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RESUMEN

La evolucion enzimatica es esencial para comprender ¢l origen de las rutas metabdlicas. La presion de seleccion que
ejercid el oxigeno en rutas bioquimicamente anaerobias fue un factor decisive para el cambio en las estrategias metabdlicas de
muchas especies. El ciclo de Krebs y la J-oxidacién son dos de las rutas metabdlicas mas representativas de ia estrategia
heterdtrofa aerobia para la obtencion de energia en forma de ATP y nucledsidos difosfato con poder reductor, a partir de Ia
degradacion de Acidos tricarboxilicos y acil-CoA ésteres, respectivamente. Pero para €llo, ambas rutas deben conectarse con la
fosforilacion oxidativa, una ruta completamente dependiente de oxigeno, lo que sugiere que si las enzimas que catalizan el
ciclo de Krebs y la f-oxidacién estuvieron presentes en sistemas bioquimicamente anaercbios debieron haber sido como parte
de rutas no dependientes de oxigeno. Para el caso de las enzimas del ciclo de Krebs se ha propuesto que las rutas de fijacion
de carbono, del glioxalato, o de la sintesis de amino4cidos pudieran ser las rutas ancestrales, pero hasta donde sabemos para el

caso de las de Ia B-oxidacién poco se ha propuesto sobre su posible origen.

Dado que el ciclo de Krebs y la §-oxidacién comparten una serie de cuatro reacciones quimicamente similares, en este
trabajo se analizan las enzimas que catalizan estas rutas para saber si pueden tener un origen comun. Se presentan evidencias
de que a nivel de estructura secundaria y terciaria se puede detectar la homologia de algunos de los dominios de unién a los
cofactores de estas enzimas, aunque no se ha encontrado que esa homologia sea detectable a lo largo de toda la enzima, por lo
métodos aaqui empleados. De hecho, las inserciones de elementos estructurales que distinguen a los dominios homélogos de
estas enzimas parecieran ser la fuente de variacion para el origen de actividades quimicamente similares, sobre distintos
sustratos. También hemos encontrade que en estas rutas las enzimas que catalizan reacciones termodindmicamente poco
favorables son las que presentan sitios conservados, probablemente porque la evolucion tipo patckwork en este tipo de
enzimas pudiera ser un proceso mas comun que la convergencia funcional, contrario a lo encontrado para las énzimas que

catalizan reacciones termodinamicamente favorables.

También hemos analizado otras rutas del metabolismo de acil-CoA ésteres para proponer el posible origen de las enzimas de
la B-oxidacion, y creemos que pudieran ser las de la sintesis tipo | de acidos grasos. Debido a la relacion que estas dos rutas
metabolicas guardan con la sintesis de fosfolipidos y su incorporacion a las membranas bioldgicas, y a que las enzimas que las
catalizan son homélogas, creemos que los dcidos grasos pudieron tener, en condiciones bioquimicamente anaerobias, un papel
exclusivamente estructural como formadores de membranas, y que no fue sino hasta el advenimiento de las condiciones
aerobias cuando estas rutas metabélicas y los Acidos grasos adquirieron su papel energético por medio de las enzimas de la -

oxidacion,
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INTRODUCCION

Dos de las principales presiones de seleccién que las especies han tenido que enfrentar a lo largo de la historia
evolutiva estriban en satisfacer sus requerimientos estructurales y energéticos. Los primeros se derivan de la sintesis de
componentes de membranas, DNA, RNA y proteinas, y los segundos de la degradacién y sintesis de catabolitos, y la
produccion de los componentes celulares necesarios para la asimilacion de fuentes externas de materia y energia. Ambos han
llevado a la elaboracién y conjuncién de redes de rutas de sintesis y degradacién de biomoléculas, conocidas como
metabolismo intermediario.

Las variantes en el metabolismo intermediario dependen de las condiciones ambientales y el nivel biologico al que se
realicen, es decir, el dominio celular {(Archaea, Bacteria o Eucarya), el estadio del organismo en su ciclo de vida, y en el caso
de los organismos pluricelulares, la funcién especifica de la célula, linaje celular u 6rgano, e inclusive el organelo en el que se
realice el proceso. Independientemente de ello, el mapa de rutas metabolicas (Nicholson, 1997) es una expresion de la
universalidad y el consenso del metabolismo intermediario, y refleja la seleccidn y adaptacidn de rutas metabélicas desde el

periodo preenzimético hasta nuestros dias (Morowitz et af, 2000).

El surgimiento de las células, y las endosimbiosis que han generado a las mitocondrias (Margulis, 1993; y Gray et al,
1999), cloroplastos (Margulis, 1993; y Martin er af, 1998) y probablemente peroxisomas (Latruffe y Vamecq, 2000), han
permitido que al interior de una célula haya regiones especializadas en el metabolismo de cierto tipo de sustratos, como
ocurre con €l ciclo de Krebs, confinado en los eucariontes a las mitocondrias, o la degradacién de los 4cidos grasos, que en
hongos se realiza casi exclusivamente en peroxisomas, mientras que en animales se da también en mitocondrias. Ademas,
algunos tipos de sustratos, como los 4cidos grasos de cadena larga, pueden ser metabolizados (nicamente por eucariontes, y
s6lo dentro de los organelos antes mencionados. Esto ha permitido el origen y especializacién de rutas metabélicas de algunos

tipos celulares v dentro de sus compartimentos.

A nivel moelecular, el origen, la evolucién y la distribucion biologica de diversas proteinas han sido una fuente clave
para ¢l origen y la modificacién de rutas metabdlicas. A continuacidén explicamos algunos procesos importantes en la
evolucion molecular, especificamente de evolucion enzimatica, y los modelos de evolucidén metabélica que los relacionan con

las rutas biosintéticas.

La evolucién enzimaitica, y el origen y modificacion de las rutas metabélicas.

Uno de los eventos mds importantes para originar nuevas funciones enzimdticas en el esquema de la
universalidad del metabolismo intermediario es la paralogia (Gerlt y Babbitt, 2001). Las enzimas parilogas se generan por
la duplicacién génica de una enzima ortéloga, derivado de ello, una de las copias puede continuar realizando la (s) catalisis de
la enzima original y la otra especializarse en un tipo especifico de sustratos e inciuso adquirir la capacidad de realizar una
nueva funcién (Gerlt y Babbitt, 2001), lo cual podria ser poco probable en enzimas ortdlogas, por tener la presion de
seleccion de seguir realizando las catalisis originales. Por otro lado, la convergencia funcional, que también puede contribuir
al origen de rutas metabolicas, podria estar confinada a las catdlisis favorecidas termodindmicamente. La transferencia
horizontal es un proceso que también pudiera contribuir 2 la generacion de novedades evolutivas en el linaje receptor, aunque

en la mayoria de los casos ello no se refleje en el mapa general de rutas metabélicas, como en los eventos de transferencia



horizonta! de genes de resistencia a estrés por antibidticos, metales, etc., donde la catilisis existia antes del evento de
transferencia, solo cambi6 de duefio. Se considera que dos genes, y por lo tanto, las enzimas que codifican, son parélogos si
en una poblacion ocurre una duplicacion génica independientemente de un proceso de especiacion y las copias se heredan de
manera que en cada una de las nuevas especies se encuentren dos o mas enzimas con una gran similitud a nivel de secuencia y
muy probablemente con actividades bioquimicas similares. Por otro lado, si la divergencia se da al tiempo de la especiacion,
se tendra un solo tipo enzimatice en cada especie, y se le considerara ortéloge. Como sea, las enzimas originadas por este
proceso pueden ser clasificadas como una famnilia.

En un arbol filogenético pueden ser incluidas tanto enzimas pardlogas como ortdlogas porque tienen un ancestro
comiin, pero tenemos que distinguirlas para no confundir eventos de paralogia con eventos de especiacién, sobre todo si con
ese arbol tratamos de reconstruir historias evolutivas a nivel de especie o si queremos reconocer los eventos de paralogia que
han generado la gama de enzimas parilogas que se estdn analizando. Una forma de lograrlo es hacer un érbol universal
usando como marcador las enzimas en cuestién, y catalogar como ortélogas a aquellas de diferentes especies que forman un

clado, y como paralogas a aquellas de la misma especie que se agrupan en un solo clado,

A pesar de que generalmente las duplicaciones que generan peralogia ocurren en todo el gen y no en regiones, la
evolucidn de cada dominio funcional de una enzima (uni6n a cofactores, sito activo, region de multimerizacion, etc.), es semi-
independiente, al tener cada uno sus propias presiones de seleccién. Es decir, a nivel de evolucién enzimatica, la unidad
evolutiva son los dominios y no las enzimas como tal, aunque la evolucidn de algunos dominios puede verse influenciada
por su relacién con otros dominios, en especial en el caso de enzimas con estructura cuaternaria y de enzimas con dominios
cataliticos dependientes de dominios reguladores, y viceversa,

Ademas, el intercambio de dominios entre genes (“shuffling”) puede provocar que los miembros de una familia
diverjan mis en algunas regiones de su estructura que en otras  evolucidn modular). De ello que al comparar enzimas con
mecanismos cataliticos similares que actian sobre sustrates distintos, o viceversa, o sea con mecanismos distintos sobre
sustratos similares, se detecten algunos de sus dominios homoélogos y otros polifiléticos a nivel de estructura primaria,
secundaria y terciaria. De ahi la necesidad de formar una categoria de clasificacién superior, llamada superfamilia, cuyos
miembros también se consideran homologos, pero para detectar que enzimas pertenecen a ella, los anélisis deben hacerse a
nivel de estructura secundaria, terciaria y de la conservacién de los mecanismos quimicos, porque a nivel de estructura
primaria los valores de similitud e identidad pueden ser menores a 30 y 20 %, respectivamente, lo cual no permite establecer
juicios sobre las relaciones filogenéticas, ni sobre si su origen es homoélogo o polifilético. Por ello, hay gue ser cuidadosos,
puesto que la similitud en mecanismos quimicos ¢ incluso en plegamientos estructurales puede ser el resultado de
convergencias y no de origen comin. Asi pues, una superfamilia de enzimas puede albergar proteinas con dominios
homélogos al resto de la superfamilia, pero también con dominios polifiléticos, los cuales se suponen adquiridos como parte

de la evolucién divergente de un tipo enzimatico particular y que por ello no comparte con el resto de su superfamilia.

Un ejemplo de una superfamilia, es la que agrupa a las enzimas con plegamiento tipo Rossmann. El tipo mas
sencillo de este plegamiento consta seis hojas B con dos o tres hélices o paralelas a cada lado, aunque dependiendo de la
enzima puede haber inserciones o pérdidas de fragmentos estructurales. Entre uno de los dos grupos de hélices & y la lamina
de hojas B, se puede alojar una molécula de algin dinucledsido (FAD y NAD, NADPH, etc.), por lo que el plegamiento
Rossmann es comiin en las deshidrogenasas que utilizan como cofactor dinucledtidos. Estudios de biologia molecular

comparada de las enzimas con plegamiento tipo Rossmann, la conformacion de los cofactores, la distancia atémica entre sus




carbonos ¢ (“root mean squared distance” R.M.S.D), y los mecanismos de accién, sugieren que el plegamiento tipo
Rossmann es de origen parafilético (Carugo y Argos, 1997 A y B), por lo que se trata de una convergencia estructural, pero
que algunos de sus tipos se pueden distinguir como homélogos (Carugo y Argos, 1997 A y B; y Vallon, 2000). Solo los que
tienen un ancestro comin pueden considerarse como miembros de la superfamilia. £l resto se agrupa en las bases de datos de
clasificaciones de estructuras de dominios de proteinas SCOP (Murzin et af, 1995) y CATH (Orengo et al, 1997) en una

categoria ain superior, llamada plegamiento, en ta que la homologia no ha podido ser demostrada o rechazada.

Evolucion enzimdtica, origeny
desarrollo de rutas metabélicas
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Figura 1. Evolucién enzimftica y el origen de rutas metabélicas. Las letras mayisculas se refieren a enzimas, mientras que las
mindsculas a sustratos y productos y las flechas en negro al sentido de la reaccion. Los colores del resto de flechas v lineas representan el
sentido de la ancestria descendencia en los modelos de evolucién: “Hacia adelante™ (azul), “Hacia atras™ (rojo), “Patchwork™ (verde),
Semienzimatico {amarillo), Sustitucién de una enzima por otra no-homoéloga (café), Fusién de genes (lilz). Para mas detalles ver texto.

La fusién de genes se refiere a un fenémeno en que el genB y el genC (Figura 1} que codifican para las enzimas
monofuncionales B y C por separado, se unen quimicamente, dando lugar a una enzima bifuncional BC. Si la fusién es
precedida de una duplicacién de uno o ambos genes monofimcionales, muy probablemente las enzimas monofuncionales se
especialicen en un tipo de sustrato similar, pero no idéntico al de la enzima bifuncional; o bien, si hay duplicacién previa pero
no especializacion, se entabla una competencia entre las enzimas monofuncionales y ta multifuncional por la catdlisis del paso

en comin, y en caso de no haber duplicacifn previa, los genes de las monofuncionales simplemente son los que forman a la



multifuncional. La fusién de genes ha sido reconocida con mas frecuencia en eucariontes (Enright er af, 1999),
probablemente ligado con el hecho de que brinda una regulacion mas estrecha comparada con la de enzimas
monofuncionales. Sin embargo, son necesarios mas estudios en genomas completamente secuenciados para determinar la
relevancia de la fusién de genes en la evolucidn de las proteinas y las rutas metabolicas en las que interaccionan (Enright
et al, 1999). Se han propuesto casos en los que la fusién ha sido de genes pardlogos, pudiendo generar enzimas
monofuncionales como HisA (Fani et a/, 1997) o multifuncionales como las tipo II de la oxidacién de acidos grasos (Qin
et al, 1999),

Otro punto importante en la evelucién de las rutas metabdlicas se da cuando una enzima B que cataliza la
conversién del sustrato “b™ al producto “c” y otra no-homéloga B’ compiten por la catilisis de la misma reaccién
(Figura 1). En este caso, o bien una enzima desplaza a la otra, como en el caso de las 2-enoil-CoA hidratasas de la -
oxidacion (Hiltunen y Qin, 2000), o bien coexisten y se regula su actividad dependiendo de las necesidades de la célula,
como ¢n el caso de las 3-hidroxiacil-CoA deshidrogenasas de la misma ruta {Hiltunen y Qin, 2000). Este proceso estd
muy relacionado con el fenémeno de que una enzima con un sitio activo que cataliza el paso del sustrato “b™ al producto
“¢” adquiere la capacidad de levar a cabe otra catalisis, que puede 0 no parecerse quimicamente 2 la original, inclusive
catalizando dos pasos metabélicos en el mismo sitio active. Como ocurre con las hidratasas/isomerasas de fa f-oxidacion,
(S)-2-enoil-CoA hidratasa/A®-A%-enoil-CoA isomerasa (Palosaari er al, 1991), y de Ia sintesis tipo I de 4cidos grasos, 3-
hidroxidecanoil-[ACP] dehidrasa/2-decenoil-ACP isomerasa (Leesong et al, 1996), las cuales realizan sus dos funciones

cataliticas en el mismo sito activo.

Modelos de evolucién enzimitica, origen y modificacién de rutas metabdélicas.

El primer modelo de evolucion de rutas metabdlicas en funcidon de las enzimas que las catalizan, fue el de
Horowitz, (19435), llamado de “Evolucién retrégrada”, basado en la hipétesis heterotrdfica del origen de la vida de Oparin,
(1938) ¥ la correspondencia uno a uno entre genes y enzimas propuesta por Beadle y Tatum, (1941), En este modelo se
asumne la duplicacion de un genC que codifica para una enzima C {Figura 1), generando un gen pardlogo genB, cuya

enzima se especializa en catalizar el paso inmediato anterior de la ruta metabdlica.

Poco después, Lewis, (1951), seguido de Waley, (1969), Y +as, (1974), y Jensen, (1976), plantearon un esquema
diferente para la evolucién de las rutas metabélicas, basado en dos caracteristicas de la evolucion enzimdtica. La primera
es que ciertas enzimas (Figura 1, enzima C) pueden catalizar procesos en mas de una ruta metabolica, y la segunda es que
tras una duplicacién del genC se genera una enzima paraloga C’°, asentando las bases para que cada una de las enzimas C
y C’ se especialicen en una de las rutas metabolicas que inicialmente catalizaba C por si sola. Este modelo, llamado de
“Evolucion por “patchwork”, ubica a la enzima C en una ruta metabélica y 2 C* en otra distinta, a diferencia del modelo

de evolucion retrograda, que también ubica a las dos en pasos distintos pero de la misma ruta.

Granick, (1957), propuso un modelo evolutivo muy parecido al de la evolucién reirograda de Horowitz, pero en
lugar de ser el genC quien genera al gen8 y este a su vez al gend (Figura 1), ocurre a la inversa, es decir, el gend genera al
gen8 y éste al genC. Ello se conoce como el modelo de “Evolucion progresiva™, y asume a las enzimas que catalizan los

pasos metabdlicos mas complejos como derivadas, a diferencia del modelo de Horowitz que las asume como ancestrales.



Un modele mis reciente, es el del “Origen semienzimatico de las rutas metabdlicas” de Lazcano y Miller, (1399),
el cual asume un paso metabélice que ocurrié u ocurre de manera espontdnea por ser termodindmicamente favorable y que
por ende no requiere catalisis enzimatica (Figura 1), pero que al originarse una enzima poco especifica que lo catalice, “la
adopta” y en lo sucesivo el paso metabolico puede ser o no catalizado por la enzima. Este modelo es especialmente ftil

para explicar estadios de evolucion temprana del periodo preenzimatico.

Los modelos de Horowitz y Granick son mutuamente excluyentes, aunque en ambos la presién de seleccién
dominante es la conservacidén de la especificidad por el sustrato, mientras que en el modelos de Lewis, Waley, Y+as y
lensen, y el de Lazcano y Miller, la presion imperante es la conservacion del mecanismo quimico. De hecho, la baja
especificidad por el sustrato es lo que permite la incorporacion de la enzima preexistente a nuevas rutas metabdlicas. Estos
tltimos modelos pueden ser complementarios entre si, gjemplos de cada uno de ellos los revisan Gerlt y Babbitt, (2001},
Lazcano y Miller, (1999), y Peretd et al. (1997), en éstos dos iltimos trabajos, se manifiestan las imposibilidades del
modelo de Horowitz, y creemos que también del de Granick, para explicar la evolucion de rutas metabélicas con
intermediarios quimicamente inestables en ausencia de enzimas, o bien, dificiles de ser introducidos a través de la
membranas biolégicas en ausencia de transportadores especializados. También se explica que el modelo de Horowitz
asume, como el de Granick, que la sucesién de pasos quimicamente similares en las rutas metabélicas es una generalidad,
pero en realidad es poco comun, y sobretodo que hay pocos ejemplos de que las enzimas que catalizan pasos sucesivos de
una ruta sean homdlogas, en comparacién con los casos que pueden ser explicados por patchwork, en que las enzimas que

catalizan pasos sucesivos son polifiléticas y parecieran haber sido reclutadas de rutas metabdlicas distintas.

Aparicién del oxigeno en las rutas metabdélicas y su repercusion en la heterotrofia.

Las especies han participado en la evolucion bioldgica de manera adaptativa en funcién de las condiciones de su
medio, pero también, al modificar sus rutas metabélicas, influyendo en la evolucién de las caracteristicas geoquimicas del
planeta. Tal vez el caso extremo sea la influencia que tuvieron los antiguos organismos fotosintéticos en su atmosfera
primitiva y en el metabolismo intermediario. Es decir, el paso de una atmésfera reductora o andxica en la que las
principales estrategias heterdtrofas para la obtencién de energia fueron las fermentaciones, la quimiosintesis y la
fotosintesis anoxigénica, a una oxidante en la que los principales actores son la respiracién aerobia, la fosforilacién
oxidativa y las rutas metabolicas que concatenan, como el ciclo de Krebs y 1a espiral de la oxidacién de cidos grasos. Se
ha propuesto que el metabolismo anaerobio sulfurado representa el precursor evolutivo de los otros sistemas de
respiracién anaerobia {basados en sulfatos y nitratos reductores) y finalmente, de la respiracion aerobia (Castresana y
Moreira, 1999; y Hederstedt, 1999).

El cambio de una atmésfera reductora a una oxidante constituyd una fuerte presion de seleccion negativa para las
especies anaerobias a nivel biolégico, y permitio la aparicién desarrollo de las rutas metabolicas basadas en la bioquimica
oxigenada, un buen ejemplo de ello son las rutas del metabolismo intermediario energétice basado en especies oxigenadas
reactivas, como el ciclo de Krebs, la degradacién de aminoacidos, el metabolismo de écidos grasos, etc. La combinacién
de estudios de secuenciacién y andlisis de genomas completos, junto con los avances en las geociencias, en especial

referentes a estudios de atmésferas primitivas han puesto en manifiesto lo anterior (Banfield y Marshall, 2000).
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Las similitudes quimicas entre ¢l ciclo de Krebs y la espiral de la oxidacién de los acidos grases ([-

oxidacidon).

Dos de los principales procesos que brindan energia a los organismos heterdtrofos aerobios para mantener su
metabolismo intermediario son el ciclo de Krebs y la degradacién u oxidacidn de 4cidos grasos, también llamada f-

oxidacion.

El ciclo de los acidos tricarboxilicos o ciclo de Krebs (Figura 2) fue propuesto por Hans Krebs en 1937, este
ciclo estad compuesto de nueve reacciones quimicas, cada una catalizada por un tipo enzimatico, y que a excepcién de la
primera pueden ser reversibles. El ciclo de Krebs es una de las rutas mis representativas de la estrategia heterdtrofa de
metabolismo aerobio por su conexién con la fosforilacién oxidativa. Sin embargo, dado que este proceso requiere de la
participacién de oxigeno, nos obliga a suponer que como tal, el ciclo de Krebs (de acetato a oxaloacetato) no puede ser
anterior al surgimiento de la atmésfera oxidante. Existen evidencias de que el sentido original de este ciclo o al menos
parte de él fue invertido (Gest, 1981; Huynen et af, 1999; Morowitz et al, 2000; Romano y Conway, 1996). En los
organismos actuales, las enzimas e intermediarios que actian en el ciclo de Krebs son también empleados en sentido
inverso, de oxaloacetato a succinil-CoA, para fijar carbono en forma de CO,, en organismos situados en clados basales de
arboles filogenéticos, y algunos otros intermediarios se utilizan para complementar rutas alternas como la del ciclo del
glioxilato, una ruta descubierta por Krebs y Konberg (1933) en ia que se forma glucosa a partir de acetil-CoA. Se presume
que algunas de las enzimas del ciclo de Krebs provienen por un mecanismo de patchwork de las rutas de sintesis de
algunos aminoacidos (Irvin y Bhattacharjee, 1998; y Meléndez-Hevia er al, 1996). Una revisién sobre la evolucion de las
enzimas del ciclo de Krebs es la de Huynen et af, (1999), en ella se manifiestan las relaciones filogenéticas de las enzimas
de este ciclo, asi como su distribucién biolégica en los genomas completamente secuenciados, y en base a ello los posibles

ancestros de esta ruta, las enzimas que las catalizan y su papel inicial.

Por otra parte, los dcidos grasos son ésteres unidos a una molécula de coenzima A (CoA) (Figura 3), por lo que
forman parte de una amplia gama de moléculas llamadas en conjunto acil-CoA ésteres, otros acil-CoA ésteres son los
intermediarios del metabolismo del butanoato, propanoato, B-alanina, aminoéctdos ramificados, etc. Los icidos grasos
tienen una cadena de carbonos metilados, cuya longitud depende del tipo celular y de su funcidén metabélica, endécrina, o
estructural. Hay 4cidos grasos de cadena corta (C, <10), mediana (10> C, <20), larga (20> C, <24) y muy larga (C, >26),
y hay enzimas que actian preferencialmente sobre los dcidos grasos con cada uno de estos tipos de cadenas. Los 4cidos
grasos tienen un doble papel bicldgico: por un lado, son los Unicos componentes universales de las membranas bicldgicas
al formar la parte hidrofobica de los fosfolipidos, y por otro actian como reservorios de energia quimica. En algunos
organismos como las esporas de hongos, los animaies hibernantes v los migratorios pueden ser incluso las principales
fuentes energéticas al obtener energia en forma de ATP y poder reductor en forma de dinucledtidos derivados de

deshidrogenaciones de acil grasos-CoA por medio de la B-oxidacion.

La p-oxidacién (Figura 3) fue propuesta por Franz Knoop en 1904 como un proceso a manera de espiral, En ella
los Acidos grasos con cadena par de carbenos saturada de metilos son degradados, eliminando dos carbonos metilados en
forma de CoA por cada vuelta de la espiral. Este proceso se realiza en cuatro pasos catalizados enzimaticamente de

manera sucesiva (Srere y Sumegi, 1994), v al igual que en el ciclo de Krebs, a excepcion del primero, pueden ser
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reversibles: 1) deshidrogenasas, u oxidasas (en peroxisomas); 2) hidratasas (las tipo I actian sobre ($)-acil grasos-CoA, y
las tipo Il sobre (R}-acil grasos-CoA), 3) deshidrogenasas (las tipo | actian sobre (S)-aci! grasos-CoA, y las tipo 11 sobre
(R)-acil grasos-CoAY; y 4) tiolasas. Existe un quinto tipo enzimético que cataliza un paso previo llamado de activacién, en
el que se une la CoA al éster (Figura 3). Este paso es dependiente de una molécula de ATP, que sirve de sustrato para el
ataque nucleofilico del grupo tiol de la CoA, y a diferencia de los otros cuatro pasos que en eucariontes se realizan en
mitocondrias, glioxisomas y peroxisomas, la activacion se lleva a cabo en el citoplasma, por lo que los 4dcidos grasos en
eucariontes requieren proteinas acarreadoras que los introducen a los organelos. Existen dos tipos de enzimas
multifuncionales (MFE) de la B-oxidacién. Las de tipo I catalizan los pasos dos, tres y cuatro de la ruta, y actian sobre
{S)-acil grasos-CoA, mientras que las de tipo II, también catalizan los pasos dos y tres, pero actian sobre (R)-acil grasos-
CoA (Fig. 3), ademas de otros pasos de rutas metabélicas de esteroides y esteroles. La degradacién de los 4cidos grasos
poliinsaturados (con cadenas con mas de un enlace C=C} requiere de un conjunto de tres enzimas accesorias para su
intreduccion a la B-oxidacién al nivel de enoil-CoA (figura 3). La degradacién de dcidos grasos con cadenas impares por
p-oxidacion requiere de la accién previa de otras rutas como la g-oxidacién que eliminen un carbono metilado de la
cadena (Figura 3). Para que los icidos grasos con radicales metilo en posicién (R) puedan ser degradados por completo
por la B-oxidacién requieren ser convertidos al tipo (S) por medio de racemasas o epimerasas y ser incorporados a nivel de

3-hidroxtacil-CoA (Figura 3).
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Figura 2. Ciclo de Krebs. Las letras minisculas enmarcadas representan los intermediarios: a) citrato, b) cis-aconitato, c) isocitrato, d)
o-ceto-giutarate, €} succinil-CoA, f) succinato, g) fumarato, h) malato, i} oxaloacetato, p) piruvato, y q} acetil-CoA. Los DGO de
cambio de las reacciones tomados de Stryer (1988) son: (A) catalizada por la citrato sintasa, -7.5 keal/mol, (B), catalizada por la primer
aconitasa, +2.0 keal/mol (C), catalizada por la segunda aconitasa, -0.5 kcal/mol, (D) catalizada por la isocitrato deshidrogenasa, -2.0
keal/mol, (E) catalizada por la o-cetoglutarato deshidrogenasa, -7.2 kcal/mol, {F) catalizada por la succinil-CoA ligasa, -0.8 kcal/mol, {(G)
calalizada por la succinato deshidrogenasa o por la fumanto reductasa, ~0 keal/mol, (H) catalizada por alguna fumarato hidratasa, 0.9
kcal/mol, (1) catalizada por alguna malato deshidrogenasa, +7.1 kcal/mol.
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La B-oxidacion ayuda a la produccién de una alta cantidad de moléculas de ATP. Asi, la degradacion de cada
molécula de 4cido graso con una cadena de 16 carbonos metilados sin enlaces dobles (16:0) ayuda por medio de la p-
oxidacién a producir 131 equivalentes de ATP, en comparacién con los 38 que puede brindar la degradacién de una
molécula de glucosa por 1a via del ciclo de Krebs. El acetil-CoA liberado en la espiral de la f-oxidacién puede ser
incorporado al ciclo de Krebs. Ademds, las reacciones de deshidrogenacion de la B-oxidacién permiten la conversién de
una molécula de FAD a FADH, y otra de NAD" a NADH,H" por cada vuelta de la espiral. Asi, un 4cido graso 16:0 puede
participar en la sintesis de 7 moléculas de cada uno de estos dinucledtidos con poder reductor, que se acoplan por su lado

a la cadena respiratoria.

Al igual que el ciclo de Krebs, la f-oxidacién como tal, no pudo estar presente en organismos anaerobios antiguos.
Por una parte, por su relacion con la fosforilacién oxidativa que requiere de oxigeno, y por la otra porque a nivel
bioquimico el segundo paso de la f-oxidacién (hidratacién de enoil-CoA), al igual que el octavo paso del ciclo de Krebs
(hidratacién de fumarato), involucran la unién de un radical hidroxilo al tercer carbono de los intermediarios Tespectivos,
que hubiera sido letal para los antiguos organismos anaerobios obligados a nivel biolégico y bioquimico.

En la actualidad organismos anaerobios obligados como los clostridia pueden realizar 1a B-oxidacion per medio de
las enzimas arriba mencionadas porque son anaerobios a nivel ecolégico, pero no a nivel bioquimico. Se supone que al ser
bacterias gram-positivas, su caracter de anaerobio ha sido adquirido recientemente, y no como en el caso de las
arqueobacterias metanogénicas que como linaje evolutivo son anaerobias desde tiempos remotos. La comparacién entre
los marcos de lectura abiertos “ORF” de los genomas completamente secuenciados de las bacterias metanogénicas y de su
grupo hermano los Pyrococcus spp. (Woese et al, 1990), y las secuencias de las enzimas de la f-oxidacién, no han
mostrado posibles representantes de las enzimas encargadas de estz ruta en otras especies, incluyendo Archacoglubus
JSuigidus (Doolittle, 1999). Por lo que suponemos que si la B-oxidacién estuvo presente en organismos anaerobios a nivel
bioquimico del linaje de las arqueobacterias metanogénicas por medio de las enzimas que realizan actualmente este
proceso en otros sistemas, las enzimas debieron divergir a tal grado que ya no podemos distinguirlas por analisis de
secuencias, o bien, que las perdieron, 0 més ain, que nunca las tuvieron. Aunque cabe sefialar que la busqueda de

dominios podria permitir encontrar homélogos a nivel de dominios de estas enzimas,

Hiltunen y Qin, (2000), a ia par de una revision de la nomenclatura de las enzimas de la B-oxidacion, y citan que
los procesos evolutivos mis comunes en estos grupos de enzimas son: paralogia, reclutamiento de enzimas auxiliares
homélogas y no homélogas, adaptacién de sitios activos preexistentes para nuevas catdlisis, y cooperatividad con otras
rutas metabolicas como la a-oxidacion de cidos grasos, aunque discuten la necesidad de estudios al respecto. Por lo que
consideramos que es necesario el estudio de la B-oxidacién desde una perspectiva evolutiva, porque los estudios de esta

ruta se han cifrado en aspectos bioquimicos (Hiltunen y Qin, 2000; y Wanders e! af, 2001).
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Figura 3. Espiral de la oxidacién de acidos grasos (}-oxidacién). Las letras miniisculas enmarcadas representan los intermediarios: a)
acil graso, b) acil-CoA, ¢} 2-enoyl-CoA, d) 3{S)-hidroxiacil-CoA, €) 3-ceteacil-CoA, f) acil-CoA (C n-2). Los AGP de cambio de las
reacciones son: (A) catalizada por las acil graso-CoA ligasas (acil-CoA sintetasas), +0.02 kcal/mol (Lehninger et al, 1993), (B),
catalizada por alguna acii-CoA deshidrogenasa keal/mol (C), catalizada por la (8)-2-enoil-CoA hidratasa (crotonasa) -0.73 keal/mol
{Stem, 1961), (D) catalizada por la (S)-3-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa, +8.3 kcal/mol (Lynen and Wieland 1955), (E) catalizada por
las acetil-CoA C-acetiltransferasa (tiolasas) keal/mol. Las reacciones F, G y H son necesarias para la incorporacion de acidos
grasos poliinsaturados a la B--oxidacién. Cada vuelta de ésta espiral elimina dos carbonos metilados de la cadena del acido graso. La
degradacién completa de un 4cido graso con una cadena de 16 carbonos metitados (palmitato) requiere por ende siete vueltas de la
espiral. Los productos de ello derivados ayudan a la sintesis de 129 moléculas de ATP, al acoplar las moléculas de CoA y dinucledtidos
trifosfatados generados al ciclo de Krebs y la cadena respiratoria, respectivamente.

Los dltimos tres pasos del ciclo de Krebs (succinato a oxaloacetato), en cuanto a mecanismo quimico son
muy parecidos a los tres primeros (de acil-CoA a 3 cetoacil-CoA de Ia B-oxidacién) (Lehninger ef af, 1993; y Horton
et al, 1995). Mas adn, si tomamos en cuenta que los pasos previos en ambas rutas son reversibies, podemos extender la
similitud a cuatro pasos metabdlicos, de succinil-CoA a oxaloacetato en el ciclo de Krebs, y de acil-graso + CoA a 3-
cetoacil-CoA de la B-oxidacion (Figura 4). Esto sugiere la posibilidad de que los iltimos cuatro pasos del ciclo de Krebs y

los ltimos cuatro de la B-oxidacion, y la sucesion que guardan entre si, tengan un origen comun.

14




acil graso acil-CoA 2-emil-CoA F-hidroxiacil-Co A 3-cetoocil-CoA

® Frargy
¥ Co . FAD FADH, ? HLO b@' NAD NADH e W 1D
p-oxidecién o il LA - L ] LA > c
cu, cx, B¢ : >
tso +0 2 keslimel £=0 kealimol tx0 27 kealhmel el +83 keat/mol e
0 SCos sCok 3ok Scok

{ sintetasas }“ """""""""" ‘| deshidrogenasas}-—------_-{l\idrmmas —'w_-———lfshidrogznnsas]——-—"—

coc 108 kealimel
o, i D kel/mod T oSkmed o +7 Ueabimol [y
Ciclo de krebs e, ot ™ w2 b 7 "
r=0 : [ Y, ; BE ? o, > cE,
Stan coaR FAD FADH, cocn HO cocm NAD HNADH+ H* cooy
08 keaimol
suceinil CoA succinato fumarate malate oxaloacstate

Figura 4. Similitudes en ¢l mecanismo quimico de los GMimos cuatro pasos del ciclo de Krebs y los cuatro primeros de [a
B-oxidacién. Las puntas de flecha en rojo indican el radical hidroxilo reactivo al liberarse de la molécula de agua e incotporarse al fumarato
en el ciclo de Krebs y al 2-enoil-CoA en la f-oxidacion par la accion de las respectivas hidratasas. La liberacion de este radical nos obliga a
suponer que estas reacciones y la sucesion de pasos de las rutas que las albergan, no pudieron existir en las antiguas vias metabélicas ¥ por
ende los primeros organismos, que se presumen como anaercbios a nivel bioquimico.
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ANALISIS PARTE 1

COMPARACION DE LAS ENZIMAS DEL CICLO DE KREBS Y LAS DE LA
B-OXIDACION CON MECANISMOS QUIMICOS SIMILARES

HIPOTESIS INICIALES

Nuestra primera hipétesis de éste trabajo ha sido que la similitud quimica entre los cuatro pasos del ciclo de Krebs y
los de la B-oxidacién puede ser el reflejo de un origen comin, es decir, de un proceso evolutivo en el que un conjunto
ancestral de enzimas, o algunos de sus dominios funcionales, haya catalizado procesos de oxidacion de Acidos o ésteres
unidos a CoA de manera similar a estos pasos, y que por “patchwork™ no solo a nivel de enzimas, sino de la secuencia que
guardan entre si, se originaran las enzimas que catalizan el ciclo de Krebs por un lado ¥ por el otro las de la B-oxidacion, Para

cllo, la conservacion de los mecanismos quimicos sera la caracteristica bioguimica seleccionada.

La hipétesis alternativa ha sido que los pares de enzimas comparadas sean convergentes y que tanto la reaccién como

la sucesién de los pasos en esos dos grupos de enzimas se haya ensamblado por separado.

Existe la posibilidad de que la homologia sea detectada solo en dominios ¥ no en las enzimas completas, lo cual, de
cualquier forma apuntaria hacia una conservacién en los mecanismos quimicos como Ia principal presion de seleccion pero
tnicamente a nivel de dominios y no necesariamente, un origen comin, para ¢! resto de la enzima. O bien, que los dominios
similares sean resultado de convergencia estructural, por lo que las enzimas serian enteramente andlogas, y la hipdtesis inicial

se rechazaria.

Como se describe a continuacion, para el andlisis de estas hipétesis nos hemos valido de estrategias de genomica y

bmlogla estructural comparada, como a continuacién se describe

~
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MATERJAL Y METODOS

1. Colecta de secuencias,

Las bases de datos de secuencias de proteinas derivadas de los genomas completamente secuenciados, como la del
“Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG)” (Kanehisa y Goto 2000), http://www.genome.ad,jp’kegg/, o la del
“National Center for Biotechnology Information (NCBI)", hitp://www.ncbi.nlm.nih.gov/, generalmente presentan confusiones
en la nomenclatura de enzimas paralogas. Esto es especialmente importante en este trabajo por la alta proporcién de paralogia
entre las enzimas que estamos analizando. Una base de datos no tan amplia, comparada con las dos antes mencionadas, pero
que provee una coleccion de secuencias mayoritariamente derivada de estudios directamente con las propiedades bioguimicas
de las proteinas y no generada por comparacién de los genomas completos, es la del “SWISS-PROT” (Apweiler et 4/, 1997),
http://www.expasy.ch/, 1a cual por estas caracteristicas reduce en gran medida los posibles errores de nomenclatura para
enzimas paralogas,

Por lo anterior, se han colectado de la base de datos del SWISS-PROT, por nimero enzimético de la Enzyme
Commission (E.C, Number), las secuencias y los nombres oficiales de las enzimas que catalizan los Gltimos cuatro pasos del
ciclo de Krebs y el total de las que catalizan la B-oxidacion. La base de datos de rutas metabélicas del KEGG (Goto et al,
1996), que presenta datos derivados de estudios bioquimicos, a diferencia de la de secuencias que no necesariamente tiene esa
fuente, se ha utilizado para poder reunir los nimeros de todos los tipos enzimaticos que se sabe pueden catalizar los pasos en
cuestion, y no sélo aqueilas que catalizan en ias rutas consenso ¥ que son las que generalmente se muestran en los mapas de
rutas metabélicas (Nicholson, 1997). Para corroborar a nomenclatura y el total de las enzimas de la B-oxidacion y el ciclo de
Krebs nos hemos valido de las revisiones de Hiltunen y Qin, (2000); y Huynen et al, {1999), respectivamente. Las secuencias
de cada tipo enzimatico han sido comparadas por FASTA 3.0 (Pearson y Lipman, 1988), y BLAST (Altschul er a, 1997,
para determinar si todas las secuencias con un mismo nimero enzimatico poseen un valor de identidad mayor a 25 % y un
valor de E (probabilidad de que dos secuencias sean similares por azar) igual o menor a 0.0, y de esta forma establecer
posibies familias homélogas dentro de los tipos enzimaticos. Es importante subrayar que la similitud y el valor de E no son
criterios suficientes para determinar homologia (Salzberg er af, 2001; y Stanhope er af, 2001), sino se requiere de anlisis
relativos a la biologia de las enzimas, como conservacidn de dominios y sitics funcionales (unién de sustratos, cofactores,
etc.}, y andlisis de comparacién de estructuras secundaria ¥ terciaria, etc, Como se describe a continuacién, étos también
fueron realizados.

Las secuencias problema de las enzimas ortologas y pardlogas colectadas del SWISS-PROT se han buscado por
FASTA 3.0 y BLAST en la base de datos de los genomas completos del KEGG y en las de los genomas casi completos de
Homo sapiens en el NCBI, de Dictyostelium discoidenm en hup://dictybase.org/ y de Plasmodium falciparum en la base de
datos ESTs de no-vertebrados del NCBI, dado que ahi se han encontrado secuencias que ayudan a rechazar hipdtesis de
transferencia horizonial de bacterias a vertebrados (Roelofs y Van Haasetert, 2001; y Stanhope et af, 2001). Se incluyeron en
anélisis posteriores las secuencias con un porcentaje de identidad mayor a 20 y un valor de E menor o igual a 0.0! y que

mostraran al menos una regién conservada relacionada con los dominios reportados en las referencias de estructura terciaria.
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1. Distincién de enzimas ortdlogas y paralogas, deteccién de dominios, y andlisis filogenéticos en base a

secuencias de aminodcidos.

Para hacer la distincion entre enzimas parélogas y ortélogas, hemos realizado un anilisis de secuencias alineandolas
con CLUSTALX 1.81 (Jeanmougin e al, 1998), y eliminando de los alineamientos las regiones no compartidas con sus
respectivos dominios Pfam (Bateman et af, 2000) empleando BIOEDIT 5.0.9 (Hall, 1999). Los dominos Pfam se identificaron
con “Reverse Position Specific BLAST” (RPS-BLAST) (Altschul et al, 1997), un algoritmo de bisqueda de caracteres
idénticos y similares entre dos secuencias, basado en comparacion de la base de datos de dominios conservados de Pfam
contra una secuencia problema. Tomando como matriz de caracteres este alineamiento, se realizaron analisis con algoritmos
filogenéticos desde dos perspectivas: la cladista con los programas SEQBOOT, PROTPARS y CONSENSE, y la fenética con
PROTDIST y NEIGHBOR, estos tltimos cinco programas del paquete PHYLIP 3.6 (Felsentein, 1993). Las secuencias de
diferentes especies que quedaron agrupadas en los drboles de distancia y parsimonia formando un clado sustentado por un
valor de bootstrap (consistencia estadistica de los datos, donde uno es el valor méas bajo y cien el més alto) mayor a 70, se
consideraron como ortdlogas, y como parélogas a dos o mas secuencias de una especie agrupadas en el mismo clado. La
ubicacién de las secuencias problema del SWISS-PROT en los clados de enzimas ortélogas, nos permitié determinar la
posible actividad bioquimica de las enzimas de cada clado.

Este mismo andlisis nos permitié determinar la distribucion biolégica de cada tipo enzimético, lo cual fue empleado
como un criterio de antigliedad de las mismas, con el supuesto de que las enzimas ortélogas presentes en los tres dominios
celulares, Achaea, Bacteria y Eucarya, propuestos por Woese et al, (1990), son las més antiguas en comparacién con las que
solo se encuentren en uno o dos dominios, porque implica que las encontradas en los tres, estuvieron presentes en el Gltimo
ancestro comin de los tres dominios y las otras, o bien se perdieron en los linajes que no fas presentan, o bien nunca las
tuvieron y por ende son derivadas de las que si estuvieron. Con base en esto, las enzimas resultantes como més antiguas se

usaron ¢omo grupo externo en los métodos cladistas.

Para proponer o corroborar familias homélogas v distinguir arreglos genéticos en los distintos tipos de enzimas

analizadas, en especial en las multifuncionales del la B-oxidacién, se ha usado

3. Comparacién de las enzimas del ciclo de Krebs con las de la B-oxidacion.

Una vez establecidas las familias homélogas y separados los representantes paralogos y ortélogos, hemos comparado
los pares ortdlogos de las enzimas del ciclo de Krebs y de 1a B-oxidacién con mecanismos quimicos similares (Figura 4), a
nivel de estructura primaria, secundaria y terciaria, con la finalidad de determinar si los pares de enzimas o algunos de sus

dominios son homélogos o polifiléticos. Este analisis tuvo tres fases:

Fase 1: Estructura primaria.- La busqueda inicial de motivos similares se hizo por FASTA 3.0 y BLAST. Los motivos
similares se compararon a nivel de estructura secundaria. Cuando los valores de identidad y E de los motivos
encontrados fueron menores a 20 % y mayores a 0.01. Y se realizé un segundo analisis por Gibbs sampler
(Lawrence ef al, 1993), un algoritmo de biisqueda aleatoria de identidades y similitudes entre dos o mas
secuencias de aminodcidos o nucleétidos, con MACAW 3.1 (Schuler er af, 1991),. Se compararon por
FASTA 3.0 y BLAST los dominios Pfam encontrados por RPS-BLAST entre las enzimas correspondientes a

cada par, para determinar si tienen porcentajes de identidad y similitud >20%, estadisticamente
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significativos (E<0.01). En cualquier caso, cuando los motivos o blogques similares no se reflejaron como

patrones similares de estructura secundaria, se pasé a la siguiente fase,

Fase 2. Estructura secundaria.- se buscaron manualmente patrones similares de estructura secuendaria, es decir,
sucesién de elementos estructurales (hojas P, hélices o y conectores) similares, que se reflejaran como
plegamientos o dominios estructurales similares,. y se pas6 a la fase tres. Para el caso de las &cido graso-
CoA ligasas (E. C. 6.2.1.3) de la B-oxidacion, que no tienen a la fecha estructura terciaria reportada, la

prediccion de la estructura secundaria se hizo con PSI-PRED 2.0 (Jones, 1999).

Fase 3: Estructura terciaria.- para fa superposicion de las estructuras tridimensionales se usaron tres programas: CE
(Shindyalov y Bourne, 1998}, SWISS PDB VIEWER 3.7bl (opcion Magic Fit) (Guex y Peitsch, 1997), y
VAST (Madej er al, 1995). Para el calculo de las distancias atémicas entre los carbonos ¢« (RMSD) de ias
estructuras superpuestas se empleé CE. La preparacién de figuras de estructuras terciarias se hizo con
SWISS PDB VIEWER 3.7b1 y RASMOL 2.7.1. (Sayle y Milner-White, 1995). Las regiones estructurales
Superpuesias se analizaron manualmente para determinar si Tepresentan motivos conservados con alguna
funcién en comin o algin residuo catalitico, estructural o de unién compartido. En el caso de las 4cido
graso-CoA ligasas, que catalizan el paso de activacion previo z la f-oxidacién, que no tienen estructura
terciaria reportada a la fecha, se usaron las estructuras de las enzima homodlogas fotén-luciferina 4-
monooxigenasa (ATP-hidrolisante) o luciferasa (E.C. 1.3.12.7) de Photinus pyralis cédigo de acceso en el
“Protein data bank™ (PDB) (Berman ef al, 2000), 1LCI, y gramicidina sintetasa (E.C. 5.1.1.1 1} de Bacillus
brevis, IAMU. Las bases de datos de estructuras terciarias del SCOP y el CATH se emplearon para

comparar nuestros hallazgos con las superfamilias homélogas ahi establecidas.
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RESULTADOS
Comparacién de las enzimas del ciclo de Krebs y la B-oxidacién.

Los datos bioquimicos de las enzimas del ciclo de Krebs y la B-oxidacién analizadas en esta primera parte de la tesis
se resumen en la tabla |, a saber: nimeros enzimaticos, nombre oficial, rutas metabdlicas en las que participan, pasos
catalizados y niimeros de acceso a las estructuras resueltas tridimensionalmente. Las enzimas estin ordenadas acorde a los
dominios Pfam conservados identificados usando RPS-BLAST, es decir, por familias de enzimas homéiogas. Los datos de
estas familias muestran que no existen dominios Pfam compartidos enire los pares de enzimas de la B-oxidacion y el ciclo de
Krebs (Tabla 1). Esto se comprobé al alinear las secuencias de los pares de enzimas con FASTA 3.0, dado que las regiones
alineadas con mayor porcentaje de identidad y similitud (20-25 y 30%, respectivamente), no presentan similitud en sus
patrones de estructura secundaria o terciaria, ni residuos cataliticos o de unién a cofactores conservados, lo cual sugiere que
son artefactos del alineamiento con FASTA 3.0 y no reflejan una historia evolutiva de homologia. Lo misme ocurrié con los
bloques encontrados por “gibbs sampler” con MACAW. Tampoco se encontraron regiones similares significativas que
pudieran ser alineadas usando BLAST (E < 0. 1). La comparacién de los patrones de estructura secundaria a lo largo de toda la

secuencia de los pares de enzimas tampoco mostrd regiones similares (Tabla 1).

La superposicién con CE y SWISS PDB VIEWER de las estructuras terciarias de las enzimas comparadas del primer
par mostré que el plegamiento tipo Rosstnann de la region aminio terminal de la subunidad o de las succinil-CoA sintetasas
(E.C. 6.2.1.4 en mamiferos, y 6.2.1.5 en otros organismos) puede ser superpuesto con ¢l que se encuentra en la region central
de las gramicidina sintetasas y de las luciferasas (enzimas homélogas a las acido graso-CoA ligasas de la B-oxidacién), con un

valor de RMSDA = 1.9 A. El patrén de estructura secundaria de estos plegamientos es similar (Figura 5 A y B).

Con ¢l SWISS PDB VIEWER se detectd que las enzimas del segundo par presentan un barril de hojas . Este barril
se ubica en la regién amino terminal de las subunidades o (flavoproteina) de las fumarato reductasas ¥ succinato
deshidrogenasas (ambas E.C. 1.3.99.1) del ciclo de Krebs alternado con hélices o, y de forma continua (sin hélices os) en la

region central de las acil-CoA deshidrogenasas (Figura 5 C y D).

Usando CE, SWIS PDB VIEWER y VAST para superponer las estructuras de las enzimas del tercer par, fumarato
hidratasas y enoil-CoA hidratasas, del ciclo de Krebs ¥y de la B-oxidacidn, respectivamente, no hemos encontrado similitudes

estructurales. Con CE hemos determinado que et valor de RMSD para este par de enzimas es de 7.1 A.

Empieando VAST para alinear las estructuras terciarias de las enzimas del cuarto par de enzimas comparadas
encontramos que las regiones amino terminal de las malato deshidrogenasas (E.C. 1.1.1.37) del ciclo de Krebs y de las 3-
hidroxiacil-CoA deshidrogenasas tipo | (E.C. 1.1.1.35) de la B-oxidacién presentan un plegamiento tipo Rossmann
conservado, que une en ambos casos al NAD y ayuda a la unién de los respectivos sustratos. Este hallazgo se hizo extensivo
al usar CE y SWISS PDB VIEWER. Los plegamientos alineados presentan una RMSD = 1.9 A, y un patrén similar de
estructura secundaria (Figura 5 E y F),
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Tabla 1. Datos de las familias enzimaticas del ciclo de Krebs y la B-oxidacién, en base a dominios Pfam

Ciclo de Krebs

Plam  EC.Number  POB Hombre Auta Matab. {s) Susirato (s) Sentigo Protucts (S)
02222 5214 1EUD  Succinate-CaA ligasa (GDP-forming) Krabs Succin-COA = Succinate
02629 Pro-{DaBj) Succinyt-COA 4 Succinate
+ B218 15CU Succinate-Coh igass (ADP-iorming) Krabs Succing-COA - Succinate
00548 . COy fix Sutginata ~—%  Succinyl-COA
Pro-(DeBi) Suceing-COA e Succinale
00890 1,3.99.1 10LA Succinats dehydrogenesa Krets Succinaty -4~ Fumarzta
+ 1FUM Fumarate raductase Oxdd. Phosph. _ Succinate ™ Fumsnate
2410 COy M Fumarate —* Succinate
But-{DaB) Succinate = Fumarals
00208 4.2.1.2-T) 1FUQ hya (ron-fa dap 9 Krabs Fumarats - Malrs
4.2.12-T0 - Fi hryd {iron-1e Indepandent) 0,y fix Malgte —" Fumaratp
00058 1.1.1.37-T1 SMDH Matate deydrogenase Krebs Malate b= Oploaratiig
+ CO, fix Craloacstats —* Maas
02866
02818 1.1,1.57-Th = Malaw defydrogenasa an-Py Ik Krabs Malate = Oxdloacetats
CC; fix Chealoacetaty ™  Maiate
B-oxidacion
Plam  EC.Number # PDB Nombrs Futa Metab. (s} Sustrato (s) Sentido Products (S)
00501 62.4.3 - Long-chain fatty ackl-Cod igase FAQ Haxadscanoatn 4 H Y-COA
5.2.1.20 - Loog-chain falty acid-acp igase Fas Lovig-chain-fatty acid and acp == | ong-chain-acyHacp}
1336 - Acy-CoA oxidase FAQ Hexadecanoy-CoA and (CHglws - trans-Haxa-dac-2-enoy-Cok 2nd (CHZb o
1,3.3.P0 - Pristanoyk-Cod gddase FAD Acy--CoA > rans-2 3dshydroxaey-Cod,
1.3.992 1BUC Butyryl-CoA daiydrogenasa FAO Hexanoy-CoA and {CHals —%  trans-Hax-2-aa0p-CoA and (CHglns
But-(DeBj) Butanoyh-Cok -8 CrronoyhCaA
-Da 2-Meattybutanop-CoA T trany-2-Mathytbut-2-anoyl-ioA
02771 val-De IaobutyryhCak ~  Mathacryt-CoA
+  1.3993 IMDE Acy+-CoA defydroganass FAQ Haxacecanoy-Cod and (CHylpy = rans-Hexardec-2-anoy-CoA and (CHylw
770 B-Ala-Me Proplony-CoA e ACTyiA-CoA
M lie-Da 2-Mathibutanog-CoA - irans-2-Mathylut-2-anovi-CoA,
O0aat Lew-De 3-Mathybutanoy-CoA i JMathytx-2-enay-CoA
1756 Pro-{DeB)) Propiony-Cadk - Acrylop-CoA
VakDe Esobutyryl-CoA e atacriy-CoA
1.3.99.7 + Glutary-CoA deiyrrogenasa FAD Glutary-CoA —™  vans-But-2-enoy-CoA
Lys-Da Ghiaryt CoA = Crolay-Gos
Tryle Glutarg-Coi ™ Crotnyl-CoA
1.3.99.13 - Long-chain acy-Coa dehycro FAG Hexadacanoy-CoA and {CHalwg ~—t~ _tans-Hexa-dec-2-enayi-CoA ard (CH) s
1.5.90.v] - Vary-long-chain acy-CoA FAQ Ac-CoA — 2 3-gehyroacy-CoA
42117 (T SDUB  Enoyl-Coa hydratase (Typa 1) = FAQ (5) Tns-2-anoy-CoA and (CH2)n-2 - {8)-3hydroxyhaxadacanayl-CoA and (CHy),
f-Ala-Me Actyi-Coa - 3Hydroxypeopanop-CoA
But-(DeBY) Crotonoyl-CoA = (S)3-Hydroxybutanoy-Coa
FAB-2 Crotmay-CoA and (CHy, 2 -#—4=  (5)-3FHydroxybutanoyh-Cos and (CHyws
lie-Ca trans-2-Mothylbut-2-snoy-CoA % (S}-3Hydroxy-2-mathytbutyryhGoA
00378 Lau-Da 3-Muthylbut-2-anoyi-Cod =t 3-Hydroxyisapantyl-Cok
Lys-De Crotonop-CoA T (S)-0Hydroxybutanoyl-CoA
Pro-{DeBi) Acryioyl-Coa - 3-Hydroxyproplonyl-Co
Try-Ce Crotonoyl-CoA ™ (S)-3-Hydroxybutanoyl-CoA
VakDy Matracrytt-CoA T (S)3-Hydroxyisobutyryi-GoA
5338 -__Dodecenop-Cas aata isomerase FAQ 2.5-disnayi-Cod 3 5dienoyt-CoA
5.3.3.01 1DCI Dalta 3,5-dakta 2.4-disnoyl- Com lsomerase * FAQ 3.5-dienoyl-Co - 2 AdiengyHCoA
01575 4.2.1,17 (T2) - Enoyh-CoA hydratase (Type 1) FAQ [R) trans-2-anowl-CoA ™ {R)-3hyoroxyacy-CoA
1LI35{TY) 3HAD Hydroxyacy-CoA dehydregenasa (Type Iy FAQ (S}-3-hycraxyhexadecanoy-Coa and {CHly., <t 3.Cxo-hexadecanaytCoA and (CHyl g
But-{DeBi} {5)-3-Hydroxybutanopt-Cod - Acetoacetyl-CoA
02737 FAB-2 {5)-3-Hydroxytuianoyh-CoA and (CHyly. 2 - ACRIoAcety-CoA and {CHyln.,
+ lte-Ds () 3-Hydvoxy-2-mathylbertyryt-C oA - 2.Mathylnetgacety-CoA
00725 Lys-Da {5)-3-Hydroxybutanow-CoA T ACIOACetyCOA
Try-Da (S3-3-Hydroxytutanoyl-Goa = Acetcacaty-CoA
YakDe [S}-3-Hydroxyisobutyrate (5} iakdehy
00106 1.3.1,34 - 24dienoy-CoA reductase FAQ 2 4-dienoyi-Cos = Jemrd-Cok
+ L1138 - Hydrowysewt Cod detydrogenase (Type I1) FAD {R)-3-hydroxyacyt-CoA 8 3-Oxcanop-CoA
00678 1.1.1.35 (T3) -___Hydroxyacyl-CoA dehygrog (Type 1 FAQ (S)3-hydraxyacyl-Coa —*  3.0xcanoyl-CoA
2309 10UV Acatyl-Coa C-acetyliransterase FaD Acgtoacety-Coa and (CHyly, ¢ e AcatyhCoA and {CHyln,z
00108 But-(DeBI) Butangyl-P -~ Butanayh-CoA
00109 FAB-2 Acaty-CoA ™ Acgtoacety-CoA
01154 Lys-Da ACBtopcatyl-CoA ™ AcetyrCoA
* Pro-{DeBi) Acstoacety-CoA = AcotylCaA
02803 Try-De Acstoacety-Cad —¥  Acatyi-CoA
02801 2.3.1.16 IPXT  Acatyl-CoA C.acyltransfernsa FAD Acatoacetyl-CaA and (CHalys -t ACANy-CoA and (CHpyz
FAB-2 ButanoykCoA (CHy} . —  3-O00CtaN0Y-CoA (CHy} a2
lig-Do 2-Mothylacatoacaty-Cos —*  AcatyCoA
La primer columna religra los dominios Plam encontrades en cada una da las familias da lazs anzimas analizadas,

La segunda cokimna denota el nimero enzimético de la Enzyme Commission,

Ppusden ser reafizadas en el mismo sitic activo,
La torcer cohimna reflera of codigo de acceso a las estructuras terclarias de las enzimés repontadas en el PDB,
La cuaria columng prasnta ef nombre oficial do la enzima, tomado del ExPASy anzyma nomenclature database,

seguido del tipo (Tn), 5i hay varios ipos. * Las actividades de 4.2.1.17 {T1) ¥y 5.3.3.0I,

La quinta columna se refiere a la {s) viss metabéticas gn las qua participan las enzimas, a parte del ciclo de Krabs v la b-axidacién, como sigue:
Kreba: ciclo de Krebs, Ca2 fix: fijacién de a2, Oxid Phosp: Fosforilacion oxidativa, Pro{DeBl): dagradacin y sintasis de propanoato, FAD: b-oxidacidn,
But{DeBi): degradacion y sintesis da butanoato, FAS: sintesis de Acidos grascs, b-Als-Me: melaboilsmo de b-alanina, lle-De: d gradacion de isoleucina,
Leu-De: degradacién da leucina, Val-De: degradacién de valina, Lys-De: degradacién de tisina, Try-De; degradacitn de tiptofano.

La sexta, séptima y octava columna mencionan al sustrato (s}, sentldo (s) y producto (s) de la reaccion, respactivaments.
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Par uno: presentan conservados plegamientos tipo Rossmann,
los cuales unen a los cofactores (NAD, NDP, PO, y CoA)

(A) Succinil-CoA sintetasa

(B) Luciferasa y gramicidina
sintetasa (homélogas de ACAS)

1.9<RMSD (A) > 3.7

(B) Homdlogas a
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Figura 5 (cont).

Figura S. Comparacién de la estructura primaria, secundaria y terciaria de los tres pares de enzimas del ciclo de Krebs y de Ia B-oxidacion con
mecanismos quimicos y plegamientos estructurales similares. Arriba, superposicion de estructuras terciaras, Abajo, respectivas estructuras primaria y
secundaria. Las lotras entre paréntesis se refieren a: (A} Plegamiento tipo Rossmann de ta succinil-CoA sintetasa (a) y (b) (subunidad o), y () (subunidad ),
con ADF, CoA y pircfosfato del ciclo de Krebs de Sus serofa. (B) Plegamiento tipo Rossmann de fa fotén-luciferina 4-monooxigenasa (ATP-hidrolisante)
{luciferasa) de Photinus pyralis (d), y de la gramicidina sintetasa con AMP de Bacilfus brevis (¢), estas dos Gltimas enzimas son homologas a las fcido graso-
CoA ligasas de la 3-oxidacion. (C) Barril de hojas B, con FAD, de la fumarato reductasa (subunidad de flavoproteina) del ciclo de Krebs de Escherichia coli. (D)
Barril de hojas B, con FAD y CoA, de laacil-CoA deshidrogenasa de 1a B-oxidacion de S. scrofa. (E) Plegamiento tipo Rossmann de la malato deshidrogenasa
con NAD y a-cetomalonato, del ciclo de Krebs de 8. scrof. (F) Plegamiento tipo Rossmann de 1a (§)-3-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa tipo I con NAD y 3-
hidroxibutiril-CoA, de la b-oxidacion de Homo sapiens. Paramés detalles de cadaenzima, ver Tabla 1.
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Los resultados de los andlisis filogenéticos de las familias de enzimas con base en los dominios Pfam que presentan
conservados (Tabla 1) se muestran a la par de sus arreglos genéticos predichos con RPS-BLAST para las enzimas del ciclo de

Krebs (Figura 6) y para las de la B-oxidacién (Figura 7).

Aspectos particulares de las enzimas del ciclo de Krebs

Las succinil-CoA sintetasas, que catalizan el paso cinco del ciclo de Krebs, en mamiferos son un heterodimero
of (E.C. 6.2.1.4), mientras que en el resto de los organismos son un heterotetrdmero (ap), (E.C. 6.2.1.5) de subunidades
homélogas a las de las 6.2.1.4. Hemos encontrado que a nivel de estructura primaria y terciaria los plegamientos tipo
Rossmann de las regiones carboxilo de ambas subunidades son mas parecidos entre si que con el de la regidn amino terminal
de la subunidad @, ya que sélo en los plegamientos de los extremos carboxilos esté conservado €l dominio Pfam 00549
(Figura 6 A), y que el de la region amino de la subunidad o presenta una insercién de dos hojas B entre la primer hoja B y la
primer hélice &, que no se encuentra en el resto de plegamientos tipo Rossmann aqui analizados, incluyendo los de las

deshidrogenasas del tercer par de enzimas (F igura 5),

Las fumarato reductasas (FRD) y succinato deshidrogenasas (SDH) (ambas E.C. 1.3.99.1) catalizan el paso seis. Los
representantes caracterizados bioquimicamente y reportados en el SWISS-PROT se separaron en grupos ortdlogos, a
excepcion de la SDH de Bacilius subtilis, que por los métodos aqui empleados se ubica dentro del clado de las FRD (Figura 6

B, y anexo 1).

Las fumarato hidratasas del tipo I (FumA y FumB) y del tipo II (FumC), que tienen como funcion catalizar el paso
siete, presentan conservado el dominio de lyase I (Pfam 00206), encontrado por RPS-BLAST y corroborado por

alineamientos miltiples (Figura 6 D, y anexo 1).

Con base en su distribucién biologica en los genomas completamente secuenciados y al porcentaje de identidad y
similitud entre sus secuencias, las malato deshidrogenasas, que catalizan el paso ocho, han sido agrupadas en dos tipos no
homélogos (Huynen et af, 2000). Hemos encontrado que ¢l tipo | se encuentra caracterizado bioquimicamente en los
organelos de eucariontes (mitocondrias, peroxisomas y glioxisomas, en estos dos dltimos casos codificada en el nicleo), un
gran nimero de bacterias y dos arqueas (Haloarcula marismortui ¥ Archaeoglubus fulgidus), aunque también hemos
encontrado ORF's con valores de similitud >25% y E <0.01, en el resto de arqueas (Tabla 3). Las enzimas de este tipo
conservan los dominios 1dh, plegamiento tipo Rossmann de lactato y malato deshidrogenasas (Pfam 00056) y 1dh_C, regién
carboxilo terminal de las mismas enzimas (Pfam 02866) (Figura 6 C y anexo 1). Mientras que el tipo Il se ha caracterizado
bioquimicamente en algunas arqueas metanogénicas y Sulfolobus tokodaii, algunas bacterias (Escherichia coli, Bacillus
subtilis y Haemophilus influenzae). Las malato deshidrogenasa tipo Il presentan conservado en dominio Idh_2 {Pfam 02615),
y hemos encontrado ORFs con valores de similitud >25% y E <0.01, en los genomas de Pyrococcus spp, bacterias gram-

positivas, proteobacterias-o,, Drosophila melanogaster y Caenorhabditis elegans. (Figura 6 C y Tabla 3).
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Figura 6. Relaciones filogenéticas y arreglos genéticos de las enzimas del ciclo de Krebs analizadas. {A) se muestran los arreglos genéticos de las subunidades aifa
¥y beta de las succinil-CoA sintetasas (E. C. 6.2.1.4 de mamiferos v 6.2.1.5 del resto de organismos), tanto a nivel de secuencia y de dominios Pfam conservados (panet
izquierdo), como de las similitudes estructurales entre las subunidades alfa y beta de €stas enzimas (s¢ muestra la estructura de la enzima de S. scrofa) (panel derecho),
¢l dominio Pfam 00549 (ligase_CoA) estd representado en los plegamientos tipo Rossmann de la regi6n carboxilo terminal de las dos subunidades (b) y (d). (B)
Cladograma de las succinato deshidrogenasas (SDH) y fumarato reductasas (FRD} caracterizadas bioquimicamente (E. C. 1.3.99.1), reportadas en el SWISS-PROT,
nétese que la SDH de B, subtillis *, aparece mas relacionada con las FRDs que con el resto de SDHs, a pesar de tener propiedades bioguimicas caracteristicas de éstas
ditimas (ver discusién). (C) Cladogramas de ias malato deshidrogenasas (MDH) (E. C. 1.1.1.37, ver tabla 1). Et de las tipo 1 (MDHI) muestra a las MDH de
mitocondrias y ghioxisomas ¢n un clado, y alas de peroxisomas y citoplasma enel clado hermano, las de origen procarionte s¢ agrupan en la base. El cladograma de las
MDH I muestraque la filogenia de Jas enzimas no es acorde alade las especies que las contienen. (D) Se muestra la ubicacién del dominio Pfam 00206 (lyase_l)enlos
dos tipos de fumarato hidratasas (E. C. 4.2.1.2, tipo [ FumA y FumB, y tipo !l FumC de £ coli), junto con los valores de E de ia alineacion de este dominio con cada
enzima. L.a conservacién de este dominio nos permite proponerlas como homologas y construir un érbol filogenético en base aello (ver discusion).

25



Aspectos particulares de las enzimas de la espiral de 1a B-oxidacién

El Unico tipo enzimatico que no fue localizado en el SWISS-PROT por nimero enzimitico, incluyendo los del ciclo
de Krebs, fue la dcido-graso-de-cadena-larga-[ACP] ligasa (E. C. 6.2.1.20), por lo que se recurrié a su referencia en la
revision de Hiltunen y Qin, (2000), y se encontrd por BLAST en la base de datos del ExPASy, esta base de datos redine a las
del SWISS-PROT y EMBNET. Usando este mismo método y la comparacién de estructura secundaria predicha con PSI-
PRED, se encontré que fa 6.2.1.20 es homéloga a la enzima comunmente usada para la activacién de los 4cidos grasos, la

écido graso de cadena larga-CoA ligasa (E.C. 6.2.1.3),

Usando BLAST y FASTA 3.0 para analizar cada uno de los genomas celulares completamente secuenciados, no
hemos encontrado las enzimas de la B-oxidacién en los genomas de algunos grupos de bacterias (Mycoplasma spp. y
Chlamydia spp.), y al igual que Doolittle, (1999), tampoco en los de las arqueas metandgenas (Methanobacterium
thermoatotrophicum, Methanococcus jannaschii), ni en los de Pyrococcus spp. (Tabla 3). En cambio, en los genomas de o-
proteobacterias (en especial Mezorhizobium loti ), Archaeoglubus fulgidus, Homo sapiens y Arabidopsis thaliana hemos
encontrado mds genes parilogos de las enzimas de la B-oxidacién en comparacién con las que encontramos en sus especies
hermanas.

Las deshidrogenasas que catalizan el primer paso de la B-oxidacién en procariontes y mitocondrias presentan
conservados los dominios de Pfam 02771, 02770, y 00441 6 01756 6 ambos, en sus regicnes amino terminal, central y
carboxilo terminal, respectivamente. Los tres primeros son caracteristicos de acil-CoA deshidrogenasas y el cuarto de acil-
CoA oxidasas (Figura 7 B). Por su distribucion biolégica, podemos ver que las més representadas son las deshidrogenasas
(Tabla 2), en especial las 1.3.99.2, y al utilizarlas como el grupo externo en los anilisis filogenéticos, las enzimas de
peroxisomas aparecen como derivadas de las mitocondriales (Figura 7 B). Los representantes de las isovaleril-CoA
deshidrogenasas (E.C. 1.3.99.10) y las acil-CoA deshidrogenasas de cadena muy larga (E.C. 1.3.99.-, llamada aqui
1.3.99.VL) han sido encontradas unicamente en los genomas de o-proteobacterias y en los de eucariontes como enzimas

mitocondriales {Tabla 2),

Comparando las secuencias y patrones de estructura secundaria de los dos tipos de enoil-CoA hidratasas, que catalizan
el segundo paso de la B-oxidacién, no hemos encontrado regiones, ni dominios conservados con base en Pfam; de hecho, las
enoil-CoA hidratasas tipo [ presentan conservado el dominio Pfam 00378 comdn a la superfamilia isomerasa/hidratasa, y las
tipo I el 01575 comiin 2 las monoamino oxidasas. Las dos isomerasas, dodecenoil-CoA delta isomerasa (E.C. 5.3.3.8) y delta
3,5-delta 2,4- dienoil-CoA isomerasa (E.C. 5.3.3.- llamada aqui 5.3.3.DI) del conjunto de tres enzimas auxiliares para la
degradacién de acidos grasos poliinsaturados, provienen de la familia de la enoil-CoA hidratasa tipo 1, y por ende también

presentan el domino Pfam 00378 (Figura 7 C).

Las hidroxiacil-CoA deshidrogenasas tipo I presentan un plegamiento tipo Rossmann en la regidn amino terminal
(Barycki et al, 1999) que una al NAD. Las hidroxiacil-CoA deshidrogenasas catalizan el tercer paso de la B-oxidacién y las
hay de tres tipos. Las tipo II y III han sido reconocidas como homélogas a nivel de secuencia al presentar conservados los
dominios amino y carboxilo terminal (Pfam 02737 y 00725 respectivamente). La tercer enzima auxiliar de la degradacion de
acidos grasos poliinsaturados, 2,4-dienoil-CoA reductasa (NADPH) es homéloga a las hidroxiacil-CoA deshidrogenasas tipo
Il y tipo Il y también presenta los dominios Pfam 02737 y 00725 conservados (Figura 7 D). Usando MACAW hemos
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encontrado que hay similitudes entre el plegamiento tipo Rossmann de las hidroxiaci-CoA deshidrogenasas tipo | y la regién
propuesta de union a nucledtidos de las tipo 1t y 11T (Qin e al, 1999), esto fue corroborade con alineamientos miltiples de

secuencias y comparacion de la estructura secundaria.

Las acetil-CoA C-acetilransferasas (E.C. 2.3.1.9) y acetil-CoA C-aciltransferasas (E.C. 2,3.1,16), que catalizan el
cuarto paso de la B-oxidaci6n, presentan conservados sus extremos amino (Pfam 00108) y carboxilo terminal (pfam 02803)

{Figura 7 E).

Hemos agrupado a las enzimas multifuncionales (MFE) de la f-oxidacién en dos tipos. El tipo I (MFE-I) se encuentra
en todos los sistemas de los tres dominios celulares que realizan la B-oxidacién (procariontes, mitocondrias y peroxisomas)
aunque ¢l andlisis via RPS-BLAST demuestra que en algunos grupos de bacterias (Ver figura 7 F) y arqueas ¢l domino de
deshidrogenasa se ubica hacia el extremo amino y el de hidratasa hacia el carboxilo, mientras que en el resto de los sistemas

(mitocondrias, peroxisomas y algunas bacterias) el arreglo de los dominios esta invertido (Figura 7 F).

Nuestros resultados muestran que existen dos tipos de enzimas multifuncionales con un arreglo tipo MFE-II (Figura 7
G), una con actividades de deshidrogenasa + hidratasa/isomerasa + proteina acarreadora de esteroles (SCP), (Figura 7 G
dominios Al, E y S1, dominios Pfam 00106, 01575 y 02036, respectivamente) que es la MFE-II propiamente dicha, y otra
con actividades de deshidrogenasa + SCP carente de actividad de hidratasafisomerasa (Figura 7 G dominios A2 y S2,
dominios Pfam 00106 y 02036, respectivamente). Basindonos en los arreglos genéticos y las relaciones de ancestria-
descendencia de los dominios de las MFE-II hemos construido una hipéteisis filogenética acerca del origen y evolucién de las

MFE-II (completas), que se muestra en 1a figura 7 G.
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DISCUSION
De Ia comparacién del ciclo de Krebs y la B-oxidacién

El que las enzimas comparadas del primer par, succinil-CoA sintetasas de! ciclo de Krebs y las homdlogas a las acil-
CoA ligasas de la B-oxidacion, presenten plegamientos tipo Rossmann estructuralmente similares (RMSD =19 A), y que elle
se refleje en patrones similares de estructura secundaria (Fig. 5}, permite sugerir que pueden tener un ancestro comun, aunque
ello no significaria que las enzimas completas lo tengan, sino solo los plegamientos tipo Rossmann. Ahora bien, esos
plegamientos tienen funciones muy parecidas. En las succinil-CoA sintetasas (S8CAS) se han detectado dos dominios
cataliticos (Fraser et al, 2000); el primero es el que presenta los tres dominios tipo Rossmann y cataliza la unién del suceinato
con la CoA y el pirofosfato, por lo que tiene sitios de unién a cada uno de estos intermediarios, y el segundo cataliza la unién
del pirofosfato con algin nucledsido difosfatado (NDP), ADP o GDP. Por otro lado, en las enzimas homdlogas a las dcido
graso-CoA ligasas (ACAL) (y probablemente estas Gltimas) el plegamiento tipo Rossmann sirve para la unién del ATP
necesario para las catélisis que realizan. Creemos que los plegamientos tipo Rossmann que proponemos de caricter homélogo
pueden unir moléculas distintas (CoA y ATP) porque estas iltimas tienen gran similinid quimica (Figura 8). Los AG de
cambio de las reacciones que catalizan este par de enzimas es positivo (+0.8 kcal/mol para la reaccion que catalizan las SCAS
¥y +0.02 keal/mol para la que catalizan las ACAL), lo cual apoya nuestra propuesta de que estas reacciones y los dominios que
las catalizan, al ser termodinmicamente costosas, pueden haberse reclutado por “patchwork™ en lugar de haberse originado
por separado. Es decir, especializado en el reconocimiento de succinato como SCAS (en el ciclo de Krebs) por un lado, y por
¢l otro en el reconocimiento de acil grasos como ACAL (en la B-oxidacion), pero que han conservado los plegamientos tipo

Ressmann como dominios de unién a moléculas muy parecidas (CoA y nucledsidos di- y trifosfatados).

Las enzimas del segundo par, fumarato reductasas {FRD) y succinil-CoA deshidrogenasas (SDH) del ciclo de Krebs,
¥ las acil-CoA deshidrogenasas (ACAD) de la p-oxidacion, presentan un barril de hojas P albergado en sus regiones carboxilo
terminal, de aproximadamente 200 y 130 residuos de aminodcido, respectivamente, pero con diferencias en el patrén
correspondiente de estructura secundaria (ver figura 5) y con un valor de RMSD = 7.1 A. En ambos casos el barril de hojas
participa en la union del FAD, aunque la conformacion del mismo es ligeramente distinta (Figura 5 B). El AG de cambio de
las reacciones que catalizan es alrededor de 0 keal/mol. Todo ello apuntaria hacia un origen independiente de los barriles de
hojas B de las enzimas de éste par. Sin embargo, Vallon (2000) ha propuesto que en base a los motivos conservados a nivel de
secuencia, €l origen de las flavoproteinas, incluyendo las de este par, se puede explicar desde una perspectiva de ancestria
comuin. Por ello es dificil establecer un juicio sobre si los dominios de unién 2 FAD de las FRD/SDH y el de las ACAD
pueden ser homoélogos o son una convergencia estructural, En caso de ser homéloges, pueden haber divergido por la insercion
de residuos que forman hélices o entre los que conforman el barril de hojas B de las FRD/SDH derivada de los requerimientos
de a estructura cuaternaria de los octameros de las FRD/SDH al unir sus subunidades a (de unién a flavo proteina) con las §

(de unidn a hierro-sulfuro), Io cual no es necesario en los dimeros de fas ACAD.

Nuestros resultades muestran que las enzimas del tercer par, fumarato hidratasas del ciclo de Krebs y enoil-CoA
hidratasas de la B-oxidacién, no presentan regiones conservadas a nivel de estructura primaria, secundaria, ni terciaria, por lo
que podemos suponer que tieme un origen independiente. El AG de cambio de las reacciones que catalizan ¢s

termodindmicamente favorable (-0.7 kcal/mol para la reaccion catalizada por la enoil-CoA hidratasa y 0.9 kcal/mol parala
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catalizada por las fumarato hidratasas), lo cuat apoya nuestra idea de que estas catélisis, termodindmicamente favorables, y las
enzimas que las realizan pudieron haberse originado por separado. De hecho, los dos tipo de enoil-CoA hidratasas son las
dnicas enzimas que catalizan €l mismo paso metabélico que consideramos originadas de manera independiente a lo largo de

toda la enzima, porque no se encontré ningan motivo que presentaran en comnn.
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Figura §, Similitud qumica entre los cofactores que son unidos por plegamientos tipo Rossmann. Lz estructuras de 1os cofactores que
son unidos por las enzimas del ciclo de Krebs v las de la f—oxidacion analizadas en este estudio. (ATP, adenisina 5 -trifosfate; GTP,
guanosina 5°-trifosfalo; asi como ADP y GDP; NAD, nicotinamida adenina dinuclestido; FAD, flavin adenin dinucledtido; CoA, coenzima
A; ACP, proteina acarreadora de acilos) ticnen en comun los dinuclegsidos difosfato (marcos rojos), lo cual pucde permitir que las enzimas
de estas rutas tengan una evolucion de tipo modular, conservando algunos dominios similares, en este caso los de union a cofactores, pero
con diferencias estructurales en el resto de la enzima. Esto conlleva a catélisis quimicamente similares, con la intervencién de los mismos
cofactores u otros muy parecidos, sobre sustratos diferentes. En el caso de la ACP, no existe el dinucledtido, pero sf radicales aminos, que al
igual que en tos dinucledsidos (marcos azules) son reconocidos por los pliegamientos tipo Rossmann,

Las enzimas del cuarto par, malato deshidrogenasas (MDH) y 3-hidroxiacil-CoA deshidrogenasas tipo 1 (HCAD) del
ciclo de Krebs y la B-oxidacién, respectivamente, comparten fos Gnicos plegamientos tipo Rossmann aqui analizados que
pudieron alinearse cort CN3D, lo cual fue corroborado con CE (RMSD = 1.9 A}, ¥ con SWISS PROT VIEWER, estos
piegamientos muestran un patrén de estructura secundaria similar entre si ¥y con los de las enzimas del primer par (Figuras 5 y
8). La homologia de los plegamientos tipo Rossmann de las MDH y los de las HCAD, ambos de unién a NAD, ha sido puesta
en manifiesto por el CATH (Orengo er a/, 1997). al clasificarlos en la misma superfamilia homéloga (3.40.50.720). Aqui se
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ha encontrado que dos de las diferencias esenciales entre estas enzimas para la especializacién en sus respectivos sustratos
estriban en las hélices @, en especial los residuos Argl51 y Argi58 de las MDH (Hall er af, 1992; y Chapman et af, 1999), y
Lys68 e His158 de las y HCAD (Barycki et af, 1999; y Barycki et al, 2000), puesto que éstos residucs permiten la union de
sus respectivos sustratos (figura 5 D y E). La estructura cuaternaria de las HCAD también juega un papel relevante porque
hay una cooperatividad entre los homodimeros de la misma para unir al sustrato y realizar la catalisis, hasta donde tenemos

conocimiento, esta cooperatividad no ha sido reportada en las MDH,

Podemos resumir lo anterior afirmando que dado que los plegamientos tipo Rossmann aqui encontrados en las
enzimas del primer y tercer par son homélogos y que pueden unir diferentes sustratos debido a la similitud que estos tltimos
guardan a nivel quimico, y que los plegamientos tipo Rossmann de las enzimas del primer par (en especial los de las regiones
carboxilo terminal) y los de las homélogas a las dcido graso-CoA ligasas son més parecidos entre si, que con los de las
enzimas del cuarto par, y viceversa. De ello, suponemos que la evolucién de estos plegamientos tipo Rossmann, al igual que
el de los del primer par, s¢ pueden explicar desde una perspectiva de ancestria comun, como lo ha sugerido Vallon, (2000),
basado en los motivos conservados a nivel de secuencia de aminoécidos de los plegamientos tipo Rossmann, y que la
especializacion por un tipo determinado de sustrato ha sido producto de la evolucién divergente de cada tipo enzimdtico, y en
elio ha intervenido no solo ¢l plegamiento tipo Rossmann sino e! resto de la enzima. Sin embargo al ser fos cofactores (que
invariablemente se unen en los plegamientos tipo Rossmann) las moléculas en comun, es que podemos chservar compartidos
solo estos plegamientos y no el resto de las enzimas.

Dado que dos de los cuatro pares de enzimas comparadas, el de las sintetasas, que cataliza reacciones
termodindmicamente poco favorables, y el de las deshidrogenasas dcpendiéntes de NAD, que catalizan las reacciones con el
4G de cambio més alto de las aqui analizadas, conservan plegamientos de unién a cofactores tipo Rossmann homélogos, y
que las deshidrogenasas dependientes de FAD, que catalizan reacciones con un AG ~0 kcal/mol, presentan un barril de
hojas § que pudiera tener un ancestro comin (Vallon, 2000), podemos suponer que las reacciones, la secuencia de las
mismas, y los dominios de unién a cofactores de estos tres pares de enzimas pudieran tener un origen comiin. En cambio,
puesto que las hidratasas, que catalizan las reacciones termodindmicamente més favorables de las aqui analizadas, y que hasta
donde sabemos no requieren de cofactores para realizar las catalisis, parecieran ser enzimas que adquirieron de manera
independiente la capacidad de abstraer un protén del agua y unir el radical hidroxilo, de ello derivado, a sus respectivos
Sustratos, un proceso que requiere de un sistema aerobio a nivel bioquimico, por lo que el origen de 1a actividad de hidratasa
de éstas enzimas pudiera ser posterior al advenimiento de las rutas metabdlicas bioquimicamente aerobias, y por ende haberse

incorporado de manera independiente en el ciclo de Krebs y en la B-oxidacidn (o sus precursores).

Es decir, nuestros resultados permiten proponer que pudo existir una conjunto de enzimas con plegamientos tipe
Rossmann que actuarian por medio de estos plegamientos sobre intermediarios del tipo de los 4cidos carboxilicos o acil-CoA,
© ambos, en presencia de cofactores del tipo de la CoA, NTPs, NAD o FAD, y que algunas de ellas se especializarian en
emplear FAD, y que por la insercién de elementos estructurales sustituyeran en su plegamiento un grupo de hélices & por
hojas B, dando lugar a los barriles de las actuales deshidrogenasas del segundo par, como lo propone Vallon, (2000). Por otro
lado, que tos dominios tipo Rossmann de otro grupo se especializarian en la uni¢n y catalisis de reacciones mediadas por CoA
¥ NTPs y dieran lugar a los plegamientos tipo Rossmann de las actuales sintetasas del primer par (Fig. 9). Y finalmente, que
un tercer grupo (el de las enzimas maés parecidas de los tres pares) se especializaria en la union de NAD y diera lugar a los
dominios tipo Rossmann del cuarto par (Fig 9). Todo esto pudo ocurrir antes del origen de las rutas metabélicas aerobias a

nivel bioquimico, y con la divergencia de cada tipo enzimitico y consecuente especializacién por un tipe de sustrato, se
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pudicran conformar dos rutas metabélicas en las que finaimente se introdujo de manera independiente, pero en ambos casos
posterior a las rutas metabélicas bioquimicamente aerobias, un paso de hidratacién, constituyendo los ancestros de los pasos
de succinato a oxaloacetato del ciclo de Krebs por un lado y por el otro los de acil graso + CoA a cetoacil-CoA de la B-

oxidacién.

i
@ ® (@

HH,

(9)
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Figura 9, Hipétesis filogenética propuesta acerca del origen y evolucién de los plegamientos tipo Rossmann de las enzimas del ciclo
de Krebs y las de ia B-oxidacién aqui analizadas. (a) plegamiento tipo Rossmann ancestral, existente en algunas deshidrogenasas de la
familia de las alcoho! deshidrogenasas; (b) Insercién de una hélice o y una hoja B en la region carboxilo terminal del plegamiento tipo
Rossmann (a), existe en la luciferasa y la gramicidina sintetasa, enzimas homélopas de las acil-CoA ligasas; (c) Insercidn de dos hojas f
entre los primeros dos elementos estructurales de la regidn amino terminal y el resto del plegamiento tipo Ressmann (b), existe en la regién
amino terminal de la subunidad « de las sucinil-CoA sintetasas; (d) Insercion de una hélice ¢ en la region carboxilo terminal det plegamiento
tipe Rossmann (b), existe en las regiones carboxilo terminal de las subunidades o y B de las succinil-CoA sintetasas; (e) elongacion del
conector de la cuarta hoja B y la cuarta hélice o de! plegamiento tipo Rossmann (d), éste conector presenta ¢l residuo catalitico de la reaccidn
de unién de CoA al succinato en las succinil-CoA sintetasas; (f) insercidn de una hélice o y una hoja f entre los primeros tres elementos
estructurales y el resto del plegamiento tipo Rossmann (b). éste es un plegamiento hipotético; (g) insercion de una hélice a en la region
carboxilo terminal del plegamicnto tipo Rossmann (), existe en las malato deshidrogenasas tipo 1; (h) insercidn de una hélice o entre la
segunda hélice a y la tercer hoja b del plegamiento tipoe Rossmann (f), existe en las 3-hidroxiacil-CoA deshidrogenasas tipo 1.

De las enzimas del ciclo de Krebs

La similitud a nivel de estructura primaria, secundaria y terciaria entre las subunidades v B de las succinil-CoA
sintetasas, y {a similitud quimica entre la CoA y el ATP y el GTP (figura 8), sugiere que pueden tener un ancestro comuan, ¢l
cual pudo ser un homodimero, y que tras la duplicacion del gen ancestral, una copia se especializé en la unién por el sustrato
{CoA), y en la actualidad la podemos observar como la subunidad , y la otra copia por la molécula de nucleodsido trifosfato
que actualmente es la subunidad § (Figura 6).

Las succinato deshidrogenasas (SDH) y fumarato reductasas (FRD) (ambas E.C. 1.3.99. 1) que actian preferentemente

en ¢l sexto paso del ciclo de Krebs y en la cadena respiratoria, de manera aerobia y anaerobia a nivel ecolégico,
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respectivamente, se mezclan en clados dentro del mismo drbol (Figura 6 B), lo cual puede deberse a sy alto grado de identidad
(>50%). De hecho, la secuencia de Bacillus subtilis reportada por el grupo de Guest (Phylips er al, 1987), como SDH, aparece
segun nuestros anilisis filogenéticos dentro del clado de las FRD, pero tiene la capacidad de actuar en contra de un gradiente
de protones y usar preferentemente menaquinona sobre ubiquinona, caracteristicas de deshidrogenasa (SDH) y no de
reductasa (FRD), (Guest, J. 2001 comunicacién Personal). Ello sugiere que a pesar de que tanto las SDH como las FRD se
encuentran en los tres dominios celulares y que por ende el proceso de paralogia que las origing pudiera ser anterior al Gltimo
ancestro comin de los tres dominios, su divergencia ha sido muy lenta. Lo cual explica el que, si bien, enzimas como la SDH
de Baciilus subtillis, que por secuencia han sido clasificadas y aparecen en drboles filogenéticos dentro del grupo de las FRD,
no presenten caracteristicas bioquimicas de FRD, sino de SDH. Un fendémeno similar se ha propuesto para la enzima de
Tricomonas vaginalis caracterizada bioquimicamente como lactato deshidrogenasa (LDH), pero que en base a anilisis de

secuencias se relaciona mas con de las malato deshidrogenasas tipo I que con otras LDHs (Wu er al, 1999),

El séptimo paso del ciclo de Krebs puede ser catalizado por cualquiera de las tres fumarato hidratasas (FumA, FumB o
FumC), pero FumA y FumB reguieren de hierro parz su activacién y son sintetizadas preferentemente bajo condiciones
aerobias y anaerobias respectivamente; mientras que FumC no requiere de hierro y se propone que se sintetiza como un
sustituto de FumA cuando las células se someten a condiciones oxidativas de ausencia de hierro (Park y Gunsalus, 1995; y
Fuentes e af, 2001). Aunque las FumA y FumB se agrupan por sus caracteristicas bioquimicas y secuencia de aminoacidos
como tipo I, y las FumC como tipo II; y los dos tipos se han propuesto como originadas polifiléticamente (Park y Gunsalus,
1995), nuestros anilisis con RPS-BLAST, muestran que ambos tipos conservan el dominio Pfam 00206, y por ello
Proponemos que ambos tipos son homélogos, a pesar de que la FumC no requiera de hierro y que las FumA y FumB guarden

un porcentaje de identidad mayor entre si, que con FumC (Figura 6 D).

Las malato deshidrogenasas se pueden clasificar en dos grupos, el tipo I (bacterianas-eucariontes) y el tipo I
(arqueanas} (Huynen et af, 1999}, aunque hemos encontrado algunos representantes del tipo 1 en arqueas y del tipo 11 en
bacterias (Tabla 2), la distribucién de estos dos tipos de enzimas puede ser producto de la similitud de genes funcionales
(energéticos) de Bacteria-Fucarya v su separacion del linaje de Archaea (Figura 6 C), como consecuencia del origen
endosimbidtico de las mitocondrias (Margulis, 1993), v la sustitucion de los genes del hospedero por los del endesimbionte,
que es un aspecto intcresante si tomamos en cuenta que generalmente se habla de la contraparte, la similitud de genes
estructurales (replicacidn, transcripcion y traduccion) de Archaea-Eucarya y su separacion del linaje de Bacteria (Woese et af,
1990; y Brown et al, 2001).

De las enzimas de la espiral de la B-oxidacién

La ausencia de las enzimas de la f-oxidacién en los genomas de bacterias que son pardsitos obligados se puede
explicar por el hecho de que las especies con este estilo de vida pueden prescindir de muchas rutas metabélicas y metabolitos
que toman de sus hospederos. Sin embargo, la historia es diferente en el caso de las arqueas metandgenas y los Pyrococcus
spp. Doolittle, (1999) propuso que las enzimas de la B-oxidacién nunca estuvieron en los ancestros de Archaea, y que
Archaeoglubus fulgidus, (la (nica otra arquea completamente secuencizda y disponible hasta entonces, y en la que si se
pueden encontrar estas enzimas por BLAST), adquirté las enzimas de la B-oxidacién de Bacteria por transferencia horizontal,

La disponibilidad de los genomas completos de Aeropyrum. pernix, Thermoplasma acidophilum, y Thermoplasma volcanium,
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todos representantes basales de Archaea, segin estudios de 4rboles universales basados en grandes matrices combinadas de
datos de secuencias de proteinas (Brown er af, 2001), y ¢l de Halobacterium halobium, descendiente de las metandgenas,
segun filogenias basadas en el 16/18S rRNA (Woese ef al, 1990), nos ha permitido distinguir que en realidad los unicos
genomas arqueobacterianos completamente secuenciados y disponibles a la fecha en los que no se identifican las enzimas de
la B-oxidacién por lo métodos de Doolittle, (1999), y los aqui descritos, son los de las metandgenas y su grupo hermano
Pyrococcus spp, por lo que podemos suponer que las enzimas de la PB-oxidacién estuvieron presentes en el ancestro de
Archaca. Dadoe que los ancestros y descendientes de las metanégenas y Pyrococeus sp., presentan las enzimas de la B-
oxidacion, y que la posicion de estos dos grupos en los drboles universales es en ramas de la punta de Archaea (Brown et a/,
2001), creemos que las metandgenas y Pyrocoecus spp. perdieron las enzimas de la f-oxidacién. Esto explicaria que todas las
bacterias metandgenas, que sabemos son organismos anaerobios estrictos, necesitan de otras bacterias proton-reductoras
obligadas para obtener energia a partir de cidos grasos (Mackie et al, 1991}, de manera similar a to propuesto en las hipétesis
sintréfica (Moreira y Lopez-Garcia, 1998), y de hidrégeno (Martin y Miiller, 1998), acerca del origen de los eucariontes.

Hay que tener presente que los genomas de las metandgenas y los Pyrococcus spp a la fecha disponibles tienen una
alta proporcién de secuencias sin funcién conocida o hipotética, porque tienen valores de similitud e identidad muy bajos al
resto de la biodiversidad enzimatica conocida. Las enzimas de la B-oxidacién pudieran estar entre ellas. Por ello, son
necesarios estudios a nivel biogquimico que corroboren o refuten Iz oxidacin de los 4cidos grasos en metandgenas y

Pyrococcus sp. por medio de enzimas homélogas a las de la B-oxidacién del resto de los organismos.

La presencia de enzimas pardlogas a las la B—oxidacién en los genomas de a-proteobacterias que forman simbiosis
con plantas es superior a la del resto de bacterias, ello puede estar relacionado con el papel regulatorio de la B-oxidacion en el
proceso de infeccién y nodulacion (Requena et af, 1999). En Homo sapiens, Arabidopsis thaliana y Archaeoghibus fulgidus
el gran nimero de copias de estas enzimas, puede estar brindado una gama de posibilidades de degradacion de acidos grasos
por encima de los que cominmente se emplean, debido a una especializacién de enzimas parglogas.

El hecho de que las isovaleril-CoA deshidrogenasas y las 4cido graso-de-cadena-muy-larga-CoA deshidrogenasas
estén Gnicamente en las a-proteobacterias y representantes mitocondriales eucariontes, podria ser un relicto de endosimbiosis,
como ya se ha propuesto para la sintesis mitocondrial de acidos grasos (Schneider et al, 1997}, Ello apoya la hipétesis serial
de Margulis, (1993), y de hidrogeno de Martin y Miiller, (1998), de que las mitocondrias se originaron de las o-
proteobacterias, y no la sintréfica de Moreira y Lépez-Garcia, (1 998), que propone a las 3-proteobacterias como el ancestro.

En general las enzimas mis representadas ¥ que se han ubicado en la base de los arboles filogenéticos (Figura 7), son
las que acnian sobre 4cidos grasos de cadena corta y mediana {<16:0), lo cual correlaciona con el hecho de que en general
estos sean los 4cidos grasos preferidos por procariontes (Mackie et af, 1991), y que por ende lo hayan sido en los sistemas
antiguos. Ello podria explicar porqué la degradacion de icidos grasos de cadena larga (>16:0) es una estrategia

prominentemente de hongos, animales y plantas, y la de dcidos grasos de cadena muy larga (>20) exclusiva de mamiferos.

El que en las enzimas multifuncionales (MFEs) tipo I de arqueas tengan un arreglo genético deshidrogenasa‘hidratasa,
inverso al hidratasa/deshidrogenasa de la mayoria de las bacterias y eucariontes (Figura 7 F), sugiere que ha habido un
rearreglo en alguno de los linajes, el de Archaea o el de Bacterta-Eucarya. Existe una sola copia de MFE-I en cada sistema de
B-oxidacion, aunque los eucariontes tenemos dos, una mitocondrial y otra peroxisomal. La enzima de algunas bacterias gram-

positivas y gram-negativas tienen un arreglo del tipo de las Archaea (Figura 7 F), aunque se¢ ubican en las filogenias de los
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dominios por separade junto a las del resto del tipo de las Bacteria , lo cual sugiere que el mismo arreglo ha ocurrido mas de

una vez en la evolucion.

Breitling et al, (2001), propusieron una solucién para la historia evolutiva de las MFE-II de la B-oxidacién, en la cual,
segln nuestros resultados (Figura 7 G), han mezclado los miembros pardlogos de dos familias convergentes en fusion de
dominios, la que tiene dominios deshidrogenasa (A2) + proteina acarreadora de esteroles (S2), y la que tiene deshidrogenasa
(Al) + hidratasa/isomerasa (E) + proteina acarreadora de esteroles (S1), y los presentan como una sola historia evolutiva, que
excluye a los estadios intermedios de ambas enzimas multifuncioneles (Figura 7 G). Creemos que su hipdtesis asume
dominios ortélogos que en realidad son pardlogos (Al pardlogo de A2, y S| pardloge de $2), puesto que no incluyen a todos
los miembros de ninguna de las dos familias tipo MFE-II y consideran a los que incluyen como miembros de una sola. Por
ende creemos que su soluctén es artificial. )

Nuestros analisis nos permiten proponer que, con base a los datos actuales, para generar la diversidad de estos dos
tipos enzimiaticos (Figura 7 G) fue necesario un evento temprano de paralogia de la enzima monofuncional ancestral con
dominio de deshidrogenasa (Pfam 00106) (Figura 7 G, evento D1), cinco eventos de fusién de dominios (Figura 7 G, eventos
F1, F2, F3, F4 y F5), aunque el evento FS puede ser una duplicacién interna o una elongacién génica, y dos perdidas
enziméticas (Figura 7 G, eventos L1 y L2).

Dado que todas las MFE-II que encontramos presentan en la regidn carboxilo terminal el motivo [S/A/C]-K-[L/M]
que se ha identificado como péptido sefial para la direccion hacia los peroxisomas y translocacién en la membrana de los
mismos, las MFE-II podrian ser exclusivas de peroxisomas. Aunque ha sufrido varios arreglos y fusiones al lo largo de la
evolucién. (Figura 7 G). Sin embargo, es necesario incrementar la muestra de representantes de los linajes de eucariontes no

vertebrados y en especial de Ascomycota, para poder corroborar la hipétesis aqui propuesta.

Acerca del método empleado

1) Colecta de secuencias: 1a bisqueda de secuencias de enzimas por “E.C. Number” en el SWISS-PROT, a la par de
revisiones bibliogrificas (Hiltunen y Qin, 2000; y Huynen ef a/, 1999, y la base de datos de rutas metabélicas det KEGG, nos
ha permitido colectar todos los tipos enzimaticos que catalizan los pasos del ciclo de Krebs y de la $-oxidacién analizados en
esta tesis, a pesar de los problemas que se han descrito como derivados de usar los nlmeros enziméticos como fuentes

iniciales en el andlisis de genomas completamente secuenciados {Galperin y Koonin, 1999; y Gerlt y Babbitt, 2001).

2) Distincion de enzimas ortélogas y pardlogas: el anslisis de secuencias homologas usando FASTA 3.0, BLAST, y
los anélisis filogenéticos descritos en aqui nos ha permitido distinguir grupos de enzimas ortélogas y parilogas. En el
principio de esta tesis, esto no pudo lograrse al asumir directamente la nomenclatura reportada en las bases de datos derivadas

de genomas completos o en los articulos de revision de arriba mencionados, por separado.

3) Deteceiin de dominios: el uso de RPS-BLAST basado en el Pfam para la identificacién de dominios conservados
ha sido una estrategia rapida y eficiente para determinar cuéndo dos o méas tipos enzimaticos podrian ser homélogos v facilita
la ubicacion de una secuencia dentro de una familia u otra. También permite el reconocimiento de arreglos intragénicos,
fusién de genes y multifuncionalidad, y es un auxiliar 1til en la determinacién de regiones compartidas (Figuras 6 y 7). Dado

que Pfam estd basado en regiones conservadas de importancia biolégica, muchas de ellas respaldadas por estudios de biologia
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estructural, consideramos que esas regiones compartidas localizadas por RPS-BLAST, son un buen indicador de posible

homologia.

4) Prediccién de estructura secundaria: creemos que el uso de PSI-PRED para la prediccién de estructura secundarias
de enzimas sin estructura tridimensional reportada, puede ser una herramienta fidedigna, dado que las secuencias de enzimas
con estructura terciaria, y por ende con estructura secundaria conocida, que se emplearon come control, resultaron mejor
predichas con PSI-PRED que con PREDATOR (Frishman y Argos, 1995) o con Jpred (Cuff er al, 1998).

5} Superposicion estructural: es necesario tener presente que si bien la ausencia de regiones conservadas a nivel de
secuencia de aminoécidos puede significar que esas enzimas no son homélogas, también puede ser el reflejo de una gran
divergencia en la secuencia de enzimas homélogas pero que mantienen las distancias atdmicas de sus carbonos o y con ello
gran parte de sus caracteristicas cataliticas o de unién, por lo que son necesarios los datos de estructura terciaria (Yang y
Honig, 2000). Es el caso de los plegamientos tipo Rossmann aqui analizados, que no presentan dominios Pfam conservados,
pero si tienen un arreglo de estructura secundaria y terciaria muy similares (Figura 5). Por ello, creemos que para el analisis
de enzimas homélogas con un alto grado de divergencia son necesarios los datos de estructura terciaria, asi como la extensién
de las familias homélogas de Pfam a nivel de superfamilias homélogas, similar a como se presentan en el SCOP y el CATH.
Aunque la similitud estructural entre dos enzimas no necesarimente sea producto de un origen coman, la comparacién de

estructuras terciarias puede ser una herramienta til y un criterio mas para el anilisis de relaciones filogenéticas.
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ANALISIS PARTE I
ORIGEN DE LA B-OXIDACION Y LAS ENZIMAS QUE LA CATALIZAN.

Una vez que en la primer parte de ésta tesis hemos encontrado que los pares de enzimas de la B-oxidacion y las del
ciclo de Krebs con mecanismos quimicos similares y termodindmicamente poco favorables tienen conservado el plegamiento
tipo Rossmann, y que las que tienen condiciones favorabiles pueden haberse originado e incorporado de manera independiente
a estas rutas, posteriormente al advenimiento de las rutas con bioquimica basada en el oxigeno, hemos procedido a explorar el
origen de la B-oxidacitn y las enzimas que la catalizan, de entre una gama de enzimas de rutas metabolicas con una sucesitn
de pasos similar a la B-oxidacién, y en las cuales actiia al menos una de las enzimas de esta Gltima ruta (ver Fig. 9 y Tabla 1),
bajo la perspectiva de que la B-oxidacién pudiera haber sido originada por patchwork, y que con las enzimas homélogas del
resto de las rutas de acil-CoA ésteres no solo estard conservado el plegamiento tipo Rossmann, sino también algunos otros
dominios de unién a sustratos, porque a diferencia de las enzimas del cicio de Krebs, este segundo grupo de enzimas ademas

de usar los mismos cofactores que las de la B-oxidaci6n tienen afinidad por sustratos similares.

Como se mencioné al principio, la B-oxidacién (Figura 3) consta de 1) una deshidrogenacién, 2) una hidratacién, 3)
una segunda deshidrogenacion y, 4) la liberacion del grupo tiol y dos carbonos metilados de la cadena del dcido graso en
forma de acetil-CoA. Todo ello esti precedido de un paso de activacién (unién del acil graso a fa CoA). Este mismo patrén de
reacciones ha sido encontrado por los métodos explicados en la primer parte en varias rutas metabélicas que involucran la
degradacion y sintesis de acil-CoA ésteres (Tabla 2), y es precisamente en estas rutas metabélicas que se procedid a buscar él
0 los posibles ancestros de la P-oxidacién, por los mismos métodos de gendmica y biologia estructural comparada antes

descritos.

Liedtke, (1997 A), ha propuesto la hipétesis de que inicialmente los dcidos grasos debieron tener un papel bioldgico
diferente al de ser moléculas energéticas, por la conexién de la B-oxidacién con la fosforilacian oxidativa (un proceso
enteramente dependiente de oxigeno y por ende ausente en los organismos anaerobios a nivel bioquimico), y menciona que €l
papel inicial de los acidos grasos pudo ser el de formadores de membranas, tinicamente. En esta segunda parte de la tesis,
hemos tomado como base 1a hipétesis de Liedtke, (1997 A), y dado que el tercer paso de la B-oxidacién y la sintesis tipo 1 de
4cidos grasos, hidratacién y deshidratacion respectivamente, involucra un radical hidroxilo libre, se ha dado especial
importancia a las caracteristicas de aercbiosis o anaerobiosis a nivel bioquimico de las rutas analizadss, y se han empleado las

mismas herramientas que en la parte uno.

Con la comparacién de las caracteristicas bicquimicas de las rutas metabélicas de los acil-CoA ésteres (Tabla 1),
hemos determinado que la ruta metabélica que podria ser el ancestro de la B-oxidacidn es la de la sintesis tipo | de dcidos
grasos, porque tienen la misma secuencia de reacciones, ¥y porque las enzimas que catalizan los pasos similares en cuanto a
mecanismo quimico, pero en sentido inverso, son homdlogas y reversibles, pero sobretodo porque la sintesis tipo de 4cidos
grasos es la dnica ruta del metabolismo de acil-CoA ésteres cuyas enzimas pueden actuar en condiciones bioquimicamente
anaerobias (Figura 10). La homologia entre las enzimas de la B-oxidacién y las de otras rutas de acil-CoA ésteres, en especial

las de la sintesis tipo I de 4cidos grasos, se puede detectar a nivel de secuencia de aminodcidos, estructura secundaria y
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Tabla 2. Enzimas del metabolismo de acil-CoA esteres homélogas a las de la B-oxidacién,

. . Fe
Metabolismo de acil-CoA ésteres
Ptam E.C.Number PDR Via Matab. (s} {8} Sendo Producto {5)
8211 ~  Acataw-CoA ligase * Pro{DeBl) Propanoats -st=-p Propionyl ack —  PropionykCoA
00501 6.2.1.16 = Ace1oacaty-Cod synth But-{DaBi} Acaloncaiate T Acetoacetyl-CoA
6.2.1.26 O-suctinytbanzoate-CoA ligase Ubi-Bi 2-Suctinyibenzoata ™ 2-Suctinythenzoyl-CoA
6.2.1.ML = Medium-chain acyi-CoA kgase Pro-{0e3i} I-Hydroxypropanoate == 3 Hydroxypropinoyl-CoA
oz
+
02770 5.2.99.10 1IVH  Isovaleny-CoA dehydrogenass Lew-Da FMathyibutano-CoA ™ 3-Methyibut-2-enoyl-CoA
+
00441
01756
00378 41336 +___Naphthoste sinthetass Ub-Bi 2-Succinyibanzoyl-CoA = 1,4-Dihyroxy-2-nap
42,455 - FHydroxybutyry-Cod, gah But-(DeBi) Crotonoy-CoA 4~ (R)-3 Hydroxybutaznoyl-Cod
421860 TMKA  S-hyttroy WHACP] cadr . FAB-1 (R} SHhydroxy y-jacp] 4P (E)-2 wyi-lacp]  ——w-(Z)-Cecanoyt{acp]
2-dacanow-{ACF) somaerass
02737
« 111157 Fhydroxybutyry-CoA dehydrogenase But-{DaBi) {SF3-Hydroxybutanopt-CoA == asetoacety-CoA,
00725
1.1.1.100 1101 3-oxpacyl{ACP] raduciasa FAB-1 (R)- 3-Hydroxybutanoyt-[acp) and (CH,),._, % Acetoacetyl-acp and (CHyl.;
00106 2.3.1.85 Fafty-acid synthasa (1.1.1.100 domain) FAB-t Acetyl [a2p] and {CH;). {acp) A% AcentCoA + acp and (CH), »{acp)
+ 23186 Fatty-acyi-Coh synthase (1,1.1.100 domasin) FAB-1 Acetyl {acp) end (CH,)..s{8cp) B AcelyhCoA + 8cp And (CHyle (acp]
00578 1.1.1.36 Acatoscelyl-CoA reductase But-[0eB] A3 Hycronytutanop-Cok % Aceloscetyl-CoA
1.1.1.3 hycroxyt dehydrog Val-Dg {S)-FHHyaroxyisobutyrats - (G)-Methy i yoe
00108 2.3.1.85 Fatty-acid synthase (2.3.1.41 domain} FAB-1 Acatyl (acp) and (CHa)n.{Bep) A ACE-CoA + acp B (CH,).pdacp]
009 2.3.1.86 Fatty-acyl-CoA syrthase {2.3,1.41 domain) FAB-1 Acetyl [aco] and {CHple, »-[acp] A Acotyt-CoA + acp and (CH,),. »{acp]
01154 2.3.1.41 1KAS  J-oxoacyi-{ACP] syrithase * FAB-1 Acstoacetyl [acp] and {CHyws 4 Acotyl [acp) and (CHy),, 49 Acety-Goa + acp and (CH2n+2
+ 10D8
42803 1EBL
02801 4.1.35 Hydroxymathyigiutand-CoA synthasa Lev-Da (S)-3-Hydroxy-3-methylgiutany-Cos, T Acgty-Cod or Acetoacetyl-CoA
But:{De5i) 3-Hylroxy-3-methyigiutand-CoA - AcetylCoh or Acetoacety-CoA

Esia tabla presenta las enzimas del metabolismo de aci-CoA ésteres que no astén involucradas ¢n la froxidacian, paro qua son homdiogas & las de esa nuta matabdlica
(ver dominios Plam en Tabla 1), in¢luidas las de fa sintesis tipo | de écidos grasos. Las columnas tienen las mismas indicaciones que en la tabla 1. * Las enzimas E.C. 6.2.1.1,
E.C.2.3.1.41 y E.C. 4.2.1.60 pueden catalizar dos pasos metabdlicos, ésta ultima en el mismo sitio activo.
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terciaria, a lo largo de toda la enzima, incluyendo dominios de unién a cofactores y sustratos, tanto en enzimas
monofuncionales, como en los dominios homélogos de las enzimas multifuncionales tipo 1 de la f-oxidacién, y sintesis tipo 1

de 4cidos grasos (Tabla 2 y Figuras 7, 10y 11).

i " 1
J[ 4.2.1.55 2.3.1.86dh i
i 2.3.1,85dh
g - i :
! MFEs
6€.2.,1.ML ! 1.3.29,VL W- I 1.1.1.100 4.1.3.5
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Bacterial C
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Figara 10. Familias homélogas de enzimas del metabolismo de acil-CoA ésteres. (A) enzimas cominmente usadas en la B-oxidacion, (B)
empleadas solo en algunos sistemas de P-oxidacién, y (C) otras rutas metabélicas de degradacion de acil-CoA ésteres (metabolismo del
propanoato, butanoato y B-alanina, sintesis tipo 1 y Il de cidos grasos, y ubiquinona, y degradacxon de valina, leucing, |soleucma, lisina,
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Existe una diferencia importante, entre la B-oxidacién y la sintesis tipo T de scidos grasos, y es que las enzimas de la
sintesis tipo I de 4cidos grasos usan a lo targo de toda la ruta la proteina acarreadora de acilos {ACP) como cofactor, y no
coenzima A (CoA) como las de la B-oxidacién, aungue dada la similitud estructural de las enzimas que utilizan CoA y las que
emplean (ACP) esta diferencia pudiera no ser muy significativa a nivel estructural, sino meramente biequimice (Fisura 8).
Esta diferencia nos permite involucrar a las de sintesis tipo I de 4cidos grasos con estadios evolutivos previos al advenimicnto

del oxigeno molecular por cuatro razones:

1. La enzima que cataliza el primer paso de la sintesis tipo I de 4cidos grasos, la 3-oxoacil-(ACP) sintasa (E.C.
2.3.1.41), scgan nuestros andlisis filogenéticos, es homéloga a las acetil-CoA C-acetiltransferasas (E.C. 2319 y
acetil-CoA C-aciltransferasas (E.C. 2.3.1.16) que catalizan el paso cuatro de la B-oxidacién (Figura 11 y Tabla 2).

También cataliza la conversian de los acil-CoA ésteres a acil-[ACP] ésteres, un proceso que ademas de ser anacrobio
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a nivel bioquimico, la convierte en una enzima angular en los dos tipos de sintesis de dcidos grasos y su

degradacion por la B-oxidacion.

2. La 3-oxoacil-(ACP) reductasa (E.C. 1.1.1.100) que cataliza el paso dos, enzima homoéloga a las 3-hidroxiacil-
CoA deshidrogenasas (E.C. 1.1.1.35) tipo II y III del paso tres de la P-oxidacion, actia en condiciones
enteramente anaerobias a nivel bioguimico, y es la enzima més distribuida de todas las aqui analizadas (apéndice
1), incluyendo las del ciclo de Krebs, lo que nos permite proponerla como muy antigua. Esta propuesta fue

corroborada con andlisis filogenéticos (Fig. 7).

3. El paso tres de la sintesis tipo I de 4cidos grasos involucra la liberacién de un radical hidroxile y puede ser
catalizado por la 3-hidroxidecanoil-(ACP) dehidratasa, pero esta misma enzima puede catalizar en el mismo sitio
activo un proceso de isomerizacién gue no involucra oxigeno o radicales oxigenados reactivos (Leesong et af,
1996; y Palosaari et al, 1991), (Tabla 2), de forma andloga a la hidratacion del paso dos e isomerizacion que
cataliza la (S)-enoil-CoA hidratasa en la $-oxidacién {Figura 11 y Tabla 1). Esto sugiere que si bien las
actividades que involucran oxigeno no pudieron ser anteriores al surgimiento de las rutas metabdlicas
bioquimicamente aerobias, la existencia de los sitios activos que las catalizan pudiera serlo, porque las reacciones
de isomerizacion que también catalizan no involucran radicales oxidativos y por ende pudieron estar presentes en

condiciones bioquimicamente anaerobias, y ser las isomerizaciones las actividades ancestrales de estas enzimas.

4. La enzima &cido graso de cadena larga-(ACP) ligasa (E.C. 6.2.1.20), la cual puede catalizar el paso de la
activacion de los dcidos grasos, previo a la $-oxidacion, es homologa a la 4cido graso de cadena larga-CoA ligasa
(E.C. 6.2.1.3) (Tabla 1), que es la que comiinmente realiza el proceso. Pero ademas la 6.2,1.20, puede incorporar a
los acidos grasos en la formacion de fosfolipidos, o bien, reintroducirlos a la sintesis tipo I de acidos grasos (Rock
y Cronan, 1981; y Rock y Cronan, 1979). Esta versatilidad conecta evidentemente a la sintesis tipo [ de acidos
grasos y la B-oxidacién, al igual que la 3-oxoacil-(ACP) sintasa (E.C. 2.3.1.41), mencionada arriba, pero también
conecta a estas rutas metabolicas directamente con la formacién de fosfolipidos, y por ende con la formacion de
membranas bioldgicas y deja en manifiesto el papel dual evolutivo de los dcidos grasos, en procesos energéticos
por medio de la f-oxidacion en la sintesis de ATP y nucledsidos con poder reductor por un lado, y por el otro en

procesos estructurales como formadores de membranas (Figura 1),
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La segunda se basa en que la conversion de acil-CoA ésteres a acil-{(ACP) ésteres por medio de la sintesis tipo [ de
acidos grasos permite que los sustratos de la B-oxidacion y otras rutas de degradacion de acil-CoA ésteres (Tabla 2) sean
sustratos para la sintesis tipo | de dcidos grasos, y promueve que puedan ser incorporados como fosfolipidos a las
membranas biologicas; por ello, 1a hipotesis propuesta por Liedtke, (1997 A), de que los dcidos grasos pudieren tener

un papel ancestral en Ia formacién de membranas bioldgicas se hace mas piausible.

La tercera, que tras la incorporacién de la actividad de hidratacién y deshidratacién (dependientes de un
radical hidroxilo), en la B-oxidacién y sintesis tipo I de 4cidos grasos, respectivamente, probablemente como una novedad
catalitica a partir de funciones de isomerizacién (bioquimicamente anaerobias), una vez que se pudieron sostener
actividades con oxigeno en las rutas metabélicas, se dio lugar al papel energético de los 4cidos grasos, y a partir de ello
a una amplia gama de intermediarios de las rutas metaboélicas de acil-CoA ésteres, como lo sugieren nuestros resultados
para las rutas del metabolismo de los aminoécidos ramificados (Keefe et af, 1995), de! butanoato, del propanoato, de la -

alanina, y de la degradacién de lisina, y de triptofano (Figura 10 y Tablas 1 y 2).

La cuarta, que las reacciones con mecanismos quimicos similares, como las de abstraccién de protones al agua,
catalizadas por las enoil-CoA hidratasas (E.C. 4.2.1.17) de la B-oxidacién, por la 3-hidroxidecanoil-(ACP) deshidrasa
(E.C. 4.2.1.60) de la sintesis tipo I de 4cidos grases, y por las fumarato hidratasas (E.C. 4.2.1 .2} del ciclo de Krebs, al ser
termodinAmicamente favorables pudieran originarse de manera independiente mas ficilmente que las que
requieren de mayor energia libre y que por ende son mis dificiles de catalizar. Es decir, que la incorporacion de las
reacciones termodinidmicamente favorables a sus respectivas rutas metabélicas, catalizadas por estas enzimas, pudo darse
de manera independiente y ello se refleja como el tinico conjunto de enzimas del ciclo de Krebs, de la B-oxidacién, y de la

sintesis tipo [ de écidos grasos que realizan catélisis quimicamente similares en las que no se ha detectado homologia.

Y la quinta, que la evolucién modular ha jugado un papel importante en la diversificacidn de las rutas metabélicas
de 4cidos carboxilicos y acil-CoA ésteres. Ello se refleja en la similitud en los mecanismos quimicos basados en la
conservacién de los dominios de union a dinucleétidos. Seleccionando familias de enzimas que utilizan los mismos
cofactores u otres muy parecidos, y que por ende conservan los dominios de unién a ellos, pero con diferencias en
elementos estructurales producto de su evolucidn divergente y en la relacién que guardan con el resto de la enzima,

que han sido Ia fuente de variacién para el origen de actividades cataliticas quimicamente similares sobre sustratos

diferentes.
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CONCLUSIONES.

El ciclo de Krebs, la espiral de la B-oxidacion y la sintesis tipo I de acidos grasos comparten una serie de cuatro
pasos metabdlicos con una sucesion de reacciones y mecanismos quimicamente muy parecidos. Los analisis de
comparacion de genomas y biologia estructural aqui realizados han mostrado que parte de esa sucesion y algunos de los
dominios de las enzimas gue catalizan la unién de CoA a los intermediarios y deshidrogenaciones de los mismos, todas
cllas reacciones termodindmicamente poco favorables, pueden tener un origen comun, como lo enunciamos en nuestra
hipétesis inicial, y que las enzimas que catalizan las hidrataciones, reacciones termodindmicamente favorables, pueden ser
polifiléticas y haberse incorporado a sus respectivas rutas metabdlicas de manera independiente, los cual explicaria el que
haya dos tipos de hidratasas no polifiléticas en la B-oxidacién y dos en el ciclo de Krebs, ¥ que en ambos casos, en
algunos genomas completamente secuenciados se haya encontrado solo uno de los dos tipos, porque se incorporaron de

manera independiente a sus rutas metabolicas respectivas.

Con el surgimiento de las condiciones aerobias a njvei bioquimico ¥ ecolégico, y la incorporacién de las hidratasas
en las rutas de Ja sintesis tipo I, de la degradacién de cidos grasos y del ciclo de Krebs, se abrid una amplia gama de rutas
metabdlicas energéticas basadas en la degradacion de acidos y ésteres carboxilicos, con la consecuente produccién de
ATP'y dinucledsidos con poder reductor, y en el caso particular de la B-oxidacién y rutas afines basadas en la biosintesis y

degradacién de acil-CoA ésteres, la liberacién de acetil-CoA ttil como materia prima del cicle de Krebs,

Se tienen evidencias (Gest, 1981; Huynen et al, 1999; Morowitz et al, 2000; y Romano y Conway, 1996), de que
el origen del ciclo de Krebs y las enzimas que lo catalizan esti cifrado en las rutas y enzimas de la sintesis de algunos
aminodcidos, probablemente en un inicio como parte de rutas de fijacién de carbono.

Por otro lado, nuestros resultados permiten concluir que la B-oxidacién y las enzimas que la catalizan, pudieron
tener como ancestro a las enzimas de la sintesis tipo I de los 4cidos grasos y que el papel inicial de estos acil-CoA ésteres,
en condiciones bioquimicamente anacrobias, pudo ser el de formadores de membranas. Asi, no fue sino hasta el
surgimiento de la aerobiosis a nivel bioquimice y la incorporacién de la actividad de la enoil-CoA hidratasa, que se

origind su papel energético de los acidos grasos por medio de la B-oxidacion y otras rutas de la degradacion de acil-CoA

ésteres.
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HEKAAKAQLS GILQODEILPI EVTVKKNT-S LFDHDETVRH NTSIEILSKL RPAFD-KNGV -VTAGNSSSI NDGAACVLLV SEKALKKHNL TPLARIVSWA SAGVDP-RIM GTAPVPASKK ALSKAGWSVN DLEVIGVNEA FARQSIYVNR EMEKWDIEKVN INGGAIAIGH
QMKATAMIEA GHFKREIVPI SVKKRRET-V VFDTDEYPKP TTTLARALQGL RAAFD-AQGT -VTAGNASGI NDGASAVITA SESAVEKLGL TPIARETMSYA QTGLDP-KVM GLGPVSAVT(Y ALAKAELSIT QVDLPELNEA FAAQALGVVY GLAEQHAION VNGGAIALGH
QLKARAARINA GKFQEEITPI ElANXKGV-V VFKEDEYPR- ETTLESLAKL KPAFK-KDGS -VTAGNSSGI NDGASIIILC STKKAQTLGL KAMATIKGFG LGGCSP-DIM GICPSTAIKN NLKNVEMNLN DIHLFELNEA FAAQSLAVLK ELELNPNIVN VNGGAIAIGH

LTRAQQAMRD GRFQAEIVPL TVTA-GKTER LVDSD-EQPP KARLDKIPTL KPAFREG--G TVTAANSSSI SDGAAALVLM RLSEAERRGL APLAATRGHA SFADAP-NLF PTAPVGAVKR LMORTGWSLG EVDLFEVNEA FAVVGMAAMR DLOLSHERLN VHGGACALGH
LKRADAAIAD GSLAAEIVPV TVTS-RKGES VVKDD-EQPL TANLEKIPSL RPAFRKD--G TITAANASSI SDGASALVLM TAEFAQRRGL KPLARIVGHA TQSQDP-SEF TLAPIGAMTN LFARTGWSKD DVDLFEINEA FAMVTMLAMR EHGLUHAKVN VYGGACAQGH
LMKAKAAVES GAFKAELTPV SVVT-RKGTE VVDTD-EQPG KADPAKIPTL RPAFSRD--G GVTAANSSSI SDGAARLVMT RESVAKALGL PILAKVVSHA AHAHEP-GLF TTAPVPAMCK ALKKAGWSVA DVDLFEVNEA FAVVAMIAQK ELGIPDDKLN VNGGACALGH
FERGIAAQEA GAPTWEIVPV EVSGRGRPST IVDKD-EGLG KPDAAKLRKL RPSFKEM-GG TVTAGNASSI SDGAARLVLY SGEKALOLGL LVLAKIXGYG DAAQEP-EFF TTAPALAIPK AIRHAGLESS QVDYYEINEA FAVVALANGK LLGIAPEKVN VNGGAVSLGH
FERGIAAQNT QLFAWEIVPV EVSTRGRPSV VIDKD-EGLG KFDAAKLKKL RPSFXED-GG SVTAGNASST SDGAAALVLV SGEKALELCL HVIAKIRGYA DAAQAP-ELF TTTPALAIPK AIKRAGLDAS QVDYYEINEA FSVVALANQK LLGLDPERLN AHGGAVSLGH
YOKSOKSQKE GKFDNEIVPY TIKGRGKPDT (VTKD-EEPA RLAVEKLRSA RTVFOKE-NG TVTAANASPI NDGAAAVILV SEKVLKEKNL KPLAIIKGWG EAAHQP-ADF TWAPSLAVPK ALKHAGIEDI SVDYPEFNER FSVVGLVNTK ILXLUPSKVN VYGGAVALGH
YTRSKAAWEA GKFGNEVIPV TVTVKGQPDV VVKED-EEYK RVDFSKVPKL KTVFUKE-NG TYTAANASTL NDGAAALVLM TADAAKRLNV TPLARIVAFA DAAVEP-IDF PIAPVYAASM VLKDVGLEKE DIAMWEVNEA FSLVVLANIK MLELIDPQXVN INGGAVSLGH
YTRSKAAWEA GKFGNEVIPV TVTVKGOPDV VVKED-EEYE RVDFSKVPKL KTVFQKE-NG TVTAANASTL NDGAAALVLM TADAAKRLNV TPLARIVAFA DAAVEP-1IDF PIAPVYAASM VLEDVGLKKE DIAMWEVNEA FSLVVLANIK MLEIDPQKVN IKGGAVSLGH
YKRSAAAWAN KVFQDEIAPYV KIQQKRKPEI VISED-EEYK RVNFDKFGQL ATVFURE-NG TVTAGNASTL NDGGAAVVLM SAEAAQKAGI KPLARIVAFQ DAETDP-IDF PIAPALAIPK LLKRAGVRKE DVAMWEVNEA FSLVVLANIK KLDVDPAKVN VHGGAVSIGH
YKESAKAWEN GNIGPEVVPYV NVKSKKGVTI VDKD--EEFT KVNFDKPTSL RTVFQK--DG TITAANASTL NDGAAAVIVA SQEAVSEQSL KPLARILAYG DAATHP-LDF AVAPTLMFPK ILERAGVKQS DVAQWEVNEA FSCVPLAFIK KLGVDPSLVN PHGGAVS IGH
......... N GNIGPEVVAV NVKSKEGVEA VKODDITKIK KIKEGSVYSS IPIFP-=-GG TISDKHIAAF TDGAAAVILA SQEAVSEQNL KPLARILAVG DARTHQ-LDF AVAPTLLFPN LLQSAGVEQS DVAQWEVNEA FSCVPLAFIK KLGVDESLVN PHOGAVSIGH
YKKASNAWSS EKFSEEVVPV SVKTSRS-EV VITED-EEYK KLIESRVSSL KPVFVRDGTG TLTPANASSL NDGAVATVVV GENALP-QGA HPLAELVAFA EAGRAP-IDF TVAPVDAVEL LLKKSGLOVS DIALWELNEA FAVTVLAFIX ELNIEPSVVN VKGGAVAIGH

HLRAHKATVN GYFKSEIVEI KADG=---- K VINTDEGIRA DTSLDKLSSL PPAFTDD--G LHTAGNSSQI SDGAAALVLV SEKAAKELKI EPIARILGYS WVGIES-WRF TEAPIFAIKK LLSKLDTDIN HFDYPENNEA PAVNNVLINR YLGIPYDRLN VFGGAIALGH
NMRAARAWER GCHMOKYTIPV KAGG----AV VLDYDEGIRPF DTPTVERLSKL PPVFTPK--G PHTAGNSSQI SDGAVSLLVA GEEAVREMGL KPKARIVGWG YAGVDP-RRF PVAPVMAVRA LLKKLGWRVE DVDYWENNEA FAVNSLIMNR ELGVFYERLN VVGGSIAVGH
YERAIRATES GEFADEIVQF EG-------+ -LDHDEGIR- KTTMEDLARL PPAPDKN--G ILTAGNSAQL SDGGSALMIA SEKAINEYGL KPIARITGYE QASLDP-LDF VEAPIPATRK LLEKQHKSID YYDLVEHNEA FSTASVIVRN ELKIDNERFN VNGGAVAIGH
YERAIRATNT GEFSKEITVF SN-~=~--~- -LSQDEGIR- KTTMEDLAKL PPAFDKN--G ILTAGNSAQL SDGGSALLLA SENAINEYGL KPIAKITGYE SASLAP-LDF VEAPIPATRK LLERQGKSID YYDIVEHNEA FSIASIIVRD QLHIDNERFN VNGGAVAIGH

HARAAKAADE GKFQDEIVEV NWIGRKGKPN VVDKDEAIRR DTSLDQLAKL APIYASD--G SITAGNAPGY NDGAGAFVLM SEEKARELGK RPLATILGFS TTGMPA-HEL AAAPGFAINK LLKKRGLTVQ DIDLFEVNEA FASVVLTCEK IVGFDLEKVN VNGGAIALGH
HOQRAIAAIGA GRLEEEIVPV EVPQRKGEPL LVACDEAPRK DTSMESLKNL RPVFGKE--G TITAGNAPGV NDGAAAMLLM SEEEAKSAGM APLAIIECHT ALATEP-KDF PKTPGLVIOK LLODTGKTPA EIDLFEINEA FAAVALASQQ TAEIDPEKVN VNGGAVALGH
OEKAVAASQA GIFKEEIVAL GEVG------ —-- VDETPRP SSSLEKLATL RTAFKEN-GT -VTAGNSSPV NDGASAVILA TKDYAEKHGI PYLAELVDST EVGIDP-AIM GVSPIEAIKK LINRSELELS DIDLFEINEA FAASSLAVNR ELGLNESQUN LYGGALALGH
QORWKAANDA GYFNDEMAPI EVKT-KEGKQ TMQVDEHARP OTTLEQLOKL PPVFKRD--G TVTAGNASGY ADGAGAVIIA SEDAVKKHNF TPLARIVGYF VSGCDP-SIM GIGPVPAISG ALKKAGLSLK DMDLVEVNEA FAPQYLAVER SLDLDISKTH VNGGALALGH
OKNWEKGOXE CAFNAEITPI KLKV-KGKEV DFVVDEHPRP KTTIEGLNKL PSLFKKN--G VVTAGTASGI CDGASAVIVA SEEALKEYNL KPLARLVAFS FVGVKP-EIM GIGPVPAIQN VLKVSGKELE DIDLIEINEA FAAQTLACAD ALKLDTSKLN VNGGATALGH
OTLWKKAQEA GVYKNEIVGI TIKG-RKGEE SFEIDEHPR- ATTAESLAKL KPVFQKD--G LUNAGNASGI SDGARALVVA GEDSVKSKNL KPLARVVAYS AVOCDP-TIM GIGPAPALRE VLKKSGLKIG DIDIFEVNEA FAPQALAVOR ELGIPMEKLN VNGGAIALGH
HRLALESMRD GTPAKEIVAV NVKT-KKGER MIDKDEHPR- ETTLEKLRNL VPRFKES--G VVTPGNASGI NDGAAMMIVS SMDYAERRNL KPLARLVSYA VVGVEP-SIM GIGPAPATQE ALRQASMKIE DUDLVEINEA FAAQYLACQQ ELDFNPDIGN VNGGAIALGH
OORAGRAQEA GFFAEEIVPY TIRGRKG-DT LVEHDEHPRP DTTLEALARL KFVNG--~PE TVTAGNASGV NDGAAALVLA SAEAVEKHGL TPRARVLGMA SAGVAP-RIM GIGPVPAVRK LLRRLDLAID AFDVIELNEA FASQGLACLR ELGVADDSEN PNGGAIALGH
QARTAAAQAN GFLAGEITPV EIPGKAC-PT IVDRDEHPR- ETTMEALAKL KPIVR---EG TVTAGHNASGY NDGAVALVIA SEDAVKRHGL TFRARITGYA SAGVEP-RVM GIGPVPAVRE LMARTGLAIG DFOVVELNEA PAAQGLAVLR QLGLPDDGAN ANGGAIALGH
QDKAVAAQAN GRLAKEITAV T1PQRKGDPV VVSKDEHPRA GTTVEALAKL PTPFR---0G TVTAGHNASGV NDGAAVLIVA SEAAVKKYGL TPIARILGGA AAGVAP-RIM GIGPAPATQX LCARLGLTPQ QFDVIELNEA FASQGIAVLR QLGIAEDAEN PRGGALALGH
QORTARAQSS GILAEEIVFV VLKNKKGVVT EIQHDEHLRP ETTLEQLRGL KAPFR---AN VITAGNASGY NDGAMALIIA SEQMAAAGGL TPRARIVAMA TAGVEP-RLM GLGPVPATRR VLERAGLSIH DMDVIELNEA FAAQALGVLR ELGLPDDAPN PNGGAIALGH
QARYQOAALEE GFFLGEILPV EVRARKGETR LVERDEHPRP QADLAALARL PALF----AG VVTAGNASGI NDGAAVVLLG DRAIGEREGI RPLARILASA SVGVEP-RLM GIGPQQAILR ALORAGIDLD EVGLIEINEA FAPQVLACLK LLGLDYEDPN PHGGAIALGH
QMRAXEAMEC GRLDEELVPYV EIEDKENGKY EVRTDEHPRP TSTMEKLNSL SPLF----EN TVTAGNASGI NDGAMAVLLM SREKANELGL TPLASYIGAA TAGVEP-RIM GIGPVYATHNK LLNRIGWTVH GLDLIELNEA FAAQALACIH ELGLN--QEN VNGGAIAYGH
YOKAYEAKNE GLF-DEILPI KLP---DGSI CQS-DEGPRP NVTAESLSSI APAFIKDR-- TTTAGNASQV SDGVAGVLLA RRSVANQLNL PVLGRYIDFQ TVGVPP-EIM GVGPAYAIPK VLEATGLQVQ DIDIFEINEA FAAQALYCTH KLGIDL---N PRGGAIALGH
YOKAYEAKNE GLF-DETLPI KLP-—-DGSI CQS-DEGPRP NVTAESLSSI RPAPIKDR-- TTTAGNASQV SDGVAGVLLA RRSVANQOLNL PVLGRYIDFQ TVGVPP-EIM GVGPAYAIPK VLERTGLQVQ DIRTFEINEA FAAQALYCIH KLGIDL---N PRGGAIALGH
{RKAAAATAA GKF-DELIPV XTKL-DEKPI TVSVDDGIRP TTTLASLGEL KPVFEKD--- TTTAGNSSQV SDGAGAVLLM XRSVAMOKGL PVLGVFRTFA AVGVDP-AIM GIGPAVAIPA AVKAAGLELD DIDLFEINEAR PASQFVYCRN KLGLDP---N VNGGAMAIGH
HRKAASATAS GKF-DEITPV KTKI-DEKPI TVSVDDGIRP NTTLSGLAKL KPVFKED--- TTTAGNSSOL SDGAGAVLLM RRNVAMOKGL PILGVFRTFS AVGVDP-AIM GVGPAVAIPA AVKAAGLELN DVDLFEINEA FASQFVYCRN KLGLDA---N VNGGAIAIGH
HEKRAAAAIAS GKL-DEIIFV ATKI-AEXAT VVSVDDGVRP NSNMADLAXL KTVFKQN--- STTAGMASQI SDGAGAVLLM KRSLAMRKGL PILGVFRSFA VTGVEP-SVM GIGPAVAIPA ATKLAGLNVS DIDLFEINEA FASQYVYSCK KLELDM---N VHGGALAIGH
QURAARAQSK GCF-AEIVPY TTTV-TKRSI TVIQDEGIRP STTHEGLAKL KPAFRKD--- STTAGNSSQV SDGARAILLA RRSKAEELGL PILGVLRSYA VVGVPP-DIM GIGPAYALPV ALOKAGLTVS DVDIFEINEA FASQRAYCVE KLRLPP---N PLGGAVALGH
QQKAARAQSK GCF-AEIVEV TTTV-TRRSI TVTQDEGIRP STIMEGLAKL KPAFKKD--- STTAGNSS5QV SDGARAILLA RRSKAEELGE PILGVLRSYA VVGVPP-DIM GIGPAYALPV ALQKAGLTVS DVDIFEINEA PASQAAYCVE KLRLPP---N PLGGAVALGH
QQRMARAQAD GLF-DEIVPM TTRYKQVLDG VVDRDDCMRP DTTLEGLASL KPAFAED--- SVTAGNASQL SDGASMTLLM SLEKALALGL EPKAFFRGFT VAGCEP-DEM GIGPVFSVPE LLKAKGLKIA DVDLWELNEA FASQCLYCRD RLEIDH---N VNGGSIAIGH
QORIAARQAA GLF-DEIVPM ATKMESFVDY VVDKDECNRA DTTLEGLASL KPVMGEG--- FITAGNASQL SDGRAAVVVM EAKEAEKRGL TPLGAFRGFA VAGCEP-DEM GIGPVFAVPR LLERHGLXVD DIDIWELNEA FASQCLYSRD RLGIDP---N VNGGSIAIGH
HOMAAKALAE GKF-DEIVPV EVIVPMEKQF VFSQDEGVRP QTTADILSTL RPAFSVD--- TVTAGNSSQT SDGAAAVMLM DREKADALGL APLVKFRSFA VGGVPP-EVM GIGPVEAIFR ALKLAGLQLQ DIGLFELNEA PASQAIQVIR ELGIDE---N VNGGAIALGH
IKRRAKALEE GKFP-DEIVPY DVTLLVEKIYV TFSVDEGVRP ETNMETLSTL RPAFHAK--- TVTAGNASQM SDGAAAVLLM DREVAEREGL TPVVKFRSFA VAGVAP-EIM GVGPVEATPK AVEMAGLDLS DIGLFELNEA PASQAIQVIR GLNLDH---N VNGGAIALGR
HORAYDAQRD GRP-DELIPI RVNSKVHTN- IFDQDEFIRP DTTMEALAKL RTVFKAD--- TVTAGTSAPL SDGAGFVVLM SGDKVKELGV TPIARFVGYK AVGVDP-KIM GIGPAYAIPE VLSLSNLSVE DIDLIELNEA FASQTIASIK EVGLDI---N VNGGAIALGH
HAKAVAAREA GLL-EEIVAI DTP----- AG RVAEDGCIRP GTNLESLAQL XPAFGGS--- -VTAATSSPL TDGSAALLVC SEDFARRHGL VILARIKAVA VAGCAP-EIM GMGPVQATRK VLORAGLGIA DIDLVEINEA FASQSIACIR ELGEDM---N LDGGALAIGH
QRRAAEATDA CRF-DEIVPV QTD--=-= $G LVEEDEGIRP DTTLEALGEL PTVFKSD--- SVIPGNASQI SDGAAATLVT SEAFARDHGL DVLARVGDHN VAGVNP-EVM GIGPVPATRG LLDRTGEDID EFDLVELNEA FASQTLYSRD ELGIDH---N VNGGAIAVGH
QXRAAAAWAD NRF-KSVIPV KD---OLGLT LLDHDETVRG STTMOTLASL NPSFTGMGEM VHHAGNSSGI VDGAAGVLIG TKEMGEALGL KARARIKGAA SIGSEP-SIM LTGPALVSER LLKKLGMEVK DIDLYELNEA FASYVLRMMQ ALDIPH-~=-N VNGGAIAMGH
OKRAAKSWAD GRF-NSVIPL KD=--QNGLT ILDHDEHMRP STDMQSLASL NPSFVMPGEM VHHAGNSSGI VDGAAAVLLG SKKAGKAMGL KPRARIRTFA NIGSEP-VLM LTGPVDVTEK LLKRAKMKLS DIDLPELNEA FASVVLRYMQ AFDIPH---N VNGGAIAMGH
QOKAAKARAE GLF-KSLVPV AD---ONGIV LLDHDEFIRA DSTLEGLAAL KPSFEMMGQM VHTPGNSSGI VDGASAMLIG SEAKGRELGL KARARIVATA VTSTDP-TIM LTGPAPATRK ALAKAGLRVE DIDLPEVNEA FASVVMKPMK DMGVAE---N VNGGAIAMGH
QRRADLAIQG GHF-KSLIPV LR--~DDGSV ALDHEEFPRP QTTAEGLASL KASPAALAEI MHHAGNSSGV VDGAAAVLLA SPAYAQRHGL KPRAKVIAMA KVGDSP-TLM LNAPVPAARK ALAKAGLTVD DIDLWEINEA FAVVAEKFIR DLKLDR---N VNGGAMALGH
HORAMAATKG GKF-AEIVPT KVTL-DGSVE THDADEGIRW DATMESIGGY K----LLSED RLTAATSSQI CDGAAGVMIV NERGLKALGY APLARIHHMT VIGHDP-VIM LEAPIPATQK ALERAGMRID DIDLYEVNEA FASYPTAWLQ VTGGOP---N VNGGAIALGH
HARAWAATQS AAF-NEIIPT GGHD--GVLK QFNYDEVIRE ETTVEALATL RPAFDPV--- MVTAGTSSAL SDGAAAMLVM SESRAHELGL KPRARVRSMA VVGCDP-SIM GYGPVPASKL ALKKAGLSAS DIGVFEMNEA FAAQILPCIK DLGLIEQIDN LNGGAIALGH
HARAMAATLE GRP-NEILPT EGHA--GTLF TLDYDEVIRP ETTVAGLAEL RPVFDPA--- TVTACTSSAL SDGASAMLVM SEQKAKALGL TIRARIKAMA VAGCDP-SIM GYGPVPATHE ALQRAGLTMQ DMDVVELNEA FAAQSLPCAK DLGLLEMMON LNGGAIALGH
HOLAWKATQE GKF-DEIIPM EGYD--GFLK VFDFDETIRP ETTVETLAEL KPAFNPK--- TVTAGTSSQI TDCASCHMIVM SAQRAQDLGT QPMAVIRSMA VAGVDP-AIM GYGPVPSTNE ALKHAGLTIA DIDFVELNEA FARQALPVLK DLKLLDKMDN LHGGAIALGH
HOLASKALDD GYF-GEIVEYV EVEI--GEEK VIDTDQSIRK NTSLEDMKKL KPAFKD---- VITAGNSSPL MAGASLTLLM SEKKVKEYGL KPMARIVSFG WAGVDP-SIM GEGPVPATKN ALAKAXMDVS DIDLWEINEA FAVVVLNAMK ELGIEE---N VHGGAIAIGH
HQLASKALDD GYF-GEIVPM EVEI--GETE IIDSDOSIRK NTSLEEMOKL RPAFKD---~~ VITAGNSSPL NAGASLTLLM SEKKVKEYGL KPLSRIVSFG WAGVDP-SIM GEGPVPATQK ALAKAGMXVE DIDYWEINEA FAVWVLNAMK ELGIEE---N IHGGGISIGH
HOLAAKALKD GYF-GEITPV EAPQ--GSVI TVDSDQSIRP DTSLEQIASL PPAFKP---- VITAGNSSPL NAGASGLLLA SKKKVQELGL EPIAXIIGYG TAGVPP-YIM GAGPVPASRK ALEKTGLXVS DIDYWEINEA FAIVPLYAIH ELGIEP---N INGGAVAIGH

HELAAQAVKE GWFLGEILPI EVEQ--GSKK VIDVDQSIRP DTTLEQVEKL PPAFKP---- VITAGNSSPL NAGATALMLM SEKEKMKEYGI, EPMAXIVSMG WASIDP-SIM GASPVPASLK ALOKAGLEAK DIDYWEINEA FSVVPLYTIR KLGLDP---N IKGGAIALGH
HQLAWKAIQE GYF-DEILPI EVEV--GKKT VVNVDQSVRP DTS1EKLGQL PPAFKP---- TITAGNSAPL NSGASYVLLM SKNALKKYGL TPMAKIRSFG FAGVPP-AVM GKGPVPASKK ALEKANLSTR KIDLWEINEA FAVVVLYAIK QLELDE---N KKGGATAIGH
HQRSRNAHDE GFYREEVVAL -------- GE LETDEAFLXT RPIEZAIIPRA KPVFDTS--- TVTAANSSGI ADGAAALLVM EEEKAAALGL XPVLRFIGSA VSGIHP-NFP PAAPVVAIRQ LLHTHDVTPD DIDLFEINEA FAVKICVCSQ ELGIPFSKIN VRGGALALGH
HQLTAENVEN GNISQEILPI TVK---~-- CE IPNTDESLKS RIPKDNFGRF KPVIKG---~ TVTAANSCMK NDGAVLLLIM EKDMAYELGF EHGLLFKDGV TVGVDS-NFP GIGPVPAISN LLEKRNQLTIE NIEVIEINEA FSAQVVACQQ ALNISNTQLN IWGGALASGH
HQRAMQAWSD GKLX-EEVMT AFIP----- Q LLAEDNNIRG NSSLADFAKL RPAFDR---- TVTAANSTPL TDGAAAVILM TESRAKELGL VPLGYLRSYA FTAIDVWODM LLGPAWSTPL ALERAGLTMA DLTLIDMHEA FAAQTLANIQ LLGSERFARN VLGGSIAYGH
HTLAADAWAE GKIR-DEVMT AFPE-~--- X WLDMDNNIRM DSKLESYAXL RPAFDR---- SYTAANSTPL TDGAMAIMLM REGKAKELGL EIMGYIRSYA PAAIGVEKDM LMGPSYATPI ALDRAGITLN DLTLIDMHEA FAAQTLANLK MFASDKFAQN VLGGSLAYGH
HHKLAAAYEE G-WQ-NDLMT PFRG------ -LTRDQNLRP DIDLEKIGTL KPVFERG--- TLTAANSTPL TDGASVVLLA SEEWAKARGL PILAYFKAAA VNFVDRQEGL LMAPVYAVPR LLARNGLSLQ DFUYYEIHEA FAAQVLCTLK AWEDPEYCKN VKGSSLAAGH
HSLAKKAQDE GLLS-DVVPF KVPGr==~-- T VT-KDNGIRP -SSLEQMAKL KPAFIK---- TVTAANSSFL TDGASAMLIM AEEKALAMGY KPKAYLRDFM YVSQDPKDQL LLGPTYATPK VLEKAGLTMN DIDAFEFHEA FSGOILANFK AMDSDWFAEN MNWGGSLSLGH
HTLAKEAQEK GYFT-DLVPF KVSG----- Q IVDKDNGIRV -SSPESLAKL RPAFVK---- TVTAANASFL TDGASACIIM TEEKAKQLGL KPKAYLRDFL FVSQDPVNQL LLGPAYGIPK LLKKAGLTLK DIDSWEIHEA FAGQIVANLK ALDSDWFCKN NWGGSLSIGH
HTLASEAAERN GKFT-DVVPV FLDGw=-~-- K TIKEDNGIRV -STLEKLSS!, KPAFVK---- TVTAANASYL TDGASAALIM TEEYALANGY KPKAYLRDYL YVAQDPKDQL LLSPAYVIPK LLDKAGLTLK DVDVFEIHEA FAGQVLANLN AMDSDYFCKN LWGGSLSIGH
HQKASYCQEQ ALLADLILDL SG-=-=-==- -- ASDQGIRP RLSSKVLSKY PPILGEG--- VISAANACLT HDAAAFLQLS SCPSAFKLI- =v----- DVV EVAGDP-QRS PLMVIKASQV LLEKHGLGMA DMTAIEWNEA FAVIDGLFET HYPDLLDRYR IFGGALAYGH
HKKATQAIEG KLLENEVFPY QDEG----- F TISSDQTVRP KSSMEALSKL TPAFTTN--- TATAGNSCPI NDGASSIILS STNNPFDFQG YYL----GQT TIALSP-SDF LLGPIKATEK LLOQKFNLKLN DIEAIELNEA FASQAILFQN YPKLDDIKLN AYGGSLAFGH
HANGAKNPKA HLRK-----= —s-w----—- ——eeec--—-— -ITEEQALSA PLIAE-—---- PLGLFDCCGV SDGAAAAIVT TPEIARALGK LSVSNGYY-- ---NGWDGSH FHTARIAAGK AYREAGLERP QISMMEVHDC FSVTELVIME DLFISPEGQQ IDGGLKCFGH
HYNGARHPEKA HFRS------ —=-=----o— —o—srme—-— -VTVEKVLKA PMVAY----- PLGVYDCSAV SDGAAAVVLT RPEIAKEIVG MAVETMHR-- -~- PSESFLS FPATVKAARKM AYKMAGIENP ELDFGIVHDC FTITELINYQ DMQLCKPGEN PDGGLKSFGH
RRNAAKNKYA HLEW-—--== cw-r---—w= —ece--o—--— ~CTPEDTAKT EMLIW----~ PMRFGHVCPA SDGASCVIYA SEDAVKRLGI AYADEEAESY OGTAVVDYSD QTGAILSARK AYERAGIKDP ETDVAEIYAP FPHQELMFSE RLGFFDDGTC PSGGVNAT-N
HENALKHPYA HIKM----=- —-------—-— =s=w=n-————- ~VSVEGVLKS RVVCS-=-=~ PLKLLECCPR SDGAAAVIFA SEDVARKI-- AWVVAETDSY YLGDRPSFAE WDSLATAGRR LFKAAGIEP- EIDVAELYSP FTIQEILELE ALGFAKKGEN PSGGVLCT-N
HKYGSMNPKA HFQ-----== mmmmmmm—em —em K PVTVEEVLKS RVISW--~--~ PIKLLDSCPT SDGSATAVFA SEEKVKELK- VWITGIGDYA YVARRGEWVG FKATQLAARQ AYEMAKVTP- DIEVATVHDA FTIAEIMGYE DLGFTEKGKN I FGGLKAKGH
HRNAARNPEA HFQ--=---= —--scurm—m= ——————ea= K EIAVEDVLNS RYITY----- PLKLYDCSPI SDGSAAATLA SEEKIRELG- VWIDSVGDTS NMINRESFVG LKATVLAREM AYRKAGIEEP QLDFATVHDC FTIAEIMAYE DLGFCRKGEN TFGGLKAKGH
HYYGAKNPYA QFQ-=m=m—— ——--—o-seo— ———————— K EITHMEEYLKS KPVAY----- PLKLLDSSPI TDGAAAIVLA SEEVAKKI=- VWIVSOGGTA NLSRRTDFTH IEAAHIAAQQ AYKRARIEFD NFDVADVHDC FTIAEIMAYE DLGFAKRGEN VDGGLXAXGH
HYYGAKNPYA QFQ----=--- ---——-+—=s ==wr—————= R EIDVETVMKS PYVAW-===-- PFKLFDCSPI TDGSACIILA SEEEVRKELG- IWILGQGGTA NLSRREEFSS LASATYAAEQ AYEMAGIDID YLDGANVHDC FTAPEIIAYE DLRFCKRGEN VDGGLKAXGH
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VWIDAIGGTA NLSKRODFVH IEAAREAAAK AYRMARKIDAA YLDGADVHDC PSIMEVLAYE DLGFAERGKN VDGGLISKGH

T AKQY - -

Vo, HHYAHFNPHA QFT----—-— -=euommmm o mmcemem N DISVEDVMSS RYIAS----- PLELYDSSPI TDGAAAVVLA SEDVAKQY-- VWIDAIGGTS NLSKAPDFTG IEAAREAARK AYKVAGIDSE FIDGADVHDC FSIAFLMAYE DLGFAGKGEN VDGOGLISKGH
AE_Afu? GEYASANPYA QFQees--om —cmeecooe cmmcmeeoo K KISKEDVLNS RMVAP-—--- PLELLDCSGI TDGAAALLIT TEEKARKF-- VWILGGIMAN STNEMGEMSD WLSLRYLAKD VYDLFNITE- DIDVAEVHDC PTISEIMEYE ELGFCKKGEN PSGGLLANGH
AE_sSgod HYNGSLNPPA HIQ------- ———vo—wmmn ommmmeee E VVSLEEVLNS PIIAD----- PLTLYEFTP1 SDGASAIVMY RDEDAYSF-- VPIKGMGDTS YLSEREDILT MNAVRIAGLT ARKMAK--VD -VDFAELHDM ATVLEIVEAE ELGLLKEGEN TSOGLNSKGH
AE_Hal] HRNGLDNPHRA QFR-—--=v= —acccccme eomeoas K EVDLETVLDS PMVAD-==-- PLRLYDFCPI TDGSAALVLC PESVAAEY-- VWISGVADTH VVHERDDPTT MRGVVESAEQ AYEMAGRGPD -IDVAELHDM FPILEFLOSE DLGFFEKGAN TSCGLKSKGH
AE_Tac2 HANASMNPDA Q¥R--=--—- —cmeem oo mmmeee N KITVEQVINS DPVAE--—-- PLNVFDCSPI SDGASATILA SDEYRKKNK- IRIVSSADYL ALHSRKSIYT LESARIASKQ ALERAGIKKM -ISFLELNDS YSIYGLLELE DLGFAEKGEN PSGGLKAKGH
AE_Tvol HANASLNPDA QYR-~=-=-=- —mmue—oooe commcaaeo ¥ KITVDQVLNS DEVAE---—-- PLNVFDCSPI TDGASAIILA SEGFVKKNR- VRILSSADYL ALMSRKSLYT LESTKIATEE ALKKAGIKRE -VSFLELNDS YSIYGLLELE DMGFAEKGKN PSCGLKAKGN
AE_Mth HENASNNDRA QFP---—-—= —s-meacon mmemeeo M KVTVEQVMNS TMVAD----» PLRLLDCSPI SDGAAAVILC PADMAREYT- VYVKASAGTI ALNDRRDITR IDATVNAARN AFKMAKLTPG - IDLVEVHDC FSINGILAVE DLGEVEKGEM PSGGLKARGH
AE_Mja HENASKNRYA QFP--——w=- —oommmeeme o ¥ KVTLEQVLNS SPVAE=---- PLRLLHCSPV SDGAAALIVC EAEKAKEFVN 1YIKASVDTI ALHSRESITS LKAAKVASEX AYKMAMIEPK -VDVAEVHDC PAINGLILME ELGFCKKGEN PSGGLKAAGH
AE_Afud HANGAKNPKA QFR=----== —cc---cae oomoocmee K EIRVEDVLNS PYVAE----- PLRLLOCASY SDGAMAVILA SEDVAREIT- VFIEACTDYL ALOSRKDILS MRAVVKASRD AYELAGVGPK - TOVAEVHDS FTIAEILAYE DLGFAEKGKN PSGGLEKACGH
AE_Pab HANGAKNPYA MFE----=== —-cccccmee eomommcan R PITVETVMES PYIAD=--=-= PLKLFDASEYV CDGAARVIIT 1PEKAKELGI VEIAGMGDTY NLANREDLLT LKAAKIAAEK AYKMAKVEPK - IDPFEVHDA PTVMAALSLE ALGVAEKGEQ TMGGLKARGH
AY_Pho HANGAKNPYA MFK--=---- —~cemecooe ammmacoco E PITVETVMKS PYIAD----- PLKLFDASPY CDGAAAVIIT TPEKAKELGV VEVAGMGDTI NLANREDLLT LKAAKIAAEE AYKMAMVEPK -IDFFEVHOA FTIMAALSLE ALGVAEKGKQ TMGGLKARGH
AE_Afulo HRYGAINPKA QFYG-~-==c ——-cmucooe —meeeaoo LG DLXVEDVLNS RMISS----=- PLTLLDCCPM TDGGSAAITA AADLAEEL-- VYVRGTGAGG LFRQKEDITR AlPRRKASEM AFKEANMTPK -IDFVEVHDC FTTAEITALE AMGFPEYGQN ‘PDGGLICKGH
AE_Hal2 HANAVDNDRA Q¥Q---=+ve= -me-eeucoe —cwacwoo- Q AITVADALES PPVAE-—--- PLHLYDACPV TDGASALVLV SESYADTHD- VAVTGTGDKM ALQDRQNMAT SPAATDAATE AYADAGVSAD -VDVAEVHDC FTIAEVMATE SLGFFDPGAN LSGGLKAKGH
AE_Mlo4 HKNGVDNPYA QMRK----=- ~com——moae oo GY DFCRQESEKN PFVAG--—--- PLERTDCSLY SDGARALIEA DTATALKMR- AVAFRANQDF LPMSKRDILA FEGCEQAWTR ALKNAGVTLD -LSFVETHDC FTIAELIEYE AWGLARPGEN PSGGLKAKGH
AY_Mmu HEHSVNNTYS QFQ--——-—- =coommeee e D EYSLEEVMKS KPVFD=-v- FLTILQCCPT SDGACRAILS SEEFVQOYG- VAQEMMTSTF EEKSIIRWWG YDMSKEAARR CYEKSGLTPN -VDVIELHDC FSVNELITYE ALGLCPECON PSGGLISKGH
AE_Dmel HKHSVNNPYS QFR---=-o ——mmceme e D EYTLEQIMKS PQVVEG---- VLTKLOCCPT SDGSGAAILA SEAFVRRHG- VGMEMASSTF ADKSLMKIAG TOMTRLATOR LEFAKSGYXPQ -VQVVELHDC FSANELITYE ALGLCGEGNN PSGCGLISKGH
AE_Celt HLHSVHNPKS QPT-c--—co ———mrmm o oo K EFSLDQVINA RKIYD----- FMGLLECSPT SDCAAARVLV SEKFLEKNPR VGLELGTSVF AENSNIKMIG FDMIQKLAKQ LWAETKLTPN -VQVIELEDC FAPNELITYE AIGLCPYGON PSGCLISKGH
PDB_1EBL DVLARTCDPT DRG-—---=n ————emmeme mmmma TIIIFGDGAG AAVLAASE-- EPGIISTHLH ADGSYGELLT LPN-----= A ---VNPEHLT XAGNEVFKVA VTELAHIVDE TLAAN--—-~- QLDWLVPHQA NLRIISATAK KLr-=---- S XDNVVVTLDR
0Ss_EcoT) DVLARTCDPT DRG==---—- ——————mwmm o TIIIFGDGAG AAVLAMASE-- EPGITSTHLH ADGSYGELLT LPN-w--—- A ---VNPEHLT MAGNEVFKVA VTELAMIVDE TLAAN--——- QLDWLVPHOA MLRITSATAK KL--=vw-- S MDNVVVTLDR
0S_vchTi DALSKTCDPT DRS-~=-=—-- =eoommmeme oo TIILFGDGAG AVVVGASN-- EPGILSTHIH ADGEFGDLLS LEV----~- P =--GG-DWLH MAGNEVFKVA VTQLSKLVVD TLKAN-«-—— ELDWLVPHQA NYRIISATAK KL--=-——- S LDQVVITLDR
OS_PmuT3 DLFSRALNPE DRG-mem--- =oe-oomccn aaooooeoon TIILFGDGAG AVILEASE~- QAGIISTHLH ATGESAEVLT LAN~=-«c-- ¢ -~-GIESYLE MOGNATFKIA VRELANVVEE TLEAN----- DIDWL,VPHQA NLRIISATAK KL------- D MSQVVVTLDR
05_HinTl DLNSRKLDET DRS--———-- ———--mse oo TVVLFGDGAG AVILEASE-- QEGIISTHLH ASADKNNALYV LAQ-—---= P ---GIEKYIE MOGNETFKLA VRELSNVVEE TLLAN-=--~«- DLDWLVPHQA NLRIITATAK KL---=-=-- D MSQVVVTLDK
0S_XfaTil DTLTRIZDWS DRT-----+=» sco-mcmemee cccmmem——e TCVLFGDGAG AVVLKADE-- DTGILSTHLH ADGSKKELLW DPVGVS---V —--GEGKALL MKGNEVFKYA VKALDRVVDE TLEAN----- ELDWLIPHQA NLRIIEATAR RL-----=- § MDQVVVTVDR
OS_NmeT3 ETFSRIVIMN DRT=«——--- comommmmee oo TCVLFGDGAG AVVLSASD-- TPGIIHSKLK ADGNYLKLLN VPG--Q---1 ---GKVSYIS MDGPGVEKFA VKMLSKIADD VIEEA----- QIDWIVPHOA NRRIIESTAK HL------- § MDKVVLTVQD
0S_MloTil ETFSRILDWN DRS------- —-——mm o TCVLFGDGAG ALILEAGEGA DRGVLAASLR SDGVHKDKLF VDG--~-=so- ——a STTGHLR MEGREVFKHA VGMITDVIEA TFSAA----- DLDWFVEHQA NKRIIDASAK Kh=wam-=- A EQRVVVTVDL
05_CerTll EAMTRLMDWS DRG+--—-=~ =-—c-roace —cccocacon TCVLFGDGAG AIVLEPGEGE DRGMLGFALR ADGTXQDLLY VDG---=~-e --= STTGKLR MLGNQVFRHA VVNISEAIHA AAGKA-~-=- DVDWPIPHQA NQRILOGVAH RC--w----- D EERVISTVAI
05_Rpr EKMTSLLDWN DRS-~---=» w-—comecee commcvanoo TCVLFGDGAG SVILQRSN-- DSGLIDSNIF SSCTDYEILY TSG-----+s --n SMNGKIV MOGQKLFRHA IEXMLQSIED LLYAN----- DIDYPIPHQA NIRIINKLAE LL=vw=-=x E EHKVVKTVEK
05_CjeTii EKTSSIMDYN DRS—--=rmes —mcmemmmom e ICILFGDGAG AGVVSLDN-- ENHILDVHTA SNGNYGDLLM TQRSQK-«-- ~=- LCQT-MQ MKGNEVFKIA VNTLSHDVVE ILAKN~=--- EIDLFIPHQA NLRIIKAVQE Ki------- S DEKCVITVQK
OS_HpyT3 EKTSSVLDFE DRG-—----- ———vaaneo —mmeeoo TCILFGDGAG ACVIGRTKR~ KESVLDVQIS ANGNFSNYLY TPRTLKPTPF ---KEEAFLR MKGNEVFKLA VKTLLKDVET ILEKN-=~- DVRLFIPHQA NPRIIQAVRE HEL-----—- K DEQVVLTVHK
0S_BsuT1 EKLSSITIWE DRN-=----= oo e TAVLFGDGAG AAVVGPVS-- DRGILSFELG ADGTGGQHLY Le=-----we ——oo- NEHTI MNGREVFKFA VROQMGESCWN VIBKA-——-- DVDFLIPHQA NIRIMEAARE RL-r-~=v=v P VEKMSKTVHK
0S_phal EKLSEITDMT DRN-=----- —o-om—mme TAVLFGDGAG AAVMGAVS-— DRGILAYELG ADGEGAMHIN Q---—--o-c ——-n- KGYIQ MNGREVFKFA VROMGESALS VLERKA----= DVDFLEIPHQA NIRIMEASRE RL-~==-=- P VEKMSTTVEK
0S5_sSaul DELSKITDLT DRE-===-=r at-mccmmee commaweo TAVLFGDGAG AVIIGEVS-- GRGIISYEMG SDGTGGEHLY Le-———--ce ——oo- DERLK MNGREVFKFA VRIMGDASTR VVEKA----- DIDLFIPHQA NIRIMESARE RL--==--- 5 KDKMSVSVNK
0s_cacT31 EVLSKILDWQ DRG-==-v—-- -c-eommmre muommmooo TCVLFGDGAG AVIIRGGD-- N-GIIKACLG SDGTGKDFLH CPATNVINPF ---ERGLKIS MNGREVFKFA VKVMYSSVKE VIEDS---—- DIDYIVPHQA NIRIIEFAAK KL------- S MDEFFINLON
0S_VchT2 ERLSFYLIWT KRD-==--—- =rwm—oomee eoommmman TAVLFGDGAG AVVLSKTE-- KVGLQDAQIC CDAQGRDILA VPKEG-TAMD -~-DADNAFD FVGKETFKRA VRGMGAAAQQ VLARG----- EIDVVIPHQA NIRIIQTLCD LA-----== A QDKAFVHIHR
OS_BsuT21 ETLSKVTDYT DRT-==-t==- -cwe—-oooe cmuooooooo TCVLFGDAAG ALLVERDE-- TPGFLASVOG TSGNGGDILY RAG--LRNEL ---VQLVKMYV QNGREVYKWA ARTVPGEFER LLHKA----- DLDWFVPHSA NLRMIESICE KT-----—= P IEXTLTSVEH
05_8ha2 ETISKVTDYT DRTP------= «o--—memme —ommceee o TCILFGDGAG AVLVEYDE-- EPSFVSFNLG SEGERANKLY CPG--LAEQM —--EELVNLV QSGREVYKWA VNTVOAGMKA VLEKA--- -~ EIDWFVPHSA NLRMIESICD KS---=v—m P LEQTLYSLVQ
05_L1a EVFSKVIDWS DRS--—---= -tccccccoe cccmmaaoo TAVLFGDGAA GVLIEAGA-- QPLIIAEKMQ TDGSRGNSLL SSYADIQTEF ----VSYNLS MEGRAIFDFA VRDVPKNIQA TLEKA-—--- EVDYYLLHQA NSRILDEMAK KL--~=-—- T RQKFLONMQE
0S_SpyT3 ETLSKLVNWQ DRA---——-= —--crmmmm —omeee TAVLFGDGAG GVLLEASK-- K-HVLAETLH TDGARCQSLI SGETSLSSPY ----GKXTIQ MDGRAIFDFA IRDVSKSILT LMAQS----- DIDYCLLHQA NRRILDKIAR Kl-=-=v-- P REKFLENMMR
OS_Pfa DALSNFVDWR DRN--=—=-== =;ctcecooe e eecnua TCVLFGDAAG AVVLORTEE- ENKIFNYYLO SDSELNDLLT INFDHDRYNL ---PNVNKLY MNGKEVFKYT ISNIPKILKK ATQHS----- DINYFIFHQA NIRITETVAX NL-—-~--- P MSKVLVNLDE
OS_Atht3 DSLSRFVDWT DRGr----—= =mce——mcme mem oo TCILFGDAAG AVVVQACD-- DDGLFSFDVH SDGDGRARHLN ASVKESQNDG DFPPKOSCIQ MNGKEVFRFA VKCVPQSIES ALOKA----- AIDWLLLHQA NQRIIDSVAT RL---=s-- P PERVISNLAN
05_Pael DTFSHTLDPA DRS---~=-- —--mmascac —ccmeoooo TRALFGDGAG AVVLRAGDAE EGALLAFDLG SDGHQFDLLM TPAVSR---A ---SSGQYFR MDGKAVFGQA VTQMSDSVRR VLDRV--~-- DLHHLYPHQA NTRILAAVAD QL------- P VERVVSNIAE
0S_PaeT3 EVLSKRMDCS DRGR-===vs ———mmeem e mmmme o LSILLGDGAG AVVVSAGES~ EDGLLDLRLG ADGNYFDLLM TAAPGSASPT ---VLREEFL MRGRPMFEHA SQTLVRIAGE MLAAH--«-- DIDHVICHQP NLRILDAVQE QL------= P QHKFAVTVDR
0S_Mlo NILSRRINPA BRA~===--—oc —oomemmm oo mva SAVLFADAAG ALVIGPCED- ERGILGASVD SDGSRYGLIQ IPAGGSNTPF --DLOLAMTI TDGREVFSKA VEMMTACSOD ALAAA--=-— DIDRFVPHQA NSRIFDAVGR SL------- A DOATIVKTIAN
0S_Cecrri2 EICSGHLNFQ DRD--=~=-— ——-me—aeoe e SHFIFGDVAT AVIIEDADQA GWEIVGTRLK TQFSNNIRNN FGFLNRAAPE ----VGALFV QEGRKVFREV VPMVSEMIVE HAKDL----~ GLKRLWLHQA NINMNEMIGR KVLGR----A PGENVIILDE
03_Pael EICTGHLNPR DRD--=-v~= ——-masameo cmeemommen SHFIFGDACT AVIVERADLA QFDIVSTRLL TQFSNNIRNN PGFLNRADES ----TGKLFV QEGREKVFXDV CPHVAELIGE HLAAN--=-— EVKRFWLHQA NLNMNLLITR KLLGR----E AHEAPVILDS
0S_MloT3i2 EIITGHLNFR DRQ~r=+ e ——cmccemen ccmmacoooo THPIFGDASY SMVVEGLAQG RFEVLDTRLW TQMSKNIRTN LGYHTRTAQD ---MINLLIK QVGNEVFKEV TVAGQKFIVE PLAEH<—--- AIRRFWLHQA NARMNAMILK LSFGH----D HDRAPMVLER
Pfam_01154  VAGDIAVYAK GN-—--——--~ ——mmmmmmee oo ARPTGGAGAV AMLVGPN--- APIVFESGLR ASHMQHAYDF YKPD--——--- - LTSEYDGK L5-LTCYLKA LDSCYKHYCN KIEKK---EG DFDYIVFHSP YCKLVOKSYA RLLYNDFLRK VKPSLLVPTN
RS_Ath ICTDSAVYAE GP-—--=-rt —cmmmcee —occcmaaas ARPTGGARAL AMLIGPD--- APIVFESKLR ASHMAHVYDF YKPN--—--- -= LASEYDGK LS-QTCYLMA LDSCYKHLCN KFEKI---BG DADYIVFHSP YNKLVOKSFA RLLYNDFLRK VQPTTLIPKE
HS_Sce VOGDIATYDX GR-————--- oo mmmmme o ARPTGGAGTV AMWIGPD~-- APIVPDS-VR ASYMEHAYDF YKPD--—--- -—- FTSEYDGH F5-LTCYVKA LDOVYKSYSK KAISKGLVSD YFDYNVFHVP TCKLVTKSYG RLLYNDFRAR VAQSLIVPTH
HSs_HsaM VOGDIAVYPS GN--vo-—o- —mmeoe e ARPTGGAGAV AMLIGPK=~= APLALERGLR GTHMENVYDF YKPN------ -= LASEYDGK L5-IQCYLRA LORCYTSYRX KIONQWKQAG DLQYMIFHTP FCKMVQKSLA RLMFNDFLSK TRASLYLSTH
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LLGAAGAVES IYSILALR-Y TLCNSFGFGG TNGSLIFKKI
LLGAAGAVES IYSILALR-Y TLCNSFGFGG TNGSLIFKKT
HLLGAAGSVE AIITVMSLVE YAMCNSFGFG GTN-SLIFKR
LLGAMGAVEAR TFSVLALR-Y ALSNSFGPGG TNCTLVFPRRP
LLGAAGGVEA IFSVMALHM-V VVSNCGFGFGG THGTLVFKRI
LLGAAGGVEA VYSILAIH-V AISNSFGFGG TNGTLVFKRF
LLGAAGAAEA EPSILAIR-V ALSNSPCPCG THASLVFQRY
LLGAAGATEA AFSILAIR-V AVSHNSFGFGG THASVVFEKV
LLGAAGSVEF IFSVLTIR-Y VLSNSFGFGG TNASLVIKKI
CLGAAGATRA VVSVMVLR-V VMSNSPGFGG TNGCVVFKXY
CLGAAGALEA VISIMAMN-A VMSNSFGPGG THNGVVIFKRA
LLGSSGNLEA LFVVLACA-V ALKNSFGFGG TNASLCIASY
LLGAAGAVEA AFTTLACY-I GLTNSPGFGU TNATLCIAGL
LLGAAGAVEA IFSILAIN-T AMSNSFGFGG TNASLLFASI
LLGAAGGIEA IPTVLALR-H ALSNGFGFGG VNASLLFRRW
LLGAAGGLGA IFSILAIR-Y AISNGFGFGG VNASALFRRW
LLGAAGGIEA IFSILAIK-Y VLSNSLGFGG HNATLIPKKY
LLGAAGAVEA IPSVKAIE-A VLSNSLGFGG HNATLVFKKY
LLGATOGIEA IFSALSIR-Y AMSNSLGFGG HNAVLVFKRP
LLGAGGAVEA IICAKAIE-Y VLSNSLGFGG HNATLLFKKY
ALGATGAIEA VATVQALL-L ALSQDFGFGS HNAVLAFKKW
LLGAAGAIEA IATIEAMR-Y AISNTFGFGC HMNAVLAFKCW
CLGARGGLEA IATVHKAIN-V AISNSFGFOG HNSVVAFSAF
LLGAAGSVEA IATTFAMM-I SICNSFGFGA THASLILKQP
LLGARGAVES IFTICSLK-Y ALCNSFGFGG VNTSLLFKRW
SLGAAGVQEA TYSLLMLE-T VMSNSFGFGG TNATLVMRKL
SLGAAGVQEA IYSLLMLE-T VMSNSFGFGG TNATLVMRKL
SLGAAGRHEA IYTLLMLD-T VMSNSFGFGO TNAALIFEKY
SLGAAGAMEA IYTLLMLD-T VMSNSFGFGG TNATLIFRRY
SLGAAGVHEA IYCLLMME-T VMSNSFGFGG TNATLVLKRW
SLGAAGVQES TYSILMMQ-T VLSNSFGFGG TNATLVFQRY
SLGAAGAQEA 1YSILMLN-T VMSHSFGFGG TNGTLIFSRY
GLGASGVHEM IYTLLMLK-T AMSNSFGFGG TNVSLIVKKY
TLGAADAIEA AFAWGIADRI TASSSFAFGG SNCVLIIG--
TLGAMAGATEA AFAWGIADRI AASSSFAPGG SNCVLLIG--
TLGACGALEA WMSLOMMR-F LQSNNPAFGG INTSIIIXRW
CLGASGGLEM IACVMAIR-V AISNGFAFGG THAVLAFKAIL
CLGAASALEM IASVMAIQ-V ALSNAFAMGG MNAVLAFRQV
TLSAAGAVEA AFSLMTMR-5 VLSNSFGPOG QNTCLVMARE
TIAASGVIEG TITVMSIC-I ALSNSFGFGG HNATVVYRRY
LEGAAGAAGL IKTLLALR-R ALVNSFGFGG TMAHVVLEEA
TLGTAGITEA AISMLILQRV ILSNSFAFGG NNWASEILLGRV
TLGASGIVES TIALLALRG- -MNNSFGPGG NNCALLPKRA
PLGASGARIL ATLLHELRKY GLAALCIGGG QGVAMIVEA-
PIGCTGARIT TTLIYEMERY GLASLCIGGG QGMAMVVERV
PIGASGARVL VTLLHQUN-T GLTSLCIGGG QAIAAVVSKY
PIGASGARIL WTLLHAMQAL GLATLCIGGG QGIAMVIERL
PIGASGARIL VTLLHNLIEL GLATLCIGGG QGISMIVERL
PIGASGTRIF VTLLHELLRY GLATLCIGGG QGVATIIERA
PIGASGARIL VTLVHAMOKK GLATLCIGGS QGTAILLEKC
PIGASGARIL VTLLAEMAKH GLATLCIGGG QGQSIIVTR-
PIGASGARIL VTLIHEMKKR GLATLCIGGG QGTAVIVKHM
PIGASGCRIL VSLVHEMVKK GLATLCIGGG QGVALTIERD
PIGASGCRVL VTLLHEMIRK GLATLCIGGG QGVALTLARD
PLGASGARIL NTLLFEMKRK GLATLCIGGG MGVAMCIESL
PIGASGARVF NTLVYEMRRK GLATLCIGGG MGVAMCVEAL
PIGASGARIL TTLVHEMKRK GLATLCVGGS MOVAMCVEAY
PLGASGCRIL VTLLHTLERR GVAALCIGGG MGIAMCVQRE
PIGASGARVL VTLLYALERK GIASLCIGGG MGIALAVERL
PIGASGGRLL ITLIHNLRRK GLVTLCIGGG IGISMCVEAYV
PLGASGNRIL VTLLHELQRY GVASLCVGGG MGTAIVIKTV
PIGASGARIL VTLLHEMKRV GCASLCVGGG QGLSVVVEQK
PIGASGARIV VILLNALQOR GVAAVCIGGG EATAIAVERL
PVGSTGSRII LTLINALRQR GVASLCIGGG EATAVALELL
PIGASGARIL CTLINALQSK GLASLCIGGG EATAMAIELV
PLGCSGARIL ITLLGILKKY GVGGVCNGGG GASALVLELL
PLGCSGARIL VTLLGVLRAY GVASICNGGG GASALVLEFM
PLOCSGARVY VTLLSILOCI GVAAICNGGG GASSIVIEKI
PIGMSGARIV GHLTHALKQY GLASICNGGG GASAMLIQKL
PIGMSGARIV GHLTHALKQY GLASICNGGG GASAMLIQKL
PIGMSGARLV AHLSHSLKKL GCASICNGGG GASSILIEKL
PIGMSGARLI THLVHTLKST GVAAICNGGG GSSGMVIQKL
PIGMSGASLI THLVHTLESI GVAALCDGDG GSSGMVIQKL
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PLGMSGLRIV NSLAYSLAPL GVAAICNGGG EATAVLIKKL
PIGASGARII VILLNVLSKR GIASICHGIG GSTAIAIELL
PLGSTGARLI LOQLVYTLEER GVASICHGLG GAAAVAIERV
PIGNSGARII VTLMNALKHT GLATLCHGGG GAHTLTLEMV
PIGNSGSRII VTLINALKET GLATLCHGGG GAHTLTLELV
PIGASGARIL MTLVYELKRL GVAAICSGAA QGDAVLVOVH
PIGASGARIT LTLAYELRRL GIAAICSGGG QGDAVLIRVP
AIGSS5GSKIL TTLSYALKRY GIASLCIGGG LGLAVLLKNP
PLGCSGSRIT AHLVHELRRY AVGSACIGGG QGIAVIIQST
PLGASGSRIT GHLVHELORY GIGSACIGGG QGIALLLEAV
PLAASGARIS THIVHELHRY GIGSACIGGG QGIAILFEKI
PLGASGARIT LSLIYELARY GVSAVCIGGG OGIAAIWERL
PLGMSGARLY LTALHQLERKR GLATMCVGVG QGLALAIERYV
PLGASGARLV LTALRQULEAR GLATLCIGVG QGAALAFERV
PLGMSGARIS GTAALELREY ALATMCIGVG QGIAIALERA
PLGMSGARLA LAASHELHRY ALCTMCIGVG QGIAMILERV
PLGASGARLY LTAARGLORY AVVSLCVGLG QGVAMVIERC
PLGASGARIL TTLLYEMRRK GLATMCIGVG QGISVAVERI
PLGCTGARQV ATILRELKKI GVVSMCIGTG MGAAAIFIKE
PLGCTGARQV ATILRELKKI GVVSMCIGTG MGAAAIFIKE
PLGATGARCVY ATLLHEMKRF GVVSHMCIGTG MGAAAVFERG
PLGATGARCY ATLLHEMEKRF GVVSMCIGSG MGAAAVFERG
PLGATGARCY ATLLHEMKRF GVISMCIGTG MGAAAVFERG
PLGCTGARQV ITLLNELKRY GVVSHMCIGTG MGAAAVFEYP
PLGCTGARQY ITLLNELKRY GVVSMCIGTG MGAAAVFEYP
PFGMTGSRQV GHLVRELHRY GVVTMCVGGG MGASGLFEAV
PFGMTGARCA GHLLLEGKRL GVVTMCIGGG MGAAGLFELF
PLGCTGTKLT LSLIHEMKRF GVVTMCIGGG MGAAGVFELC
PLGCTGTKLT LSLIHEMRRF GVVTMCIGGG MGAAGVFELI
PLGATGAMLT ARLLNEMGRY GMVTMCIGVG MGAAAIFEYV
PLGATGARIT GKAAALLRRY AIATQCIAGG QGVATLLEAV
PLGASGARLP VTLIHEMNEK ALATLCVGFG QGAAISFER-
PLGATGAMIL GTVLDELERT ALITLCVGAG MGTATVIERV
PLGATGAMIF GTVLDELERT ALVTLCIGAG MGTATIIERV
PLGATGCTIIL GTLLDELERY GLATLCVGGG MGIATIIERV
PIGATGSILI GTILDELERR GLVTMCAAGC MAPALIXERI
PLGGSGAKLM TTLVHALKDY CLQTMCEGGG LANVTIVERL
PLGCSGARIS TTLLNLMERF GLATMCIGLG QGIATVFERY
PLGCSGTRIS TTLINLMEAY GLATMCIGLG QGIATIFERP
PFGCSGARIS GTLLNVMKQL GVSTMCVGLG QGITTVFERIL
PLGATGARLA GTLARIMNEY GVATLCVGGG QGYSVVFERY
PLGATGARIA GTLSRILNEY GVATLCVGGG QGYSVIFERY
PLAASGARLI GTLARILOEY GVATACVGGG QGAARVVIERV
PLGASGGRVL GTLARILLVY GCATLCGAGG QGGATIIENP
PLGATGARLYV GTLARQLILY GVATLCVGGG QGGAIVLERV
PYGASGAALV TRLFYEAKRY AVAAIGSGGG IGLALLFEVL
PYGASGAQLV TRLFYMFDE- MIASMGIGGG LGMNAALFTRF
PFAATGARMI TQTLHELRRF GLVTACAAGG LGAAMVLEAE
PFAATGARMI TQTLRELKRL ALNTACAAGG LGAAMILEVE
PFAATGGRIV ANLAKLLSLR CLISICAAGG QGVTAIIER-
PFGATGCRLV MAAANRLRKY GLVAACAAGG QGHAMIVEAY
PFAATGVRLC MHTANRLVRL GVVAACAAGG QGVAMLIERY
PFGATGVRLA THSAHRLKEY AVIAACAAGG HGVEPMTSKCF
PYGASAAIT]I LHLMRAL-EY GIAAIAAAGG QGFAVLLKYH
PYGATGGILI SRLLHRLNQOL GIATLCVAGG MGISVLIGNQ
PIGASGLRML YEMYLOQLQGP VFGMTHNLGG APASNVCSVA
PIAASGVRMV AELTKQVLGA EAGFAHNLGG P--YSVATVA
AIGSSGMORV VEAALQIMGD VRNAVAHAWG G-QVOFNTVM
PIGATGLVRF GEAALOVMNE V--ALAHAWG G-TLOFHTLA
PLGATGLSMI YEITKQLRDK YIGLVHNVGG TGHFAYVMIL
PLAATGVAMY YEIVKQLRGN NRALLHNVGG TGHFAFVMIF
PIGATGVSMA VSITROLLYN GMGITHNVGG TGHYAYVTIY
PIGATGVSQA VEAYKQLLOK GRWLAHNVGG TGHYSYVTIY
PIGATGVSMA VEHVRQLOGR GRSLAHNVGG TGHYAFVTVY
PIGATGVAMA VEASKOLLRN GKFLTHHNVGG TGHYAYVTIY
PIGATGVAMA VEATKQLLRK GRFLTHNVGG TGHYAFVTVY
PLGATGVRGA WEMVMOFRGA ELGLAHNLSG MAQFHHIMLY
PIGASGIAQA VEAFLQIRNA RVGLSLSMAG FGMSATVIIY
PLGASGVAQA YELYQQLLGA EVGLACNVGG FGNCVTTTIL
PLGATGVSQF YEAYLQLKGA RYGMLHNMAG TGATSVVHIV
PLGATGVSQF FEAYLQLKGA RYALLHNMAG TGATSVVHVY
PLGATGIAQA AEVVWQLRGA EIGMTHNIGG TGGTAAVHIF
ALGATGIRQV GEIYWOLKQN GYGITVNVGG TGGTVCIHIL
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AVGATGVRQL VELTLOLRG- ETGLALNIGG TGATAVVSIL
PVGATGVYQT VESVLQIRGA EIGLTQNIGG TGSNITVTIL
PYGATGVYQA VEATLOLRGA EVGLTQNIGG TGSNITVTIF
PVGATGVSQV YSVVKQLRGA ETGMTDTLGG DFG-TLVNII
PVCATGTSOV AELTRLLRGA QTAVAHNAGG TVASAVVHVL
PIGATGVSMH VLTAMOLVGA KLGGIFNMGG AAVANYVSIL
PLGATGLAQC AELCWQLRGA KVALQHNLGL GGAVVVWILYR
PLGATGLAQC AELCWOLRGA QLALQHNLGL GGAVVVALYR
PIGATGVAQA VELSNQLRGC KVAMQHNIGI GGAGVVGLYR
HGNTSAASYP CALDEAVRDQ LVLLEAFGGG FTWGSALVRF
HGNT5AASVP CALDEAVRDQ LVLLEAFGGG FTWGSALVRF
HGNTSAATVP TALDEAVRDG MLLLEAFGGG FTWGSALVKF
HGNTSAGSIP SALDEAVRDG LLLLEAFGGG LTWGSALVRP
YANNSAATVP VALDEAIRDQ LLLLEAFGGG WIWGSALVRF
HGHTSTASVE LALDEAIRSC LLLLEAFGGG FTWGSALLRY
HGHTSAASIP LALDTGIRSQ NLLLEGIGGG FAWGAVLLQY
HGNTSAASVR LALSVAVADD LVLLEAMGGG FTWGAVLVEW
HANTSAASIP LAPAHGIKDD LLLLEAMOGG LIWGACVVRL
HANCSAASIP LALSALKESD ILLFSAIGAG LTWGGALIRW
YGNTSAASIP MAMNDAYEENW LILLDAFGGG FIWGSALLKF
YGNTSAASIP MAMCEAYEED LMLLDAFGGG LTWGSALVYF
YGNTSAASIP ISLVEELEAD YVVMVGFGGG LTWGAIAIRW
YGNTS5ASIP MAMVDELEDD LLVLVGFGAG LVWGSLALRW
YGNTSAASIP LSIDQELKND TIVLVGFGGG LTWGAMTIKW
YGNTSGATIP LAIDEMNKKA KIVVVGFGGG LTWGSMVLEW
YGNTSAATVP IALCEALEQD DLLVAAFGAG LTWGAGHIRW
YGNTSSVSIV LALDLAVKAQ IVLLFGFGGG LTYTGLLIKW
YGNTSSATIP LALDIGVRED NVLLYGFGGG LAHAGLILRW
YGNTSAASIP TLLSESVIQIT KVVLTGFGGG LTWGTAIINL
YGNTSAASIP ILLSEAVOKQ KILLSGFGGG LTWGSLIVRI
YANTSAASIP LCFSENIKND IICMCGFGAG MSYGCVILKY
YGNTSAASIP LALDEAVRSH TIATSGFGAG LTWGSAIMRW
VGNTVAASTP LALAHGLROG NMVLTGFGAG LTWGSVALRW
LGNMASASTP VTLAMFWPDQ RVLVLTYGSG ATWGAALYRK
YGNSEAATIP LSLSLANQTE KILLARAGAS LSGGALVVGI
YANTSSAGSI TAFHSANDDE TGLICSFGAG YSAGTVFVRK
YANTSSAGSV TALHKHQDDA IGVLSSFGAG YSIGSVILRK
LGNTAGAGAI VALSENHADD FGLICAFGAG YSIGGALIRM
VGNMYTASLY AALASLLHNK RVGLFSYGSS LAASMFSLRV
VGNMYTASLY AAPASLIHKK RVVMFSYGSG STATMFSLRL
TGNMYTASVY AAFASLLNYK RVGLFSYGSG LAASLYSCKI
NGNMYTSSLY GCLASLLSHS RIGAFSYGSG LAASPPSFRV
NGNMYTSSLY GCLASLLSHS RIGAFSYGSG LAASFFSFRV
NGNMYTSSVY GSLASVLAQK RIGVFSYGSC LAATLYSLKV
VGNMYTPSVY SGLVSLLISK RIGLFSYGSG LAASMYSISV
IGNMYTPSLF AQLLAYLAAK SILFFAYGSG LASAIFPGRV
VGNIYTGSLY LSLIS-LLEE TIGLFSYGSG SVGEFYSATL
VGNLYTGSLY LSLIS-LLEQ RIGLFSYGSG TVAEFFSGEL
IGNI¥TGSLY LGLLS-LLED KIGFFSYGSG AVSEFYSGOL
IGNTYSGATP VGLAATLDVA RILAVSYGSG AGSDAFIIEV
IGNTYSGAVP LGLSNVLDNE RILAVSYGSG AGSDAFDITV
IGNTYSGSMM TGLSSILDVD HILAVSPGSG AGSDAFDITV
IGNTYSGSMM TGLSSILDVD HILAVSPGSG AGSDAFDITV
IGNTYSGSSEL LGLAATLDVE RILLVSS--- —--a AQELEV
IGNTYSGATM VGISAVLDID RILWVSFGSG AUGSDAFSIVV
IGNTYSGATM VGISAVLDID RILWVSFGSG AGSDAFSIVV
IGNTYNASAL LGLVKVLDVD RILVAPPGSG AGSDAYSLIV
IGNPYNASAL LGLAKVLDIE RILVAPFGSG AGSDAFSILY
TEAVAASTID EQIEQRYDIP DAEFVFDGWG PMNERKYTYV
YANLSACSLP TLLCELDTPF KASLSAFGAG LSWSAVLNFE
GLSAAGIVEL ISVLLOMKKN ALSLSMGFGG MNTAVCIQNI
NIGPASVPIV LSKLKELGRD RIALLGIGSG LNCSMAEVVW
KYGYTGTTSP LLAFAKTIEK GDYVIFWTVG AGSECILYRY
PLEASGFSLL LDATEYIKQG ERAVVASWRG IPTSVVWVEK
TGVMISVSIP YTLMTGLREP GDRIVMAGAA TGWAAQVWOL
VGSASIWVML EAFLRSDRLQ TVLCVVPESG RSMFMLLEAV
ALPYLOLKRL NGILXPNDKA IESSKWMKTG ITLGEALDGT
KIGYAGPPAA IISLDRLLKN DLIFSFVLEV SKFGFTIQYI
AALAVORKAA YPVFDAAAEI PASVLATAIG YHQMALVKST
VGNMYTASLY AALASLLHNK RVGLFSYGSG LAASHFSLRY

T16



	Portada
	Resumen
	Introducción
	Hipótesis Inicial
	Resultados
	Discusión
	Conclusiones
	Anexos

