 Muestra los genes conservados en i0s genomas de Archaesas vy

Eucarya.

' Proteinas que codifican los genes gue estan presentes en Bacteria

Cadigo EC Nombre de |z proteina Ruta en la que participa
2421 Purina nugledsido fosforilasa salvamenio
2422 Pirimidina nucledsido fosforilasa salvamento
2423 Uridina fosforilasa salvamento
2.71.21 Timidina cinasa salvamento

Tabla 2.6 Muestra las proteinas conservadas en los genomas bacterianos,

La enzima uridilato cinasa (2.7.4.--) se encuentra en los tres dominios {Tabla 1),
sin embargo el gen en S. cercvisige es mas parecido a la adenilato cinasa que a
las uridilato cinasa de bacterias, por lo que probabiemete se trate de una
sustitucion no ortdloga.

Como se puede apreciar en la Tabia 3 existe cierto nivel de redundancia de ios
genes para la biosintesis de pirimidinas en los organismos con genomas
secuenciados. S. cerevisige presenta mayor nivel de redundancia que los
organismos procariontes. Sin embargo es notable que en contra de lo gue se

piensa, estos presentan también un cierte numero de copias de un mismo gen.



24

Organismo Nombres de los genes Enzima
Bacteria
E. coii nrdA, nrdB. nrdE, rdF - Ribonucledtido reductasas (EC 1.17.4.1)
H. pylori HP0266, HP0581  Dihidrooratasas pyrC (EC 3.5.2.3)
H. influenzae upp, pyrR Uracil fosforribosiltransferasas (EC 2.4.2.9)
B. subtilis pyrDil, pyrD  Dihidrooroiato oxdasas (EC 1.3.3.1)
thyA, thyB  Timidilato sintasas (EC 2.1.1.435)
Synechocystis sp slr0406, sli1018  Dihidrooratasas pyrC (EC 3.5.2.3)
Archaea
M. jannaschii carB1, carB2  Carbamoilfosfaio sintasas sub. grande
(EC 6.2 5.5}

Mjo430, Mj1702  dCTP deaminasas (EC 2.5.4.13)
M. thermoautotrophicum carB1, carB2  Carbamoiifosfato sintasas sub grande (EC 6.3.5.5)
Eucarya
8. cerevisiae URA10, URAS  Orotato fosforribosiltransferasa (EC 2.4.2.10)

PRS1, PRS2, PRS3, PRS4  Ribosa fosfato pirofcsfocinasas (EC 2.7.6.7)
YDR353w, YHR106w  Tiomredoxin reductasas (EC 1.6.4.5)
RNR1, RNRZ, RNR3, RNR4 Ribonucleétido reductasas (EC 1.17.4.1}

Tabla 3. Qrganismos con genes redundantes del metabolismo de pirimidinas. Ei

gen pyrDil de Synechocystis sp. probabiemente sea una subunidad de la proteina
del gen pyrD.

En ia Tabla 4, se puede observar que algunos de los organismos con genomas
secuenciados carecen enzimas importantes en el metabolismo de pirimidinas.
Cuando es claro gue ello no es debido a una adaptacién s la vida parasitaria
{como ocurre en Synechocystis sp., M. thermoautortophicum y A. fulgidus), es
probable que estas ausencias se puedan explicar suponiendo gue las funciones
bioguimicas de los productos de los genes faliantes son realizadas por otras
enzimas que no son homodlogas a las enzimas con las cuales se realizé la
busgueda {en tal caso estos genss no seran reconocides por las técnicas de
analisis de secuencia, en donde se identifica a los genes por su simiiitud con una

secuencia conocida); -0 por enzimas gue tienen una funcién secundaria menor
compensatoria.




Es importante subrayar que, conforme se avance en el conocimiento bioguimice

de estos organismos estas tablas estaran sujetas & cambios.

H. influenzae Carbamoil fesfato sintasa (EC 8.3.5.5)
Aspartato carbameil transferasa {(EC 2.1.3.2)
Dihidrooratasa (EC 3.5.2.3)

M. genitalium Carbamoil fosfato sintasa (EC 6.3.5.5.)
Aspariato carbamoit transferasa (EC 2.1.3.2)
Dihidrooratasa (EC 3.5.2.3)
Dihidroorotato oxidasa (EC 1.2.3.1)
Orotato fosfo-ribosil-transferasa (EC 2.4.2.10)
Orotidina 5™-fosfato descarboxitasa (EC 4.1.1 23)
Uridilato cinasa (EC 2.7.4.-)
Nucleésido difosfato cinasa (EC 2.7.4.6)
CTP sintasa (EC6.3.4.2)

M pneumoniae Carbamoil fosfato sintasa (EC £6.3.5.5))
Aspartato carbamoil transferasa (EC 2.1.3.2)
Dihidrooratasa (EC 3.5.2.3)
Dihidroorotate oxidasa (EC 1.3 3.1}
Crotato fosfo-ribosi-transferasa (EC 2 4.2.10)
Orotidina 5 -fosfato descarboxilasa (EC 4.1.1.23)
Nucleésido difosfalo cinasa (EC 2.7.4.6)
CTP sintasa {££8.3.4.2)

Synechocystis sp. Tiorredoxin reductasa (EC 1.6.4.5)

M. thermoautotrophicum Orotato fosfo-ribosil-transferasa (EC 2.4 2.10)
Nucleosido difosfato cinase (EC 2.7.4.6)

A. fulgidus Orotidina 5'-fosfato descarboxilasa (EC 4.1.1.23)
i Ribonuciedtido reductasa subunidad g (EC 1.17 4.1)

| S—

Tabla 4. Enzimas fzltantes de la biosintesis de pirimidinas en distintos
organismos.
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3.2 Implicaciones para las habilidades metahodlicas del LCA 2a
partir de la distribucién de genes de pirimidinas en los tres
dominios celufares.

El estudio de la biologia de la distribucion filogenética de los genes de la
biosintesis de pirimidinas en los tres dominios celulares (Archaea, Bacteria y
Eucarya) nos permite hacer inferencias sobre la naturaleza del cenancestro. Como
se muestra en la Tabla 1, casi toda la ruta de biosintesis hasta la formacion de
CTP de se encuentra muy bien conservada en los {res dominics, 1o gue sugiere
que estaba ya presente en el LCA. Ademaés, se encuentran conservadas un grupo
de enzimas que permiten proponer gue el cenancestro tfenia la capacidad de

sintetizar dTTP, lo que implica que era un organisme perteneciente al mundo del
DNA (Figura4).

Es muy probable que la capacidad de formar desoxirribonucledtidos a partir de
ribonucledtidos haya formado parte de las habilidades metabélica's de LCA, va
gue: a} la subunidad grande de la ribonucledtido reductasa (EC 1.17.4.1) se
encuentra presente en los tres dominios celulares (Archaeoglobus fulgidus
AF1664, Escherichia coli b2234, Saccharomyces cerevisiae YERO70w) ; b} &
andlisis de secuencia y la caracterizacion biogquimica de la ribonucledtido
reductasa del arqueon Pyrococcus furiosus ha mostrado que esta enzima
comparte similitudes considerables con sus contrapartes eubacterianas vy
eucaricntes (Riera ef af, 1997), y ¢) es probable gue el centro catalitico de {odas
fas ribonucledtido reductasas sea hombdlego (Tauer ef al 1997). La distribucién
filogenética de los genes para la biosintesis de pirimidinas nos da una imagen de
LCA que es capaz de metabolizar via novo nucledtidos hasta CTP (Figura 3a),
catalizar la formacién de ribonuciedtidos en desoxirribonucledtides, sintetizar

dTTP, reciciar al uracilo para formar UMP, y catalizar la formacidn de timidina a
partir de timina (Figura 4).
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Figura 4. Muestra la reconstruccion del metabolismo de pirimidinas en el Gitimo

ancestro comudn

a partir de la distribucion filogenética de ios genes de la

biosintesis de pirimidinas en los tres dominics celulares. Los nimeros indican la

enzima de acuerdo a su clasificacion EC.
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3.3 El orden de los genes de bicsintesis de pirimidinas en los
genomas secuenciados.

Orden de genes a lo large del genoma.

Asi como se puede sugerir 12 estructura de las rutas metabélicas del cenancestro
observando la distribucion de los genes en los seres vivos y haciendo una lista de
los genes que se encuentran en l0s tres dominios, en principio, es posible sugerir

la existencia de otros rasgos en el cenancestro a partir de observar su distribucién
filogenética.

Con el fin de intentar reconstruir la posicién de los genes de biosintesis de
pirimidinas en el genoma de} dltimo ancestro comin de los ires dominios, se
estudio la distribucién espacial de los genes del metabolismo de pirimidinas en los
distintos genomas secuenciados, estos son los genomas de los organismos:
Escherichia coli, Helicobacter pylori, Haemophiius fpf!uenzae, Baciflus subtilis,
Myr,ioplasma genitalium, M. pheumoniae, Synechbcysﬁs sp. Msthanococus
Jjannaschii, Methanobacterium thermcautotrophicum, y Saccharomyces cerevisiae.
Sin embargo, no fue posible hacer una reconstruccion del estago ancestral de ia
organizacién debido a las grandes diferencias que existen en la distribucion de los
genes en los distintos organismos, es bien sabido que los operones no se

encuentran en eucariontes (ver apéndice Fig. 24-34),

Los genes del metabolismo de pirimidinas se encuentran organizados de formas
muy distintas en los diferentes gshomas analizados aqui. Por gjemplo: en B
subtilis existe un opercn gue consiste de varios genes de la biosintesis de novo de
pirimidinas (Fig. 32) organizacion que no s$& repite en ninguno de los otros
genomas. Solamente en M. genitalium como en M. pneumonize las secuencias
comparten practicamente el mismo acomodo de los genes a lo larga del genoma
(Fig. 35), lo que se puede explicar debido a la cercania filogenética entre las dos
especies Sin embargo, para B. sublilis que es su pariente, mas cercano de entre

los organismos estudiados aqui, el orden de las secuencias no $¢ encuentra
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conservado con respecto a los micoplasmas. Ei caso extremo al de B. subtifis se

presenta en Synechocysfis sp. ya que los genes se encueniran totalmente
dispersos en el genoma (Fig. 36).

Operones de pirimidinas conservados en ios tres dominios.

Siguiendo la misma [6gica, es posible inferir Ia existencia de operones del
metabolismo de pirimidinas (o al menos de genes contiguos) que estuvieran
presentes en el cenancestro, a partir de su distribucidn actual en tos tres dominios,
En este analisis se incluyd también &l Arquea Arquacglobus fulgidus.

Al estudiar el orden de los marcos de lectura que se encuentran alrededor de los
genes de pinmidinas, se encontrd que, el orden de los genes ha sufrido grandes
re-acomodos a lo largo de su evolucion, y que solamente el crden de los genes
carA y carB se encuentra conservado ianto en Archasa, Bacteria y Eucarya.
Aunque no se puede descartar la idea de que estas estructuras también se hayan

formado debido a una convergencia evolutiva o que se ‘encuentren en distintos
microorganismos debido al transporte horizontal.

Los genes carA y carB (carbamoil fosfato sintasa).

La evoiucidn de la carbamoil fesfato sintasa ya ha sido estudiada (van den Hoff et
al. 189%). En los microorganismos estudiades, los genes carA y carB se
encuentran contuguos, con excepcion de Synechocystis sp., M. jannaschii y H.
pylori. En S. cerevisiae esta fusionada a un gen no funcional de dihidrooratasa y a
un gen funcional de aspartato-transcarbamoilasa (Fig. 5).
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Carbamoil-fosfato sintasa (card, carB).

Isp nrC
ileS ylud pwR prP pwEB
B. subtifis Eromed FFA R T 101
yagD

eSS fspd  hB yaaF  dapB

E. coli o o s M —

A. fulgidhus

card carBJ carB2
M. thermoautotrophicum ;

nyl380
carBi mji379  carB2
M. jannaschii IS B S S
H. pylort pywda
PR
Synechocystis sp. carB {10369
URA2 (DHO) (pvrB) (cromosoma \)

S. cerevisiae

arcC  arcB

H. influcnzae g

arcC  argl

=il

M. prewmonice

Figura 5. Mucstra los genes card, carB ¥ los genes contiguos que cuando estan conservades en las disuntas
especies cstudiadas aqui. i/eS (iscleucil-tRNA sintetasa).v/id (desconocida). /sp v fsp4 (sefial peplidasa II),
VB (hipotética). pirR (proteina reguladora). pvrP {uracil penmeasa), pvrB (aspartato carbamoil transferasa).
pyC (dihidrooratasa) pweDI/ v pwD (dihidroorotato deshidrogenasa). pywF (OMP descarboxilasa) pwE
(Orotale PRTasa). vaaD (hipotética} hrB{funcion regulaiona) veas (hipotética), dapB (dihidropicolinate
reductasa). mpi379 y myl380 (hipotéticas). /0369 (hipotética). areC (carbamato cinasa). arcB v arc/

(ormtina carbamoil transferasn) [R42 (proteina muhifuncioral de primidinas) DHO (dihidroorolasa no
funcional en N cerenisiae).
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Tanto en H. influenzae como en M. pneumoniae carecen de los genes card y
carB. Sin embargo, H. influenzae posee los genes arcC (carbamato cinasa)} arcB
{omitina carbamoil transferasa, involucrada al metabolismo de {a arginina) y M.
pneumcniae tiene los genes arcC y argl {(ornitina carbamoil transferasa). Los dos
genes se encuentran contiguos en ambos organismos (Fig. 5). El gen arcC
sintetiza carbamoil fosfaio por o que, al parecer, es una redundancia funcional. El
gen argl de H. influenzae tiene un 25.9% de identidad con el gen pyr8 (aspartato
carbamoil transferasa, la segunda enzima en |a biosintesis de pirimidinas de novo)
de H. pylori por lo que probablemente sean homdiogas.

Micoplasmas.

Un caso especial fue el crden de los genes en lzs dos especies de micoplasmas
estudiadas agqufi ya que ésie se encuentra exiremadamente conservado, & tal
grado gue practicamente en todos los casos estudiados, ios marcos de lectura que
se encuentran alrededor de los genes de pirimidinas representan Ios-mismos

' genes en ambas especies; situacidn gue probablemente no sea ciera para todos
los demas genes en estos organismos (Fig. 35).
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3.4 Evyolucion temprana del metabeolismo de pirimidinas

La identidad encontrada enire las secuencias amincacidicas de las
proleinas que participan en la biosintesis de las pirimidinas, sugieren que é&stas

forman varios grupos monofiléticos. A continuacién se describen las estructuras de
estos conjunios.

3.4.1 Fosfo-ribosii-transferasa de pirimidinas y ribosa-fosfaic
pirofosfocinasa.

Las fosforribosil-transierasas que participan en el metabolismo de pirimidinas son
enzimas gue participan en la ruta de salvamento de nucledtidos de pirimidina. La
reaccion que catalizan tanto la uracil fosforibosil-transferasa {(EC 2.4 2.9) como la
orotato fosforibosil-transferasa (EC 2.4.2.10) es la siguiente:

pirimidina + §-fosfo-a-D ribosil-1-pirofosfate — > 5 NMP + pirofosfato

La ribosa-fosfato pirofosfocinass (EC 2.7.6.1) actia en la sintesis del 5-fosfo-o-D
ribosil-1-pirofosfato, el cual es utilizado tanto por las fosforribosil-transferasas de
purinas como de pirimidinas para salvar las bases libres por medio de la reaccion

anterior. La actividad catalitica se puede resumir en la ecuacion siguiente:

ATP + D-ribosa 5-fosfato —— ® AMP + 5-fosfo-a-D ribosil-1-pirofosfato

La distribucién filogenética de estas tres enzimas incluyen organismos de los tres
dominios celulares (Archaea, Bactena y Eucarya)} io que sugiere gue ya estaban
presentes en e} Ultimo ancestro comun de todos jos seres vivos (Tabla 1).

La enzima ribosa-fosfato pirofosfocinasa parece ser imprescindible para el
metabolismo de ios seres vives, ya que se encuentra en todos los genomas
completos analizados. Es ademéas una enzima antigua y altamente conservads

{Tekaia. Dejon y Lazcano, en prep.). En cambio |2 orotato fosforibosittransferasa
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no se encuentra ni en M genitalium, M. pneumonise tal vez debido a su
adaptacion a la vida como parasitos. Sin embargo esta enzima si se encuentra en
H. influenzae, que también es un parasito intracelular. En M. thermoautotrophicum
solo se han encontrado firmas de fosfo-ribosil-transferasas de purinas vy
pirimidinas.

En la alineacidon se puede observar una zona conservada cercana al sitio de union
al fosfo-ribosil-pirofosfato. La estructura secundaria también refleja este sitio

conservado mosirando una estruciura tipe hélice (Figuras 6, 40 y 41).

El probable origen comuin de las fosfo-ribosil-transferasas de purinas y las
nucledsido fosforilasas de purinas (Becerra ef al, 1997b) sugiere que estas
enzimas {fosfo-ribosil-transferasas de pirimidinas y pirofosfocinasas) forman parte
de un grupo mas grande de enzimas homaologas.
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Figura 6. Alineacidn de l|as secuencias de ribosa-fosfato pirofosfoquinasas
provenientes de los organismos: M. jannaschii (MJ1368), E. cofi (b1207), S.
cerevisiae (YBLOBBW), con orctato fosforibosiliransferasa de M. jannaschii
(MJ1108), E. coli {b3642), y con uraci| fosforibosiltransferasa de E. coli (b2498) y
S. cerevisiae (YHR128W). Los asieriscos ( * } indican la presencia de aminoacidos
idénticos, un punto { .) aminoacidos similares. En casillas se muestran los sitios de
unidn al fosforrbesil-pirofosfato. En gris claro se muestra la estructura secundaria

de lamina beta y en gris escuro ias hélices alfa evaluadcs con el método de Rost
and Sanders (1983),
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Figura 6. Alineacion de las secuencias de ribosa-fosfato pircfosfoquinasas
provenientes de los organismos. M. jannaschii (MJ1368), £. cofi {b1207), S.
cerevisiae (YBLOBBW), con oroiato fosforibosiliransferasas de M. jannaschii
(MJ1109), E. coff (b3642), y con uracil fosforibosiltransferasas de E. coli (b24€8) y
S. cerevisiae {YHR128W). Los asteriscos (*) indican la presencia de aminoécidos
idénticos, un punto { .) amincacidos simifares. En gris claro se muestra la

estructura secundaria de J&mina beta y en gris oscuro las hélices alfa.
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3.4.2 Dihidroorotasa y dihidropirimidinaca,

La dihidrooratasa (EC 3.5.2.3) es la enzima que cataliza la ciclizacion del
carbamoilaspartato por medio de una deshidratacion, produciendo dihidroorotato,
la forma reducida del orotato (Kormberg y Baker1992). Esta reaccion se puede

resumir de la siguiente manera:

N-carbamoii-L-aspartato — % dihidroorotato + H.0

Las dihidrooratasa de M. jannaschii y M. thermoautotrophicum son homalogas a
ias dihidropirimidinasas (EC 3.5.2.2) gue también son conocidas con el nombre de
hidantoniasas. No ocurre asi con las dihidrooratasas de bacterias y eucariontes.
Esta enzima cataliza una de las reacciones de degradacién de pirmidinas gue en
cignta forma es contraria a la reaccion catalizada por la enzima dihidrooratasa, ya
gue ésta abre el anillo del uracilo

5,6-dihidrouracilo + H;0 ——¥  4cido B-ureidopropidnico

En ia alineacion (Fig. 7) se puede observar el sitio de unién a Zn que se encuenira
conservado en 1as enzimas.

Las dihidrooratasas junio con las AMP- y citosina desaminasas, alantoniasas,
hidantoniasas. e imidazolonepropionasas, pertenecen a la superfamilia de las
uressas (Holm ef &/, 1996 en Becera y Lazcano 1997b). EHo sugiere que en la
antiguedad existia una enzima peoco especifica involucrada en reacciongs con

compuestos heterociclices (Becerra y Lazcano 1997b).
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Figura 7. Alineacion de las secuencias de dihidropirimidinasas provenientes de los

organismos: Homo sapiens (Human), Fseudomonas pufida (PPDHD),

Bacilfus

stearothermophifus {JC2310). con las secuencias de dihidrooratasas de los
organismos; M. thermoautotrophicum (MTH1127), M. jannaschii (MJ1490).Los

asteriscos ( * ) indican la presencia de aminoacidos idénticos, un punto {.)

aminoacidos similares. En una caja se muestira el sitio de unidn as Zinc.
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Figura 7. Alineacion de las secuencias de dihidropirimidinasas provenientes de los
organismos. Homo sapiens (Human), Pseudomonas pufida {FPDHD),
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Bacillus
stearothermophifus (JC2310), con las secuencias de dihidrooratasas de los

organismos: M. thermoautotrophicum (MTH1127), M. jannaschii (NMJ1490).Los

asteriscos { * ) indican la presencia de aminoécidos idénticos, un punto ()
aminoacidos similares
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La enzima CTP sintasa (EC 6.3.4.2) cataliza la formacién de CTP. a partir de:
ATP + UTP + glutamina -———» ADP + ortofosfato + CTP

En esta reaccion el NH; puede reemplazar a la glutamina. La enzima carbamoil-
fosfato sintasa (EC 6.3.5.5) cataiiza la formacion de carbamoii-fosfate. con lo cual
el metabolisme de pirimidinas se conecta con el metabolismo de arginina. La
reaccion que cataliza esta enzima ¢s la siguiente:

2ATP + glutamina + COz + H,0 ——»  2ADP + ortofosfate + glutamato

+ carbamoil-fosfate

En la alineacion (Fig. 8) se puede ver conservado el sitic activo glutamine-amino-
iransferasa (GAT). La enzima * carbamoilfosfato  esta compuesta de dos
subunidades, una subunidad pequefa la cual es responsable de la hidrolisis de la
giutamina, y ofra subunidad grande que es responsable de la sintesis ATP-
dependiente de carbamoilfosfato a partir de NHa y bicarbonato.

El mecanismo enziméatico para la sintesis de carbamoilfosfato a partir de NHs,
bicarbonato y ATP involucra la activacion del bicarbonato a través de ia formacidn
del carboxifosfato, el cual sufre de un atague nucleofilico por NHz para formar
carbamato. El carbamato es fosfonlado por un segundo ATP para dar el producto
final que es carbamoiifosfato (Raushel et af, 1978). Los dos subdominics “cinasas’
de esta enzima se criginaron a partir de una duplicacién génica antes de la
diversificacion de los tres dominios celulares (Hoff et &/, 1995). Ambas enzimas
pertenecen a una gran familia de glutaminamidotransferasas tipo-G. La homologia
de estas enzimas junto con otras glutaminamidotransferasas tipo-G involucradas
en la formacidon de GMP, triptéfanc y otras moléculas, junto con &l gen hisH, esta
bien establecida {Zalkin 1985). Elic sugiere que duplicaciones paralogas antiguas

jugaron un papel importante en dar forma al metabolismo de pirimidinas,
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Figura 8. Alineacidn de las secuencias de CTP sintasas provenientes de los
orgarnismos: £, cofi (PYRG_ECOLI). M. jannaschi (MJ1174), Homo Ssapiens
{PYRG_HUMAN) con carbamoil-fosfate sintasas (subunidad pequefia) de E. cofi
(CARA_ECOLI}Y, M. jannaschii (MJ1019) y S. cerevisiae (CARA_YEAST). Los

asteriscos ( * ) indican la presencia de aminoacidos idénticos, un punto ( .)
aminoacidos similares.



PYRG_BECOLI
MI3174
PYRG_HUMAN
CARA_ECOLI
MJ1018
CARA_YEAST

PYRG_ECOLI
MI1174
PYRG_HUMAN
CARA_ECOLI
MIL019
CARR_YERST

PYRG_ECOLI
MI1174
PYRG_HUMAN
CARA_ECOLI
MI10:9
CARA_YFAST

PYRG_ECOLI
MI1174
PYRG_HUMAN
CARA_ECOLI
MJ1019
CARR_YEAST

PYRG_ECOLI
MI1ET4
PYRG_HUMAN
CARA_ECCLI
MJT1019
CARA_YEAST

PYRG_ECOLI
MJI1174
PYRG_HUMEN
CARA_ECCLI
MJI1019
CARA_YEAST

Figura 8. Alineacidn de las secuencias de CTP sintasas provenientes de los
crganismos. £. cofi (PYRG_ECOLI),

asteriscos { * ) indican ia presencia de amincdcides idéntices, un punio ( )

aminoacidos similares. Con una caja y con una flecha se muestra el sitio activo

GAT.
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M. jannaschii (MJ1174), Homo sapiens
(PYRG_HUMAN) con carbamoil-fosfato sintasas (subunidad pequefia) de £ cofi

{(CARA_ECOLL, M. jannaschii (MJ1019) y S. cerevisiae (CARA_YEAST). Los
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3.4.4 Nucleosido-fosfato cinasa, dTMP cinasa, nucleosido-
trifosfato-adenilato cinasa y citidilato cinasa.

Estas enzimas son transferasas (EC 2.7.4.—} que participan en [a ruta de
interconversion de pirimidinas transformando los nucleosidos monofosfatos en
nucledsidos difosfatos. Exceptuando el caso de la nucledsido-trifosiato-adenilato
cinasa {2.7.4.10), en donde ei GTP es el donador y el AMP el aceptor del fosfato,
la reaccion general de estas enzimas es ia siguiente;

ATP + NMP -— ADP + NDP

Existe cierta confusién en la literatura cientifica, va que segun Komberg y Baker
(1992) las nucledsido monofosfato cinasas son altamente especificas para el
substrato, con dos excepciones conocidas: |a citidilato cinasa, que también actua
en UMP, y la dTMP cinasa, que también actia sobre dUMP pero es especiiica la
forma para desoxi. Por oira parte, en el banco de enzimas EC la enzima
hucledsido-fosfato cinasa estd como inespecifica para una amplia variedad de
nucledsidos monofosfatos,

Come se ha demosirado en este trabajo, el sitio conservado en estas enzimas
(Fig. 9) es un sitio de unidn a nucledtido (ATP o GTP) conocide como Walker A
{Michaelis 1895), este sitio esta bien conservado en la superfamilia de las “ATP-
binding cassette (ABC)" (Decotlignies y Goffeau 1997).

£l hecho de que exista una nucledsido-difosfato cinasa poco especifica, sugiere
gque anteriormente pudo haber también una nucledsido-monofosfato cinasa muy
inespecifica que por un proceso de duplicacion y especializacién dio origen a las
nucledsido-monofosfato cinasas actuales. Esta especializacién pudo resultar de
una presion de seleccion a fin de tener una regulacién mas estricta en ia
biosintesis de nucledsides difosfato. Tanto ia dTMP cinasa como la citidilaio
cinasa se encuentran en los tres dominios, por lo gue su presencia en el Uitimo
ancestro comun universal es probable. Ello sugiere también la presencia de un
genema de DNA en el cenancestro



SMNEK
KTHY METJA
HIO456
K3
KAD3_RAT
MIDE5E
nog10

SMNEK
KTHY_METJIA
HID456

AK3
KAD3_RAT
MI0E56
b0O10

SMNPK
KTHY_METJA
HIO456

KAD3_KAT
MI0E5E
boo10

SMNPK
KTHY_METJ]
HI0456

KAD3_RAT
MICE5E
»0g10

SMNPK
KTHY_METJA
HIC4EE

KAD3_RAT
MI0E56
boo1e

Figura 9. Alineacion de las secuencias de nucleoside-fosfato cinasas provenientes
del organismo: Schistcsoma mansoni
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ALKR-~-VKT¥-——DITEKK--DFLKKE---—-VODKYLELAEERY-———~ - NEIVIDTTKKS
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IELVQADI ESAVKNWHKSNEK-
VYTLFSNKITPIQSKEA~----Y
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IEQVIEKALQYARQKLALA- —-
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con dTMP cinasas proveniente de M.

Jjannaschii (KTHY_METJA), H. influenzae (H10456), con la nucleosido-trifosfato-

adenilato cinasa de H. sapiens (AK3), Ratus norvegicus {KAD3_RAT), v con
citidilaio cinasa de M. jannaschii (MJ0858) vy E. colf (h0210). En una caja se

muestra el sitio de union a ATP o GTP.
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Como se puede observar en la Tabla 5, varios de los sitios de homologia entre [as
secuencias resultaron ser sitios de union al sustrato.

Grupos de enzimas homélogas Sitio conservado

Ribosa fosfato pirofosfocinasa (EC 2.7.6.7) sitio de untén a PRPP
Uracil fosfo-ribosil4ransferasa (EC 2.4.2.9)
Orotato fosformibosiltransferasa (EC 2.4.2.10)

C7TP sintasa (EC 6.3.4.2) sitio de unidn GAT
Carbamoil-fosfato sintasa (cadena glutaminica) (EC 6.3.5 5)

Nucledsido-fosfato cinasa (EC 2.7.4.4) sitic de unidna ATP ¢
dTMP cinasa (EC 2.7.4.9) GTP
Nucledsido-trifosfato-adenilato cinasa (EC 2.7 4.10)

Citidilato cinasa (EC 2.7.4.14}

Dihidrooraiasa (EC 3.5.2 3)

sitio de unién a Zinc
Dihidrepirimidinasa (EC 3.5 2.2)

Tabla 5. Sitios de unidn al sustrato conservados entre los grupes monofiléticos de
enzimas de la biosintesis de pirimidinas.



3.5 Filogenias de las enzimas de la biosintesis de

pirimidinas pertenecientes a los tres dominios.

Se realizd un analisis filogenético de las enzimas para la biosintesis de pirimidinas
que se encuentran en los tres dominios, y que por |o tanto probeblemente estaban
presentes en el LCA. Distintos grupos de proteinas ortdlogos forman distintos
arboles evolutivos (fig 10).

los &rboles filogenéticos generados con este método son  solamente

aproximaciones gruesas de ias relaciones evolutiva

filogenéticos, mas completos y precisos, requieren de un mayor nimero de
replicas bootstrap y el uso comparativo de una variedad de diferentes métodos
tales como maxima parsimonia y méxima verosimilitud. Ello serd objeto de un
trabajo posterior,

Como se puede observar en los valores de bootstrap, (ver apéndice), algunos de
ios arboles filogengticos no son muy robustos. Ademas, en algunos de [os casos
las filogenias no son totalmente claras, como en el gen de £. cofi de timidina
fosforilasa, (Fig. 16), el cual no se ubica dentro de ningun grupo, lo mismo para la
proteina timidilato cinasa (slf0379) de Synechocystis sp. {Fig. 17} vy para la
aspartate carbamoil-transferasa {pyrB_ARATH) de Arabidopsis thaliana (Fig. 2C).
Es posible gue estos resultados sean debidos tal vez a una rapida iasa de
divergencia. Asi mismo, en el arbol generado por la CTP sintasa H. pylori aparece
junto con las Archaeas tal vez debide a un fendmeno de transporte horizontal. Sin

embargo el valor de bootstrap no es muy alto, por lo que es una filogenia poco
robusta.
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Orotidina 5'-fosfato descarboxilasa

CTP sintasa

Ribosa fosfato pirofosfocinasa
Carbamoil-fosfato sintasa (sub. pequefa)

Carbamoil-fosfato sintasa (sub. grande)
Nucleosido-difesfato cinasa

Timidina fosforiiasa

Timidilato cinasa

Ribonucledtido reductasa (sub, grande)

Aspartato carbamoiltransferasa {sub. cat.)

Timidilato sintasa
Dihidrocratasa
Dihidrocrotato oxidasa

Orotato fosfaribosiliransferasa

Fig. 10. Las filogenias hechas a partir de distintcs genes oritlogos del

metabolismo de pirimidinas sugieren distintas relaciones para las relaciones
evolutivas entre los tres dominios. B : Bacteria, A : Archaea. E : Eucarya.
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Filogenias de enzimas que tienden a agrupar a Archea y Eucarya,

En esta figura filogenética asi como en la otras, el tipo de letra indica &l dominio al
que el organisme pertenece. Negrilas {Eucarya), maylsculas (Archaea), sencilla
{Bacteria). Los numeros muesiran el porcentaje de ocurrencia de 1os nodos en
100 replicaciones bootstrap. Los organismos fueron seleccionados al azar.

_______________ A. FULGIDUS (RTGHES)
-:05.0 +==—=-=A, FULGIDUS (Erl4ig)}
.
—-=58.0  emme- M. TEEROAUTOTRQPIICLM
---------- M. GANNASCHIZ
-------------------- Brrrelia buras
_____ 8. cerevisiae (YER09SC)
_____ . cerevisiae (YBLOGBW)
. corevisiae (YHLOL1Z)

————————————— --8. cerevisiae (YKL1B81W)

———--E., colz

3
1
[
(]
<
4
[=]

----------------- §4.0 —=—-=-I. 1nfiluenzae

T ———m =. pylera

————— ML pneumon. &2

----- M. genirtalium

———————————— Tynechocysiis so.

Figura 11. Filogenia de la ribosa fosfato pirofosfocinasa (prs).



+———=5uc2]lus subtilis
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e e 73.6
! t=me= Eynechinoystls Sp.
T
! +=——-Mns mmsculus
! -100.0
! ! +----Homo sapiens
! +100.0
+100.0 ' ! +—---Saccharomyces cerevisiae
t ! +=72.0 ~100.¢
! 1 * ! +r=——-Saccharomyces cerevislas
1 ! +=47.0 !
B ! ! b Forde ARCEREOGLORUS FULGIDUS
! 4 -=83.0 1
196.0 ! ! ! Hm e e . THERMOAUTOTROPEICTM
! ==73.0 !
! ' e ==
1 '

===l ETANOCOCCUS JANNAS

————————————————————————————————————————————— Zrchatichia ooli

Figura 12. Filogenia de la CTP sintasa (pyr().

L Homo sapiens

Saccharomyces cerevisiae

Schizosaecharomyces pombe

Neurospora Crassa

-~35.0 '
! L e B S Dt Dictyostelium discoideum
-~55.2 !
| ! P e ————— M, TEESMCOZUTCTROPICIM
: 1
--13.8 THANOCOCTUS JANKNE
' .
M e e Racillis saldolyticus
1

Imeneils tynhiIpLriom

Figura 13. Filogenia de la orotidine 5 -fosfato descarboxilasa (pyrF) .
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+--—-Bacillus suptilirs
t====Bacrllus stearstl-rmophilus
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'
1
!
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+=~74.0 !
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! ! e 100.0
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r 1
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~100.7 e ettt »e==200.0
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' '
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' i TiC00.0
! ! L FPEeyaominLas @=ruiiiosa
T mmmmmme—e e ———————— 106.¢
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! +1¢0.C .
H Te-—=Salmnneila Uyphimiioum
'

#eb———=-—---Porphyra purpurea :

Figura 14. Filogenia de la carbamoil-fosfato sintasa (subunidad pequena), (carA)
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Filogenias de genes que agrupan a Bacteria con Eucarva.

————————————————————————— Drosophila melanogastexr
'
o e Escherichie colzx
! N

+-72.0 !
! d
' ~106.00 0 m=—a METHANOMPACTERI UM TEERMOATTOTROPHICUM
1 1
: L Baciiius subcilis

————— Bacrllus caldolyticus

————— Saccharomyces cerevisiae

————— Schizosaccharomyces pombe

————————————————————————————— Dictyostelinm disceideum

Figura 15. Filogenia de la carbamoil fosfato sintasa (subunidad grande) {(carAB ).
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e ' '
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I
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Figura 16 Filogenia de la timidina fosforilasa (deoA).
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' s~
y
,
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----- Sacckaromyces cerevisiae

—————————————————————————————— By westocysoos ooy

Figura 17 Filogenia de la timidilato cinasa (fmk).
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Figura 19. Filogenia de la nucleosido difosfato cinasa (ndk) .



Filogenias que tienden a agrupar Bacteria y Archaea.
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Figura 20. Filogenia de la aspartato carbamoiltransferasa (pyrB).
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Figura 21. Filogenia de la timidiiato sintasa (thyA).
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Figura 22. Filogenia de Ia dihidroorotato oxidasa (pyrD) .
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Figura 23. Fiiogenia de la crotaio fesforibosiliransferasa (pyrE) .

N ! =380 e Homo saplens

' i -=28.0 - Drosephila melanogaster

——————————————— Dictyostelynm discordeum

IRIOSY ETLE RS

------------------------- mmmmmmmwe——mme— LRCEODECI Il LS BIATIATAY
------------------------ ———— Jue Zelcore il

Figura 24. Filogenia de la dihidrooratasa (pyr D) .
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las filogenias de las enzimas carbamoil-losfato sintasa (sub. pequefa} y
dihidroorotato oxidasa presentan una proximidad de Archaea con bacterias
Gram (+), esta cercania filogenética ya ha sido reportada antes (Fani ef s, 1995),

Recientemente se publico una lista (Brown and Doolittle, 1997) de varias fllogenia
universales generadas a pariir de genes ortdlogos, estas filogenias fueron
enraizadas por medio del métedo del punto medio. Estas filogenias se clasificaron
de acuerdo al orden de cladogénesis de los tres dominios celulares. Las filogenias

generadas en esie trabajo se aunaron a esta clasificacion {Tabla 6).
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Grupos hermanos

Enzimas reportadas
{Brown and Doolittle, 1€97)

Enzimas del metabolismo de
pirimidinas.

Archaea-Eucarya

Arginino suctinato sintetasa
AspartiltRNA sintetasa
ATPasa subunidad alfa
ATPasa subunidad beta

DNA polimerasa B

Ef1alfarTy

Ef-G/2

HSPE0

Isoleucil-tRNA sintetasa
Proteina nbosomal (18}

RNA polimerasa subunidad A
RNA polimerasa subunidad B
SecY

Tryptofanil-iRNA sintetasa
Tirosi-RNA sinfetasa

Crotidina 5°- P descarboxilasa

CTP sintasa

Ribosa fosfato pirofosfocinasa

Carbamoil-P sintasa (peguefia)

Bacteria-Archaea

ALADH

Citrato sintetasa

FGART

Glutamato deshidrogenasa It
Glutaming sinietasa |
Girgsa B

hisA, hisC, hisF, hisG, hislE
HSP70

IMPDH

Proteina ribosomat (3)

jigsln)

Carbamoll-P sintasa (grande)
Nucleosido-difosfato cinasa
Timidina fosforilasa

Timidilate cinasa
Ribonucleotido reductas gran.

Bacteria-Eucarya

Enolasa

FeMn superoxide dismutasa
GAPDH

hisB

PGK

proC

trpB

Aspartato carbamoil transferasa

Otra

Acetil-coenzima A sintetasa
Glu-tRNA reductasa
Dihidrofoiato reductasa
hisD, hisH

Fotoliasa

frpA, IrpC, trpE, rpG

Dihidrooratasa

Dihidroorotato oxidasa
OPRTasa

Timidilato sintasa

Ribosa fosfato pirofosfocinasa

‘
t
i
i

Tabla 6. Musstra la clasificecion de las filogenias universales de acuerdo z el

orden de cladogénesis de los tres dominios celulares.



57

Evoiucion en paichwork v fiiogenia de enzimas.

Un dato interesante obtenido a partir del analisis de secuencias nos muestra que
la enzima dihidrooratasa (E.C. 3.5.2.3), que participa en la sintesis de novo del
orctato y la enzima dihidropirimidinasa o hidantoinasa (E.C. 3.5.2.2) de la sintesis
de degradacion de pirimidinas, forman un grupe mongfilético. Estas dos enzimas
pertenecen a una familia de enzimas homéicgas todavia mas grande, gue incluye
a las alantoinasas e imidazolonepropionasas, las cuales pertenscen a la
superfamilia de fas ureasas (Holm ef a/, 1896). Se construy® un érbol de distancia
usando los genes que codifican para las enzimas: dihidrooratasa,

dihidropirimidinasa y alantoinasa, con el fin de estudiar las relaciones evoiutivas
entre estos (Figura 25).

Un buen enraizamiento de este arbol probablemente ayudaria a entender cual de
las dos rutas (de novo o degradacidn) es mas antigua, arrojando luz sobre efapas
tempranas en la evolucién del metabclismo de primidinas. 8in embargo, para
poder hacer un buen enraizamiento es nesecarioc contar con un grupc externo, y
en este memento nNo contamos con un buen criteric para elegir a un gen gue

pueds servir como grupo externo a este cladograma.
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+~———Agrobacterium radiokacter Dihipax
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! +-88.0 +--~-Rattus norvegicus
+-62.,0 ¢
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! ! Allia
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! +--—F=-73.0
! ! +-~--ALLA Saccharomyces cerevisiae
+-87.0 +-93.0
! ! +--—--ALLA Rana cateskeiana
[ 1
! ! +---—pyrC Escherichia coli Dihidroor
! ! +-87.0¢
! ! +-34.0 +-——-pyr{ Saccharomyces cerevisiae
1 1 1 '
! +-=---40.0 Fom pyrC Bacalius subtilis
1 1
! ! +-—--pyrC METHANOCOCCUS JANNASCHIT
! Fom——— 55%.0
! 4+-———pyrC ARCHAEOGLOBUS FULGIDUS
i
T e e pyYrC M. THERMCAUTOTROFHICUM

Fig 25. Arbal filogenético creado a partir de las secuencias de aminoacidos de la dihidroorotasa
(Dihidroon (E.C. 3.5.2.3), de los organismos: Methanoccccus jannaschii, Archaeoglobus fulgidus |
Methanobacterium thermoaufotirophicum, Escherichia coli, Bacillus subtiiis, Saccharomyces
cerevisige., de la dihidropirimidinasa (Dihidropir} (3.5.2.2) de Pseudomonas putida, Bacillus
Stearothermophilus, Agrobacterium radiobacter, Ralffus norvegicus, Homo sapiens y de la
alantoinasa {Alla) (3.5.2.5) de Saccharomyces cerevisiae, Escherichia coli y Rana catesbeiana, Los
organismos pertenecientes al dominio Archaea aparecen en maydsculas, mientras gque los
pertenecientes al dominio Eucarya estan en negritas.
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3.8 Sintesis prebidtica de pirimidinas.

El primer experimento de Miller (1953) sobre la sintesis prebidtica de
molécutas organicas abrid todo un nuevo campo de estudio en origen de la vida.
Desde entonces varios experimentos simulando las condiciones primitivas de la
Tierra s& han realizade para estudiar |a evolucién guimica.

Los experimentos gue se han realizado para explicar la sintesis prebidtica de las
pirimidinas demuestran qué es posible sintetizar citosing a partir de cignoacetileno
y cianato: el primer precursor es producido por una descarga eléclrica en una
mezcla de CH4/NH; (Sanchez, ef. af, 1966; Ferris, f. al, 1968) en Roberison y
Miller 1995), pero esta reaccion reguiere relativamente altas concentraciones de
cianate (>0.1 M), ias cuales son poco prebables en un medio acucso pues el
cianato se hidroliza rapidamente a CO; y NH; (Roberson y Miller 1995). QOtra
sintesis explorada es la reaccidn de cianoacetaldehido con urea, pero a bajas

concentraciones de urea, ésta reaccidn no produce cantidades detectables de
citosina (Ferris, ef. af,1974).

A partir de B- alanina y urea en condiciones moderadas, se sintetizd dinidrouracilo
y después se deshidrogend con radiacion UV para producir uracilo {Chittenden y
Schwartz, 1978), (la conversion de uracilo a partir del dihidrouracilo por este
medio. despues de 24 horas es del 2% sin base y del 22% en la presencia de
montmoriiionita). 8in embargo, a la fecha, la sintesis prebidtica mas efectiva de
pirimidinas esté reportado por Roberston vy Miller {1995) en donde & partir de una
solucion concentrada de urea, como la que pudo haber existido en una laguna en
evaporacién en la Tierra primitiva. el cianozcetaldehide reacciona para formar
citosina en porcentajes del 30 al 50%. A partir de esta citosing, el uracilo puede
ser formado por hidrolisis del grupo amino.



80
¢Horowitz en la evelucién del metabolismo de pirimidinas?.

Con la excepcion del carbamoil-fosfato, todas las moléculas que integran ia

biosintesis de orotato son posibles compuestos prebidticos (Fig. 26).

L-glutamina ] + bicarbonatoJ

2ATP

Carbamoil fosfato
1 HLO

Sintasa

2ADP +Pi

N L-glutamato

carbamgilfosiato

L -aspartato ]

Dihidrooratasa

| dihidroorotato
- 3

Dinidrooroteto deshidrogenasa

orotafo

PRFP

/ﬂﬂ
‘\b PPi

Orotato fosfo-ribositHtransferasa

orofidilato

Fig. 26. Biosintesis de novo de OMP. Los compusstcs encerrados en cajas
probablemenie estaban presentes en el medio prebidticc. (Basado en Peretd, ef.
al, 1997).
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Estos datos, junio con la sintesis prebidtica semiparalela a la sintesls de uraciio
reportado por Yamagata ef. al, (19980), abren la posibilidad de que la evolucion de
fa biosintesis de uracilo haya seguido un modelo tipo Horowitz. La hipdtesis de
Horowitz establece una conexidn con la sintesis prebidtica de los compuestos
organicos y las etapas lempranas del origen de la vida. Sin embargo, los
problemas relacionados con la acumulacion de estos intermediarios en la Tierra
prebidtica, asi como el hecho de no encontrar homologia entre las distintas
ernzimas que conforman la ruta biosintética que sugiera que estas evolucionaron a
parlir de duplicaciones de genes en un orden invérso, no apoyan ia idea de una
evolucion retrograda. Por ofro fado. es evidente que el hecho de que exista una
sintesis semi-paralela bajo condiciones prebidticas de uracilo, no prusba por si
mismo la hipdtesis retrograda.

Es posible que la evolucidn de la biosintesis de uracilo haya seguido un modelo
distinto al de la hipotesis retrograda, ya que ios primeros seres vives pudieron
utilizar las pirimidinas formadas a partir de la sintesis prebiotica propuesta por
Robertson y Miller, (1955} 12 cual no es paralela a la sintesis bioldgica.

De igual manera, no hay porgue supener que la evolucidn temprana de todos los
metabotismos, estén acoplades a las sintesis prebidticas de sus intermediarios,
como pudo ser el caso del metabolismo de pirimidinas.

¢ Reacciones semi-enzimaticas en [a evolucion temprana del metabolismo de
pirimidinas?.

Es probable que algunas paries del metabolisme ancestral estuvieran regidas por
reacciones semi-enzimaticas (Lazcano y Miller, 1888) como probablemente ocurrid
con la sintests de purinas, en donde la adenina fosfo-ribosil-transferasa, es capaz
de utilizar el compuesto prebidtico 4-aminoimidazol-5-carboxamida para
condsnsar el producto 5-amino-4-imidazoicarboxamida, el cual es un intermediario
de la biosintesis de novo de purinas (Becerra y Lazcano 1897).

La enzima CTP sintasa (EC 6.3.4.2). que cataliza la formacién de CTP a partir de
ATP, UTP y giutamina, puede aceptar también NHs como donador de hidrogeno.
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Ee posible gque esta reaccidn sea un vesiigio de un metabolismo mas sencilio
cuando alin no existia un metabolismo sofisticado del nitrogeno para satisfacer
todas las necesidades fisiologicas, y se dependia mas directamente de las fuentes
de nitrégeno del medio. El nitrégeno en forma de NH; es producido abidticamente
en grandes cantidades por una reaccion en las ventilas hidrotermales (Brandes et
al. 1998).

Por ofro lado, |a descarboxilacidon fotoquimica del dcide ordtico, que tiene como
resuitado ia formacion de uracilo, fue descrita por Ferris y Joshi (1878) lo que
sugiere una posible via prebidiica para ia formacion de este compuesto, este dato
abre la posibilidad de que el metabolisme tempranc de pirimidinas estuvo formado
par este paso semi-enzimatico. En la actualidad esta resccion es realizada por un
grupo de enzimas homdlogas entre si (Tabla 7), que son capaces de utilizar una
serie de moiéculas como aceptores de hidrogena, enire ellos el ferrocianuro el
cual es un compuesto prebidtico. Probablemente algunas partes de la evolucidn
temprana del metsbolismo de pirimidinas estuvieron acopladas a la sintesis
prebidtica de sus intermediarios mientras que ofras no. l
Sin embargo, es imporiante ser cautelose con las extrapolaciones gque podamos
hacer respecto al origen semi-enzimatico del metabolismo. Por una parte, el
analisis de secuencias no puede ir mas alld de un periodo en el cual ya habia
sintesis de proteinas mediado por rnboscmas. Por otro lado, [a idea de rutas semi-
enzimaticas debe de involucrar no solo, reacciones espontaneas y eficientes, sino
también descripciones coherentes de cdmo catélisis biclogicas primitivas y menos
especificas pudieron haber existido.



63

Orotato reductasa (NADH)Y o
EC1.3.1.14

Reaccion: dihidroorotato + NAD* —p orotafo + NADH
Cofactor: FAD, FMN

Organismos en que se encuenira:

Emericelfz nidufans (Ascormycotina)

Dihidrooretato oxidasa

EC 1.3.31

Reaccién: dihidroorotato + 02 4, orotato £ Hz Oz
{el ferrictanuro puede actuar como aceptor)

Cofactor: FAD, FMN

Organismos en que se encuentra:

Escherichia colf

Methanobacterium thermoautotrophicum

Saccharomyces cerevisiae

Bacillus subtilis

Cihidroorotato deshidrogenasa
EC 1.3.99.11
Reaccién: dihidroorotato + acepior ——p  orotato + aceptor reducido

(el oxigeno puede actuar como aceptor, pero mas lentamente que el 2,8-dicloroindofenot y
el 1,10-fenantrolina)

Cofactor: Frerro, Zinic

Organismos en gue se encuenira:
Dictyostelium discoideum (sarcomastigoforo)
Synechocyzstis sp.

Tabla 7. Enzimas que catalizan la descarboxilacion del OMP.
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4. Conlusiones.

Tiempo y modo de evolucion del metabolismo de pirimidinas.

Mecanismos de evolucion.

El analisis de secuencias nos permite encontrar grupos monofiléticos de enzimas.
Las caracteristicas de las enzimas de cada grupe monofilético {paso metabdlico
en el gue participan, tipo de reaccion bioguimica que catalizan) nos permite inferir
el proceseo evolutivo qus ha ocurrido de acuerdo a las fres hipotesis de evolucion
metabdlica antes mencionadas. De ahi que una serie de homelogias entre las
proteinas que conforman el metabolismo de pirimidinas parezcan indicar que una
parte de este evoluciond mediante un mecanismo tipo patchwork {Fig 27}. Entre
estas homologias se encuentran las siguientes:

a} La homologia entre la subunidad pequeiia de la carbamoii-fosfato sintasa y la
CTP sintasa. La homologia de estas enzimas junto con ofras
glutaminoamidoiransferasas tipo-G, involucradas con la formacidon de GMP

sintasa, triptéfano y otras moiéculas junto con ef gen hisH esta bien establecida
{Ziakin 1985).

b) La homologia entre las enzimas: dihidropirimidinasa (EC 3.5.22),
dihiodrooratasa de dos Archaeas (EC 3.5.2.3). Se ha encontrado también que la

enzima alantoinasa (EC 3.5.2.5) es homodloga también a las dihidrooratasas,
{Holom et. &/, 19986).

¢) Las enzimas: nucledsido tnfosfato adenilaio cinasa (EC 2.7.4 10), citidiiato
cinasa (EC 2.7.4.14), timidilato cinasa {EC 2.7.4.9) y nucledsido fosfato cinasa
(EC 2.7.4.4), que comparten un sitio conservado de union a ATP o GTP el cual

forma parte de un sitio conocido como Walker A en las enzimas transportadoras
ABC.
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sintesis de novo degradacion
aSpyrdb 3- ureido-propionato

pvrB, pvrd dihidropirimidinasa
pwrC DHU
prl dikidropirinndin desindrogenasa
PrE Uracilo
mrF

¥
UMP

Interconversion y salvamento

Reduccion Transferencia Reduccion Metilacion
del grupo amino
N7 A
upp ————p dUDP dTDP

dCDP 4———-—/T‘DP

CMP

dT\JP q
cmma
d UMP dTVIP

UMP
de novg

PRPP + Uracilo Uracil PRTasa

ATP + 5-rib 5-P RFPF cinasa AMP + PRPP

Figura 27. Muestra los grupos de enzimas homaélegos encontrados en el metabolismo de
pirimidinas. Los genes encerrados baje la misma forma son homélogos. Abreviaciones:
RFPF cinasa (ribosa fosfato piro-fesfo cinasa); NTA cinasa {nucledsido trifosfato adenilato
cinasa); NP cinasa (nucleosido fosfato cinasa).
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d) El grupe menofilétice formade por la uracil fosfo-ribosi-ransierasa {EC
2.429), orotato fosfo-ribosil-transferasa {(EC 2.4.2.10) y ribosa fosfato-

pirofosfocinasa (EC 2.7.6.1) los cuales comparten un sitio de unién a fosfo-ribosil-
pircfosfato (PRPP).

Las regiones de homologia encontradas enfre las distintas secuencias son,
principalmente los sitios de union al substrato (Tabla 5) esto se puede entander ya
que son los sitios con mayor presion de seleccion.

Por otro lado, el heche de que la PRPP sintasa y la orotate fosfo-ribosil-
transferasa o la uracil fosfo-ribosil-transferasa sean homadlogas y catalicen pases
secuenciales no implica necesariamente que sea un caso de la hipétesis de
Horowitz. Dos enzimas homdlogas que catalicen pasos metabdlicos secuenciales
pueden ser igualmente explicado por 1a hipdtesis de pafchwork si suponemos gue
antiguamente existia una enzima poco eficiente y poco especifica que catalizara
ambas reacciones (Becerra ef af, 1997b). Si bien ei orden de ios genes en los
operones, no puede ser usado para refutar la hipdtesis de Horowitz debido a la
gran labilidad de estas estructuras a lo largo de grandes distancias evolutivas
(Islas es al, 1998), el operon para la biosintesis de pirimidinas de B. subtifis no
representa un apoyo a lz hipolesis retrograda va que los genes que o
comprenden no son homdlogos entre si.

Otro evento de duplicacion génica que tuvo lugar en la evolucion del metabolismo
de pirimidinas es la evolucion de la carbamoil-fosfato sintasa (CP3) la cual parece
haber surgido por un evento de duplicacidn seguido por un evento de fusion para
dar origen a la subunidad grande de esta enzima (Hoff 1995} la cual se unié
después con la subunidad pequefia. Sin embargo, este es el tnico caso de
evolucidn por duplicacion interna detectado en el metabolisme de pirimidinas. E!
analisis de “dotplot” con las enzimas que participan en este mstabolismo no

mostré més evidencias de este proceso. Ello sugiere que o bien este mecanismo
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no fue importante en ia evolucién de sstas enzimas, ¢ gue las duplicaciones

intemas ya no pusden ser reconocidas con el método utilizado.

Existe evidencia gue sugiere que el RNA evoluciond primero que e DNA
{Lazcano ef al, 1988). Por lo tanto, se puede proponer que la biosintesis de dNTP
evolucioné gracias a la adicion de un paso metabdlico por el surgimiento de la
ribonucleétido reductasa, a un metabolismo va existente de NTP. Asi, al menos
en parte la esfructura de esta porcion de la ruta parece reflejar  su historia
evolutiva tal como lo propene l& hipotesis de Granick (1857). Por otro lado, la
hipétesis de Granick no puede explicar el origen de la sintesis de novo ya gue esta
requiere que cada paso metabdlico que se agregue a una ruta {enga una ventaja
adaptativa para ser seleccionade a favor. Sin embargo, en la actualidad ninguna

de las moléculas intermedias de la sintesis de nevo tienen ofra funcidn que la de
sintetizar uracilo.

Tiempos de evolucion.
Es importante resaltar que las caracterizaciones que podamos hacer con este

método no pueden ir mas alld de una época en donde ya habia sintesis de
proteinas mediada por ribosomas.

Las diferentes partes del metabolismo de pirimidinas {novo, salvamenic e
interconversidn y degradacion} debieron haber surgido en distintas épocas y bajo
distintas presiones de seleccion  Probablemente ia sintesis de novo sea posterior
2 la sinesis de salvamento e interconversién ya que no tiene seniido que se
seleccione una sintesis de novo para la cual el preducto fina! no fiene una funcidn
previamente establecida en el mecanisme celular. Si suponemos que los primeros
seres vivos eran heterdtrofos, probablemente la sintesis de novo surgié como una
adaptacidn para suplir las necesidades de pirimidinas celulares cuando la fuente
de pirimidinas sintetizadas abidticamente se volvid escasa. Como ya fue
mencionade més arriba, un numero creciernte de evidencias sugiere que los

genomas de DNA fueron antecedidos por genomas de RNA, por lo que el
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metabeolismo de  descxirribonucledlidos es posterior al  metabolisme  de
ribonucledtidos. Estas dos polaridades en el tiempo, de las distintas partes del
metabolismo de pirimidinas, pueden ser usadas como criterios para enraizar las

filogenias de genes parélogos en donde uno de los genes participe en una ruta
mas antigua.

Habilidades metabdlicas del cenancestro,

¢ Genoma de DNA?

Las caracterizaciones hechas a partir del analisis de la distribucidn filogenética de
enzimas pueden verse abstaculizadas por pérdidas polifiiéticas secundarias,
transferencias horizoniales y redundancias funcionales, y por el usc de
organismos modelo (Becerra ef af, 1997a), por ello, las inferencias que podamos
hacer sobre las rutas biosintéticas en LCA pueden estar equivocadas, sin embargo
existen mas datos que apoyan la idea de que el cenacestro era un organismo
complejo no muy distinto de ios procariontes que existen hoy en dia (Becerra et.
al en prensa). El andlisis de 1a distribucicn filogenética de los genes para la
biosintesis de pirimidinas sugiere que el cenancestro probablemente tenia las
habiidades metabdlicas gue le permitian sintetizar dTTP lo que apoya la idea de
que el LCA tenia un genoma de DNA

¢ Cperones de pirimidinas en ef cenancestrc?

A} parecer. salvo en excepciones puntuales (Seifert J. ef &l 1997), el orden de los
genes en los genomas bacterianos no se sncuentra conservado = lo largo de
grandes distancias evolutivas (Mushegian y Kconin 1998). Los genes de Ia
biosintesis de pirimidinas en ios genomas completos analizados aqui no son la
excepcion. Unicamente en los genomas de los micoplasmas se éncuenira una
distribucion de los genes muy similar, lo que se puede explicar dada la proximidad

filogenética entre estos organismos. Sin embargo, en B. subtilis que es su pariente
cercano, este orden no se conserva.



El acomodo de los genes pyrd y pyrB
se encontraban contiguos en el cenancestro. Sin embargo existen diferencias
importantes entre el gen de la carbamoilfosfaio sintasa de las especies
precariontes estudiadas aqui y la levadura, En los procariontes 10 genes pyrd vy
pyrB forman un operon mientras que en !a levadura estos dos genes estan

fusionados a un gen de dihidrooratasa no funcional y al gen pyrB formando de
esta manera una proteina muitifuncional,

Orden de genes.

Al estudiar ia distribucidn espacial de los genes para ia biosintesis de pirimidinas,
y los genes contiguos a estos, se encontré gue existen distribuciones similares
entre las especies filogenéticamente cercanas. Los micoplasmas compartieron la
misma esiructura en el acomodo de sus genes practicamente en todos los casos,
despues £ colf y H. influenzae y por Gltimo M. jannaschii y M.
thermoautotrophicum.  Estos datos probablemente nos estan refigjando las
distancias evolutives enire los distintos organismos. Aungue la informacién
disponible es aun fragmentaria, tanto la similitud que existe en la organizacion de
genes a lo largo de icdo el genoma entre los dos micoplasmas, como las
similitudes encontradas entre los operones de los organismos antes mencionados
sugiere que en principio es posible inferir dates scbre la evoiucion de la
distribucion espacial de los genes con este tipo de informacion.

Debido a que a partir del estudio de ia disfribucion y ef orden de los genes
eglrededor del genoma selo se reconocid cercania evalutiva enire los micoplasmas,
¥ gue a partir del estudio del orden de los genes para [z biosintesis de pirimidinas
junto con los genes contiguos a estos se reconocieron similitudes entre los
organismes evolutivamente menos alejades, Ja perdida de informacion
filogenética en ¢f orden de los genes pareces seguir 1a direccion:

perdida del orden de los genes pérdida de la estructura

_—>
a lo [argo de todo el genoma de los operones
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Filogenias.

Las filogenias presentadas aqui, creadas a partir de las secuencias de las enzimas
ortdlogas disponibles pertenecientes a los tres dominios no son definitivas, y
pueden ser alteradas con la adicion de nuevas secuencias. Ademas, un estudio
mas preciso requeriria un ndmero mayor de repeticiones bootstrap, v el uso de
una mayor variedad de métodos tales como el de maxima parsimenia y maximo
“likelihood™ {Brown y Dooliitle 1897). A pesar de estas limitaciones, los arboles
generados parecen estar de acuerdo con la chservacion de que las proteinas que
participan en roles metabdlicos generan filogenias en donde Ias relaciones entre
los dominios se hacen menos claras (Brown y Dooliitle 1857), como se observa
con la enzima !a dihidrooratasa, la dihidroorotato oxidasa, ta orotato fosfo-ribosil-
transferasa, la timidilato cinasa. Ello es menos frecuente en las proteinas que
participan en roles informativos, en donde la agrupacion de los Archaeas con los
sucariontes parece estar favorecida.

La sintesis de nove es la misma en todos los organismos en Ios que se presenta,
to que sugiere que tiene un origen moncfilético. Sin embargo. no es claro porqué
las filogenias de las distintas enzimas de esta biosintesis son tan diferentes en su

topologia. Un estudic mas detallado puede ayudar a entender la evolucién
temprana de estos genes.

Quimica prebidtica.

La mayoria de los intermediarios gque participan en |a sintesis de nove del orotato
son compuestes que probablemente se hayan encontrado en la Tierra prebidtica.
Asi mismo, se ha reportado una sintesis prebidtica semiparalela a la sintesis de
novo de pinmidinas (Yamagata, ef a/, 1990). Estos dos hechos parecen sugerir
que el metaboiismo de pirimidinas evoluciond en parte debido a un mecanismo de
tipo Horowitz en su formaulacién cidsica . Sin embargo, la eusencia de homologia
antre las distintas enzimas que participan en |los pasos secuenciales de la sintesis

de novo no concuerda con el modelo de evolucion retrdgrada.
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Probablemente el uracio se pudo haber formade a partir de un numero de
reacciones distintas en al Tierra primitiva, sin embargo la sintesis prebidtica mas
eficiente reportada hasta el momento (Rabertson et al. 1995) sugiere que estas se
formaron principalmente en charcas evaporantes donde habia altas
concentraciones de urea y cianoacetzidehido. La eficiencia de esta reaccién (30-
50%) es mucho mas alta que la de la reaccidn prebidtica semiparalea a la
biosintesis (2%) (Yamagata et al. 1990). El porqué la naturaleza "escogid” una
sintesis de pirimidinas tan poco eficiente es una pregunta abierta. Sin embargo, el
dato anterior junto con el hecho de que en la sintesis de novo de pirimidinas
primero se forma el anillo del orotato y después se une a una ribosa fosfato para
formar el nucledtido, a diferencia ce la sintesis de purinas en la que primero se
ensambla el anillo sobre una nbasa fosforilada, iniciando con la adicién de un
grupc amino, proveniente de la glutamina, al fosfo-ribosil pirofosfato, y pasando
por una serie de intermediarios quimicos, hasta finalizar con la formac]én de la
inosina 5'fosfalc & partir de cual se forman los demas nucledtidos de purina,
sugiere que la evolucidn de la sintesis de novo de pirimidinas es un evento
histdrico v que por lo tantc podria ser de otra forma en la actualidad. Debido & la
dificultad para la sintesis prebidtica de la ribosa, es probable que eventcs muy

diferentes hayan tenido lugar en la evolucién temprana de estos metabolismes.

Finalmente.

En los estudios de evolucion temprana de ia vida existe un importante salio
conceptual entre la etapa de sintesis prebiotica y lo que se denomina como el
mundo del RNA (Gilbert, 1986} en donde ya existen sistemas autorreplicativos que
son capaces de svolucionar a fraves de seleccidn natural (Fig. 28). Los fenomenos
de evolucion metabdlica a través de los procesos presentados aqui, no pusden ser
anteriores a etapas en donde ya existia una sintesis de proteinas mediada por
ribosomas. Esta etapa se encuentra cualitativamente Iejos det origen de la vida.
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Sintesis abiotica ¢, Origen de
de compuestos — la vida?
Qrganicos

Mundo del
— RNA

Fig. 28. Muestra tres siapas conceptualmente distintas en el origen y evalucion

temprana de fa vida.

51 el fendmenc de patchwork fue el mas imporiante en la conformacion temprana

de les metabolismos, un mejor entendimiento de la evolucion temprana del

metabclismo de pirimidinas se puede cbtener al conocer. a que familia de

proteinas pertenece cada una de las enzimas que participan en {a biosintesis de

pirimidinas.
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Figura 25. Mapa del genoma complete de H. infiuenzae mastrando (as posiciones aproximadas de
los genes de pirimidinas: nrdD (EC 1.17.4.2}, udk (EC 2.7.1.48), dod (EC 3.5.4.13), ushA (EC
3.1.2.5), pyrE {EC 2.4.2.10), udp {EC 2.4.2.3), tmk (EC 2.7.4.9), pyrR (EC 2.4.2.9), deol (EC
2.42.1), tdk (BC 2.7.1.21), ndk (EC 2.7.4.8), thyA (EC 2.1.1 45), pyrG (EC 6.3.4.2), nrdG (1.17.4.2)
proteing activadora, trxB (EC 1.6.4 5), ok (EC2.7.4.14), pyrF (EC 4.1 1.23), upp (EC 2.4.2.8), doa
(EC 3.5.4.5}, pyrD (EC 1.3.3.1), prsA (EC 2.7.6 1). ok (EC 2.7.4.14), nrdA (EC 1.17.4.1 o), nrdB
(EC117.4.1p).
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Frgura 26. Mapa del gencma de H. pylori mostrande las posicicnes aproximadas de fos genes de
pinmidinas: pyrF (EC 4.1.1.23), ndk (EC 2.7 4.6), pwC (EC 3.5 2.3), pwE (EC 6.2.4.2), nrdB (EC
1.17.4.1 8}, ded (EC 3.5.4.13), pyrC (EC 3.5.2 3), nrdA (EC 1.97.4.1), prsA (EC 2.7 6.1), pyrH (EC
2.7.4.-), pyrAb (6.3.5.5 giutamina), pyrD (EC 1 3.88.11), pwB (EC 2.1.3.2), &#xB (EC 1.6.4.5), deoD
(2.4.2.1), pyrAa (6.3.5.5 amonic), pyrE (EC 2.4 2.10), fmk (EC 2.7.4.9), punB (EC 2.4.2.1).
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Figura 27. Mapa del genoma de B. subtilis mostrando las posiciones aproximadas de los genes
para la biosintesis de pirimiginas: tmk (EC 2.7.4.9), prs (EC 2.7 6.1), pyrR (proteina reguladora del
operon de pirimidinas), pwrP (uracil permeasa), pyrB (EC 2.1.3.2), pwC (EC 3.5 2 3), pyrAA (EC
£.3.5.5 pequefia), pyrAB (6.3.5.5. larga), pyrDlf (probable subunidad de la dihidrogrotato
deshidrogenasa), pyrD (EC 1.3.3.1), pwrF (EC 4.1.1.23), pyrE (EC 2.4.2.10),nrdE (EC 117.4.10),
nrdf 117 4.1p), thyA (EC 2 1.1.45), thyB (EC 2.1.1.45 thermolabile), ndk {EC 2.7 4.6), omk (£C
2.7.4.14), pnp (EC 2.4.2.1), cdd (EC 3.5.4.5), upp (EC 2.4.2.8), tdk (EC 2.7.1.21), ctrA (EC 8.3.4.2)
pop (EC 24.2.2).
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Figura 28, Mapa del genoma de M, genitaliurm mostrando las posiciones aproximadas de los genes
para iz biosintesis de pinmidinas: CDC8 (EC 2.7.4.9), upp (EC 24.2.8), tdk (2.7.1.21), deoD (EC
2.4.2.1), deoA (EC 24.2 4}, cdd (EC 3.5.4 5), prs (EC 2.7.6.1), rxB {1.6.4.5), thyA (EC 2.1.1.45),
nrdf (EC 1.17.4.10), nrdE (EC 1.17.4.10), emk (EC 2.7.4.14), udk (EC 2.7.1.48).
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Figura 29. Mapa del genoma de M. pneumoniae mostrando las posiciones aprpximadas de los
genes para la biosintesis de pirimidinas: pre (EC 2.7.6.1), cdd (EC 3 5.4.5), decA (EC 2.4.2.4),
deoD (EC 2.4.2.1), tdk (EC 2.7.1.21), upp (EC 24 2.8), CDC8 (EC 2.7.4.8), pyrH (EC 2.7.4 -), udk

(EC 2.7.1 48), cmk (EC 2.7 4.14), nrdE (EC 1.17.4 1a}, nrdF (EC 1.17.4.18), thyA (EC 2.1.1.45),
irx8(EC 1.8.4.5).



83

Alycompasma preumanise
Teral 31E294 pb

Mycoplasma gensaihum
Torsl 580,673 ph

Figura 30. Mapa de los genomas de M. pneumoniae y M. genitalium mostrando s posiciones
aproximadas de Jos genes para ia bicsintesis de pinmidinas. Observese que el orden de los genes
en los dos genomas es el mismo, solo que en seatido inverso.

M. pneumoniae: prs (EC 2.7.6.1), cdd (EC 3.5.4.5), decA (EC 2.4.24), deoD (EC 2.4.2.1), idk (EC
2.71.21), upp (EC 2.4.2.8), CDC8 (EC 2.74.9), pyrH (EC 2.7.4-), udk (EC 2.7.1.48), cmk (EC
2.7.4.14), ardE (EC 1.17.4.15), nrdF (EC 1.17 4.1R), thyA (EC 2.1.1.45), trx8 (EC 1.8.4.5).

M. genitafiurm: CDC8 (EC 2.7.4.9), upp (EC 2 4.2.9), idk (2.7.1.21), deoD (EC 2.4.2.1}, deoA (EC
2.424), cdd (EC 2.5 4.5), prs (EC 2.7 8 1), frxB {1 6.4.5), thyA (EC 2.1.1.45), nrdF (EC 1.17 4.1p),
dE (EC 1.17.4.1a), cmk (EC 2.7.4.14), udk (EC 2.7.1.48)
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Figura 31. Mapa del genoma de Synechocystis sp. mostrando las posiciones aproximadas de los
genes para la biosintesis de pirimidinas: upp (EC 2.4.2.8), thyA (EC 2.1.1 45), pyrC (EC 3.5.2 3),
tdk (EC2.7 1.21), codA (EC 3.5.4.1), pyrF (EC 4.1.1 23}, dod (EC 3.5.4.13), panC/key (pantoienato
sintasa/citidilato cinasa EC 2.7 4.14), pywB (EC 2.1.3.2), py1G (2.1.3.2), nrdA (EC 1 17.4.1a), pyrC
(BC 2.5 2.3), pyrH (EC 2.7.4.-), nQkR (EC 27 4.6), umpS (EC 2.4 2.10,2.7.1.48), tmk (EC 27 49),
car3 (EC 6.3.5.5 grande), prsA (EC 2.7.6.1), ushA (EC 3.1.3.5), pyD (EC 1.3.3.1), nrof (EC
1.17.4 1f).
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Figura 32. Mapa de! genoma de M. jannaschii mostrando las posiciones aproximadas de los genes
para la biosintesis de pirimidinas: fmk (EC 2.7.4 9), ded (EC 3.5.4.13), thyA (EC 2.1.1.45), pyD (EC
1.3.3.1), cmk (EC 2.7 4.14), decA (EC 24.2.4), nrdD (EC 1.17 4.2), carA (EC 6.3.5.5 pequefia), ded
(EC 2354.13), pwE (EC 24.210), pwG (8.3.4 2, pyH (EC 2.7.4.0), ndk {(EC 2.7.48), prsA (EC
2.7.6.1), craB7 (6.3.5.5 grande)}, carB2 (EC 6.3.5.5 grande}, pyr! (EC 2.1 3.2 regulatoria), pyrC (EC
3.5.2.3), irxB (EC 1.6.4.5), pyrB (EC 2.1.3.2 catalitico), pwiF (EC 4 1.1.23).
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Figura 33. Mapa def genoma de M. themmoautotrophicum mostrando las pesiciones aproximadas
de los genes para a biosintesis de pirimidinas: cmk (EC 2.7.4.14), pytF (EC 4.1.1.23), pwrG (EC
6.3.4.2), nrdA (EC 1.17.4.1 grande), #xB (EC 16.4 5), thyA (EC 2.1.1.45), prsA (EC 2.7.6.1}, pyrl
(EC 21.3 2 regulatoria), carB7 (EC 6.3.5 5 larga ), carB2 (EC 6.3.5.5 larga), carA (EC 6.3.55

pequefia), pyrC (EC 3.5.23), pyD (EC 1.3.3.1), pyB (EC 2.1.3.2), ushA (EC 3.1.3.5), nrdD (EC
1.17.4.2), TMK {EC 2.7.4.9), DCD (EC 3.5.4.13).
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Figura 34. Mapa del genoma de S. cerevisiae mostrando las posiciones aproximadas de los genes
para la biosintesis de pirimidinas: PRS4 (EC 2.7.6.1), URAY (EC 6.3.4.2), DUT? (EC 3.6.1.23),
IxB (EC 1.6.4.5), URA3 {(EC 4.1.1.23), RNR71 {EC 1.17.4.1), PRS2 (EC2.7.6.1), RNR4 (EC
1.17.4.1), PRS3 (EC 2.7.6.1), irxB (EC 1.6.4.5), FUR? (EC 2.4.2.9), DCDT (EC 3.5.4.12), RNR3
{EC 1.17.4.1), URA2 (EC 6.3.5.5, 2.1.3.2), RNR2 (EC 1.17.4.1 pequefia), CDC8 (EC 2.7.4.9),
URAZ (EC 6.3.4.2), URAT (EC 1.3.3 1), PRPST (EC 27.6.1), YNK1 (EC 2.7.4.8), Uridilalc cinasa
(EC 2.7.4-), YUR245c (EC 3.5.4.5), URA4 (EC 3.5.2.3), URAT0 (EC 2.4.2.10), URAS (EC

2.4210), URK1 {(EC 2.7.1.48), CDC27 (EC 2.1.1 45), Cilcsina deaminasa (EC 3.5 4.1).
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