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RESUMEN

En el anabolismo de aminodcidos la lisina presenta una naturaleza exclusiva ya que es
el Unico que se sintetiza a partir de dos rutas completamente diferentes. Cada una de estas
rutas recibe el nombre del intermediario principal, asi, una de ellas es llamada ruta del 4cido
diaminopimélico (DAP) y la otra del 4cido a-aminoadipico (AAA). El hecho de que existan dos
rutas anabdlicas para la lisina nos ofrece un buen modelo para establecer cual de los modelos
propuestos para explicar la evolucién del metabolismo fue el que operd en el desarrollo de
estas. En este trabajo se reportan los resultades del analisis detallado de las secuencias de
cada una de las enzimas que participan en ambas rutas, sin encontrarse ninguna relacion
evolutiva entre ellas. Los resultados sugieren que la ruta DAP estd relacionada con el
-metabolisme de la arginina, ya que los productos de los genes fysC, asd, dapE y lysA
pertenecientes a la biosintesis via DAP estan relacionados con los de los genes argB, argC,
argke'y speA, cuyos productos catalizan diferentes etapas en la biosintesis de arginina. Por otro
lado, los genes lys20, lys4y lys12 que pertenecen a la ruta del AAA presentan relacién con los
genes feuA, leuCD y leuB, respectivamente los cuales estan involucrados en la biosintesis de
leucing, al igual que con una serie de genes que pertenecen al ciclo del acido citrico y a la
sintesis de antibidticos. En base al andlisis y comparacion de los genes involucrados en DAP y
AAA, asi como la relacion que se encontrd entre estas rutas y las de arginina y leucina se
concluye que el modelo que operd para ensamblar ambas rutas es el de “patchwork” propuesto
por Jensen (1976).



INTRODUCCION

lLa aparicion de las rutas metabdlicas biosintéticas basicas fue uno de los eventos
principales durante la evolucion temprana de la vida en el Arqueano, ya gue su aparicién llevd a
los organismos primitivos a disminuir su dependencia de fuentes exdgenas de aminoacidos,
purinas y otros compuestos que se acumularon en el madio primitivo como resultado de la
sintesis prebidtica de compuestos organicos (Fani ef al.,, 1995). Se han propuesto varias teorias
para tratar de explicar el origen de las rutas metabéiicas y a continuacién se analizaran cuatro

de éstas teorfas.

Teoria sobre el origen y evolucion del metabolismo

Horowitz {1945) sugirié que los primeros organismos eran heterétrofos que utilizaban los
compuestos quimicos sintetizados prebidticamente, y que las enzimas biosintéticas de éstos
organismos se originaron por procesos de duplicacion genética, pero en un orden inverso al
encontrado en las rutas metabdlicas actuales. Por ello, ésta explicacién se conoce como teoria
retrograda. Asi, el Ultimo paso en una ruta biosintética fue el primero en ser adquiride en &l
proceso evolutivo, mientras que el penlitimo fue el segundo, y asi sucesivamente hasta
completar una ruta metabdlica (Figura 1a). Otro supuesto necesario para esta hipétesis es que
todos los intermediarios bioquimicos y los productos finales de las rutas biosintéticas basicas
estuvieran disponibles en la sopa primitiva. De tal forma que si las primeras células eran
heterétrofas para el compuesto A, éstas lo tomaba del medic y como resultado de la actividad
biolégica primordial, éste compuesto empezéba a escasear, a tal punto que limitaba el
crecimiento de los organismos, algunos de los cuales posefan una enzima a capaz de
reaccionar con un compuesto B quimicamente relacionado y transformarlo en A, lo cual daria
origen a una ruta de un solo paso. Subsecusntemente el compuesto B también se agotaria en el
medio y aquellos organismos con una enzima mutante b producto de un evento de duplicacién
de a y capaz de mediar la transformacion del cdmpuesto C en B, llevd a los organismos a un
incremento en la complejidad de la ruta y continué de ésta manera hasta que se estableciera
una ruta completa. De acuerdo a lo anterior, las enzimas de una ruta metabdlica se originaron
por una serie de eventos de duplicacion genética, por lo que comparten caracteristicas
estructurales y se ordenaron en forma sucesiva uno después de ofro semejando el modelo del
operdn (Horowitz, 1965). En las rutas metabdlicas actuales se han encontrado pocos ¢asos en
donde enzimas que realizan reacciones consecutivas estan codificadas por genes ubicados
contiguamente en el genoma Yy que sean resultado de eventos de duplicacién genética. Estos



ejemplos incluyen (a) la B-cistationasa y fa cistation B-sintasa involucradas en la biosintesis de
leucina; (b) la protoclorofila reductasa vy la clorin reductasa, que intervienen en la biosintesis de
bacterioclorofila; y finalmente (c) los productos de hisA y hisF que participan en la sintesis de
histidina {Peretd et al., 1997).

No obstante los ejemplos anteriores, son varios los puntos débiles de esta teoria
(Lazcano et al., 1995). Ello incluye el que la mayoria de los intermediarios son guimicamente
inestables, por lo que su sintesis y acumulacion en el medio primitivo seria poco probabie;
ademds dichos intermediarios son compuestos anidnicos, fosforilados que no podian pasar por
las membranas primitivas debido a la carencia en esas membranas de sistemas de transporte
especializado,  La teoria retrograda plantea que pasos sucesivos en las rutas metabolicas
involucran reacciones quimicas similares, lo cual no es frecuente. Por dltimo, como ya se
mencioné anteriormente son pocos los ejemplos de genes que codifican enzimas de rutas
metabdlicas que catalizan reacciones consecutivas que se originaron por eventos de duplicacion
genética y ubicados de manera contigua en el genoma. Hasta el momento no se ha encontrado
ningun caso en el cual las enzimas participantes de una ruta metabdlica sean todas producto de
eventos de duplicacion de un gen ancestral comuin a todas ellas, y por otro lado la idea de que
por ser productos de duplicacion los genes de una ruta dada deberian estar ordenado en la
forma de un operdn tampoco es una hipétesis que encuentre apoyo en lo que se sabe hasta el
momento, ya que no se han encontrade ejemplos de enzimas homdlogas de una ruta ni
dispersos ni formando un operdn. Debido a que son solo algunos pares de enzimas que
catalizan pasos consecutivos ademas de estar ubicadas de forma contigua en el genoma, es
posible que por lo menos algunas enzimas se originaran de esta forma, mientras que las demas
enzimas surgieron por procesos diferentes al propuesto por esta teoria.

Una propuesta posterior a la de Horowitz fue hecha por Granick (1957, 1965), quien
planted que la estructura de una ruta determinada refleja su historia, basado en la idea de
Haeckel de que la ontogenia recapitula la filogenia. Esta hipotesis asume que los compuestos
bioguimicos mas sencillos son mas antiguos que los mas complejos, de tal forma que las rutas
metabdlicas se ensamblaron hacia adelante (Figura 1b) por eventos sucesivos de duplicacion y
mutacion del Gltimo gen de la cadena, por lo que las primeras enzimas de una ruta metabdlica
son mas antiguas que las Ultimas ademas de que cada nueva etapa que se adquirié fue
seleccionada ya que su producto presentaba una funcién mas Util que su precursor. Asi, la
estructura de varias rutas biosintéticas sugiere que su desarrollo en rutas cada vez mas largas
involucra el reclutamiento progresivo de etapas enzimaticas, tal es el caso de la biosintesis de
algunos componentes de membrana (Peretd ef al, 1997). Uno de ellos cotresponde a la
presencia del lipido con éter insaturado 2,3-di-O-geranylgeranyl-sn-glycerol, que es el mayor



componente de la membrana de la arquea hipertermdfila Methanopyrus kandleri, asi como uno
de los intermediarios en la biosintesis del 2,3-di- O-fintanil-sn-glicerol, ef cual es coman en otras
membranas de arqueas. Esta secuencia de reacciones puede ser interpretada como una ruta
progresivamente mas compleja, pues se puede suponer que evoluciond por la adicién de pasos
enzimaticos a una ruta ya existente cuyo producto final es el lipido con éter insaturado. En las
filogenias basadas en 16S rRNA, M. kandleri se ubica en una de las ramas mas antiguas de
arqueas por lo que se puede suponer que la estructura de la ruta refieja la filogenia del grupo, de
tal forma que los organismos que evolucionaron mas recientemente presentan una ruta
biosintética de lipidos mas compleja (Peretd et al, 1997). Sin embargo, no todas ias rutas
metabdlicas parecen ajustarse a este modelo. Al igual que el modelo anterior, el hecho de que
los procesos metabélicos se ensamblaran por el mecanismo hacia adelante implicaria que todas
las enzimas de una ruta fueran homodlogas; sin embargo, en esta caso no se plantea la
necesidad de que los genes de dicha ruta permanezcan de manera contigua como en un
operon.

i} Retrograda ii} Granick
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Figura 1. Representacién esquemdtica de ias cuatro teorias propuestas para explicar @l origen y evolucién de las rutas
metabélicas. i) Teoria retrégrada, en donde la enzima mds antigua de una ruta metabdlica es la dltima, mientras que las
primera es la mids reciente; ii} teoria de Granick, la enzima mas reciente es [a Gitima en la ruta, mientras que la mis
antigua es la primera; iii) teorfa de patchwork, en donde las enzimas son producto de eventos de duplicacién genética
(mareadas con una franja gris) y por lo tanto comparten un origen comiin, pero intervienen en rutas metabdlicas
diferentes, levando a cabe reacciones enzimaticas diferentes; iv) tearfa semi-enzimdtica, las enzimas de origan comun
estin marcadas nuevamente en gris, en tanto que aqueias reacciones que sa llevan de manera espontinea no requieren
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En las teorias anteriores, la duplicaciéon genética juega un papel relevante en el origen y
evolucién de las rutas metabdlicas bdsicas, sin embargo una interpretacion altemativa de éste
proceso es desarrollada en la Teeria de Patchwork {(Waley, 1969; Ycas, 1974; Jensen 1976) en
la que se propone que las enzimas especificas presentes en las rutas biosintéticas actuales
evolucionaron por un proceso de duplidacic’m y reclutamiento de un pequefio conjunto de
enzimas ancestrales con baja especificidad que podia reaccionar con un amplio rango de
sustratos relacionados quimicamente (Figura 1¢). La baja especificidad de las primeras enzimas
puede representar el mecanismo por medio del cual las células primitivas, que debieron
presentar un nimero pequefio de genes, resolvieron sus limitadas habilidades codificantes. De
acuerdo a ésta hipdtesis, las enzimas nuevas fueron el resultado de eventos de amplificacion
seguidos por la divergencia de los genes duplicados, lo cual llevé a limitar y modificar la
especificidad de las enzimas ya que las copias de los genes presentaban una serie de
mutaciones que ocasionharon cambios conformacionales que podian originar una nueva enzima
gue llevara acabo una nueva reaccién pero de tipo similar al que le dio origen. Asi, Ia
duplicacion de genes presentaba la oportunidad de incrementar el tamafio del genoma, asi
como la especializacidn de las enzimas divergentes, la especializacion en €l reconocimiento dei
sustrato ademés fue reforzado por el desarrollo de mecanismos de regulacion. El modelo de
patchwork también supone que las enzimas que catalizan reacciones bioquimicas similares en
rutas metabolicas diferentes deben ser homologas. la existencia de enzimas homélogas que
participan en diferentes rutas metabdlicas proveen evidencia que apoya esta teoria. Este es el
caso de la ancestrfa comin de la piruvato oxidasa y la acetohidroxiacido sintasa, la primera
involucrada en la descarboxilacién de piruvato a acetato y la segunda en la biosintesis de
aminoécidos ramificados. Otra evidencia que apoya esta teorla es el hecho de que en
experimentos de sustitucion sitio-especificos de aminoacidos se logré cambiar la actividad de la
lactato deshidrogenasa NAD dependiente, por la de malato deshidrogenasa con el cambio de un
solo aminodcido. Sin embargo, también existen ejemplos que contradicen esta teoria por la
redundancia bioquimica de cardcter homologo y a la falta de homologia (Pereto ef al., 1997)
entre (a) la triptofanasa y la subunidad $ de la triptofano sintasa, ambas enzimas piridoxal 5'-
dependientes que catalizan reacciones de f-eliminacién y (b) las glutamino amido trasferasas
tipo F y G, las cuales no muestran un origen com(n. Sin embargo, el mecanismo de patchwork
s6lo pudo haber operado después de la aparicion de la sintesis de proteinas y del desarrollo de
enzimas, asi como después de la aparicion del mundo basado en DNA y proteinas, ya que muy
pocas estaban disponibles antes de estos eventos (Lazcano y Miller, 1999). Actualmente se
sabe que existen pasos en algunas rutas metabdlicas en los que no se requiere la accidon de
enzimas, llevandose de manera espontanea tales reacciones. Estos casos no son explicados
por ninguna de las teorias mencionadas anteriormentwe ya que estos modelos no contemplaba
el hecho de que al menos en algunas rutas hay reacciones que se llevan a cabo de manera
espontdnea sin |a necesidad de una enzima, por o que Lazcano y Miller (1999), proponen un



modelo- mas detallado en el que las primeras rutas biosintéticas fueron parcial o totaimente no-
enzimaticas (Figura 1d), y que se desarrollaron por la utilizacion de compuestos prebidticos
disponibles en el medio, asi como por el uso de compueétos producto de enzimas poco
especificas resultado de eventos de duplicacion genética que posteriormente se especializaron y
fueron usadas en rutas metabdlicas diferentes, a esta explicacion le dieron el nombre de teoria
semi-enzimatica.

La mayoria de los pasos en las rutas biosintéticas son mediados por enzimas, mientras
que en algunos casos las reacciones son llevadas a cabo de manera espontanea. En ofros
casos, el paso quimico correspondiente a una ruta metabdlica puede llevarse a cabo en
ausencia de enzimas cambiando los reactivos y las condiciones de la reaccion. Un ejemplo de
esto es el producto del gen hisH que codifica para la glutamino amidotransferasa, que toma
parte en la biosintesis de histidina. En un medio con una elevada concentracién de amonia la
reaceién de adicion de NH; puede realizarse en ausencia de la enzima codificada por hisH. Se
propone que esia reaccién se lievaba a cabo de manera espontanea en la tierra primitiva
utilizando el NH; disponible, después se dio el desarrollc de la enzima codificada por el gen
hisH, seguida por la utilizacién de glutamina en fugar de NH; cuando este compuesto
desaparecio de la tierra primitiva (Lazcano y Miller, 1899).

Rutas anabdlicas de 1a lisina

Del conjunto de rutas biosintéticas, la lisina representa un caso peculiar, ya que se
conocen dos rutas anabdlicas de este aminoacido sin ninguna relacién entre si, io cual es un
caso tnico entre las rutas metabdlicas de sintesis de aminoécidos (Vogel, 1965). Una es la
llamada ruta del acido diaminopimélico, mientras que la otra es la ruta del Acido a-amino
adipico, o DAP y AAA respectivamente, por sus siglas en inglés (Figura 2). La primera pertenece
a la familia del aspartato junto con las rutas anabdlicas de |a metionina (Met), la treonina (Thr) y
la isoleucina (lle) (Umbarger, 1978; Scapin y Blanchard, 1996). La ruta AAA es parte de la
familia del giutamato, que incluye a la de la glutamina (Gin), la prolina (Pro) y la arginina (Arg)
(Umbarger, 1978).
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Figura 2 Representacion esquematica de las dos nutas biosintéticas de lisina, sus
intermediarios, y fas enzimas involucradas en cada una de ellas.



Una caracteristica importante de la ruta del DAP es la existencia de tres variantes para
esta ruta que incluyen: a) una en la cual los intermediarios son succinilados para evitar la
formacion de una estructura ciclica (Figura 3a) (Kindler y Gilvarg, 1960); b) la segunda consta
del mismo nimero de pasos enzimaticos que la primera, pero en lugar de succinato se utiiiza un
grupo acetil (Figura 3b) (Sundharadas y Gilvarg, 1967), mientras que ¢) la Gltima es la variante
mas corta, ya que en esta ruta se pasa del cuarto intermediario (tetrahidrodipicolinato) hasta et
altimo, que es el meso-diaminopimelato por la accién de la enzima diaminopimelato
deshidrogenasa (ddh) (Figura 3c) (Misono et al.,, 1979).
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acetato, ¢) variarite deshidrogenasa.

Como se puede apreciar en la Figura 3a y 3b, es interesante hacet notar que las
variantes del succinato y del acetato llevan a cabo las mismas reacciones y lo Unico que las
diferencia son los grupos que se utilizan como blogueadores. La variante mas frecuente entre
los tres grandes grupos biologicos es la del succinato. Sin embargo, se utifizéd como ruta modelo
la presentada por Escherichia coli (Patte, 1996). Asi, a lo largo de este frabajo cuando se haga
mencién a la ruta DAP, nos estaremos refiriendo la variante del succinato, ya qué hasta el
momento no se han reportado las secuencias de los genes que intervienen en la variante det
acetato, mientras que la variante de la deshidrogenasa se ha localizado en pocos organismos,
Corynebacterium glutamicum y en algunas especies del género Bagillus (Schrumpf et al., 19991;
Wehrmann et af, 1998). La disponibilidad actual de genomas completamente secuenciados
permite observar que lo que se pensaba era una ruta establecida para todos los organismos que
la presentan esta muy lejos de ser asi. Tal es el caso de la ruta que nos ocupa, ya que mientras
en E. coli existen hasta tres genes que sintetizan la aspartokinasa (thrA, metl y lysC), la mayoria
de los organismos con genoma secuenciado completamente solo presentan un gen para esta
enzima, como ocurre en Rickettsia prowasekii (Andersson ef al., 1998) y Campylobacter jejuni
(Parkhill et al., 2000), por mencionar solo algunos ejemplos. Por ofra parte, el caso contrario o
representan organismos con la ruta det DAP incompleta, como seria el caso de la las bacterias
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Chiamydia trachomatis (Stephens et al., 1998)y Aquifex aeficus (Deckert ef al. 1998), asi como
algunas arqueas como Aeropyrum pernix (Kawarabayasi ef al, 1999}, y Methanobacterium
thermoautotrophicum {(Smith ef al. 1987).
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En lo que se refiere a la ruta AAA, ésta consta de siete pasos enzimaticos (Figura 2) y
da inicio con la condensacion de o-ketoglutarato y la acetyl-Co, para sintetizar al principal
intermediario, que es el acido o-aminoadipico (Bhattacarjee, 1992). Hasta hace poco se creia
que esta ruta era exclusiva de hongos superiores, pero recientemente se descubrio que la
bacteria hiperterméfila Thermus thermophilus sintetiza lisina via AAA (Kosuge y Hoshino, 1998),
por medio de una variante (Figura 4) en la cual al parécer intervienen genes de las rulas
biosintéticas de la arginina y de la leucina (Nishida et al., 1999).

En lo que se refiere a la distribucion de estas dos rutas entre los organismos de los
diferentes grupos biologicos, se sabe, gracias a trabajos hechos por Vogel (1965), que la ruta
del DAP es utilizada por eucariontes como hipochitriales, saprolegniales, leptomitales y plantas,
eubacterias Gram-positivas y Gram-negativas (Ragan,1989), y recientemente, se localizé
también en metandgenas (Bakhict et al., 1984). En cambio, desde que se descubri la ruta del
AAA se consideré como un caracter diagnostico de hongos, ya que sclo se habia encontrado en
chitridiales, zigomicetos, heterobasidiomiceios, euascomicetos, blastocladiales y mucorales.
Ademas de estar presente en hongos, también se ha visto que los euglenoides utilizan 1a ruta
del AAA para sintetizar lisina. La ruta del AAA es tan caracteristica de los hongos, que se
considera un rasgo diagndstico de este grupo. Su presencia en critidios y blastocladiales es
congruente con las filogenias basadas en las secuencias de los 185 rRNAs de esios
organismos, que demuestran su afinidad con los hongos (Sogin, 1994). Sin embargo, también
se ha encontrado en arqueobacterias como Suffolobus y Thermoproteus (Ragan,1989).

El descubrimiento reciente de una via alternativa para la ruta AAA en T. thermophilus,
asi como la relacidn que guarda ésta con otra rutas anabdlicas nos lleva a preguntamos si existe
alguna relacién entre la ruta de Thermus y la ruta del DAP. Por otro lado, la existencia de dos
rutas metabdlicas para la biosintesis de lisina ofrece un buen modelo para establecer cual de las
teorias propuestas para evolucién metabdlica se dio en estas. Debido a que los organismos que
sintetizan la lisina siguiendo la ruta del AAA son claramente posteriores a los procariontes, se
dispone de un modelo que en principio permitird explicar el surgimiento de una ruta alterna de
biosintesis de la lisina mediante la hipdtesis de Waley-Ycas-Jensen. Con el proposito de analizar
estas hipdtesis se llevd a cabo el andlisis de las secuencias que participan en ambas rutas
disponibles en los bancos de datos, cuyos resultados se presenta aqui.
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ABSTRACT

Among the different  biosynthetic pathways found in extant organisms, lysine
biosynthesis is peculiar because it has two different anabolic routes. One is the diaminopimelic
acid pathway (DAP), and the other the a-aminoadipic acid pathway (AAA). A new variant of the
AAA route which includes some enzymes involved in arginine and leucine biosyntheses, has
been recently reported in Thermus thermophilus (Nishida et al, 1999). Here we describe the
resuits of a detailed genomic analysis of each of the sequences involved in the two lysine
anabolic routes, as well as of genes from other routes related to them. No apparent evolutionary
relationship between the DAP and AAA enzymes was found. Our results suggest that the DAP
pathway is related to arginine metabolism, since the lysC, asd, dapC, dapE and lysA genes from
lysine biosynthesis are related to the argB, argC, argD, argE and speAC genes, respectively,
whose products catalyze different steps in arginine metabolism. This work supports previous
reports on the relationship between AAA gene products and some enzymes involved in leucine
biosynthesis and the tricarboxylic acid cycle (Irvin and Bhattacharjee, 1998; Miyazaki et al,
2001). Here we discuss the significance of the recent finding that several genes involved in the
arginine {Arg) and leucine {Leu) biosynthesis participate in a new altemative route of the AAA
pathway (Miyazaki et al.,, 2001). Our results demostrate a clear relationship between the DAP
and Arg routes and between the AAA and Leu pathways.

Keywords: lysine biosynthesis, diaminopimelic acid, ¢-aminoadipic acid, evolution of metabolic
pathways, arginine biosynthesis
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INTRODUCTION

Two completely different pathways have evolved sepafately for lysine (Lys) biosynthesis.
One is the so-called diaminopimelic acid route {DAP), and the other the o-aminoadipic acid
pathway (AAA) (Vogel, 1965). The first route belongs to the aspartate family, and consists of nine
enzymatic steps that lead from L-aspartate to Lys (Figure 1). The first two steps catalyze the
syntheses of intermediates common to Lys, threonine and meticnine, and the next seven ones
lead to Lys from the condensation of aspartate semialdehyde with pyruvate io form
diaminopimelic acid as the key intermediate (Umbarget, 1978; Pavelka and Jacobs, 1996;
Scapin and Blanchard, 1998; Patte, 1996). The DAP pathway also plays a central role in
eubacterial cell wall biosynthesis, since meso-diaminopimelate is the immediate precursor for the
biosynthesis of peptidoglycan, the main component of the eubacterial cell wall (Cirilio et al., 1994;
Wehrmann et al., 1998). Another feature of this pathway is that three different ways to synthesize
meso-diaminopimelate and Lys have been described (Figure 1), (a) one in which the
intermediates are succinylated to avoid ring formation (Kindler and Gilvarg, 1960; Weinberger
and Gilvarg, 1970); (b) a second variant where an acetyl residue is used as a blocking group
instead of the succinyl one (Sundharadas and Gilvarg, 1967), and (c) the dehydrogenase
pathway, in which tetrahydrodipicolinate is converted to meso-diaminopimelate in a single
reaction catalyzed by diaminopimelate dehydrogenase (EC 1.4.1.16) (Misono et al,, 1979; White,
1983). Although most bacteria utilize only one of the three variants, experimental evidence has
shown that the Gram positive Corynebacterium glutamicum, Bacillus brevis, B. cereus, and B.
licheniformis can use both the succinyl and dehydrogenase routes (Schrumpf et al, 1991;
Wehrmann et af., 1998).

On the other hand, the AAA pathway is part of the glutamate biosynthetic family
{Umbarger, 1978). This route involves eight steps for Lys biosynthesis (Figure 1), and requires
the condensation of u-ketoglutarate and acetyl-CoA for the synthesis of o-aminoadipate and
saccharopine as intermediates (Vogel, 1965; Rowley and Tucci, 1970; Bhattacharjee, 1985,
1992). In contrast with the DAP route, it was generally assumed that the AAA route had no
variants. However, modified version of this pathway has been recently reported, which involves,
in addition to the genes from the AAA pathway sequences from arginine anabolism (Arg), and
leucine {Leu) biosynthesis (Nishida et al.,, 1989).

Of the three known DAP variants, the succinyl-dependent pathway is the most widely
distributed (T able 1). it is known to be present in (eu)bacteria {Vogel, 1965; Scapin and
Blanchard, 1998; Scapin et al., 1998), the so called lower fungi (LéJohn, 1971, 1974; Ragan and
Chapman, 1978, Ragan, 1989}, and plants (Vogel, 1965; Bryan, 1980), as well as in Archaea
(Bakhiet et al, 1984; Smith ef al, 1997; Bult ef al., 1996; Klenk et af, 1997). The acetyl-
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dependent DAP route has been identified in certain Baciflus species (Weinberger and Gilvarg,
1970), although the corresponding genes have not been characterized physically (Liu and Shaw,
1'997). Diamincpimelate dehydrogenase activity has been detected only in a small group of
bacteria, which inciude the Gram positive bacteria C. giutamicum, Bacillus spp., and
Brevibacterium species (Misono et al., 1986a, 1986b), as well as in some plants such as
soybean, maize, and wheat (Wenko et al., 1985).

Until a few vears ago it was believed that the AAA route was present only in higher fungi
{Matsuda and Ogur, 1969; Rowley and Tucci, 1970; Bhattacharjee, 1992; Weidner et al., 1997)
and in eugtenocids, where biochemical activity associated with this pathway had been detected
{(Vogel, 1965; LéJohn, 1871). However, it is now know fo be also present in the archaea
Thermoproteus (Schéfer et al., 1989) and Sulfolubus (Ragan, 1989; Schafer et al, 1989). More
recently; an alternate variant of the AAA route was found in the bacteria T. thermophifus, which
opens the posibility that it may have a wider distribution among prokaryotes (Nishida and
Nishiyama, 2000; Nishida, 2001) .

The finding of a AAA route variant which involves enzymes from at least three different
pathways (AAA, Arg, Leu) raises several questions about its relationship to the other Lys
anabolic route. The availability of completely sequenced cellular genomes from the major three
biological domains (Bacteria, Archaea and Eukarya) offers the possibility of approaching this
issue from a genomic perspective. Here we report the results of a detailed analysis of each of the
genes involved in the two Lys anabolic pathways, and show that the DAP genes are related to
some genes involved in Arg biosynthesis. Finally, we discuss our results in relationship with the
T. thermophilus AAA pathway variant.
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MATERIAL AND METHODS

The genes involved in the DAP and AAA pathways and their homologs were identified in
different public databases (http://www.ncbintm.nih.gov; hitp:/www tigr.org/tdb/mdb/mdb.html;
hitp://genome-www.stanford.edu/Saccharomyces; http://www.genome.ad.jp/keqakeqa?. htmi;)
through their BLAST submissions using current default settings. The minimum score considered
in a match between two sequences was 100. Amino acids sequences were aligned using the
defauit set for multiple alignments from CLUSTALW 1.74 (Thompson et al.,1994), and blocks
were detected with MACAW 2.0.5 Win 32i, using the Segment Pair Overlap as search method.
Secondary structure analysis was performed using the PREDATOR program (http:/www.embl-
heidelberg.defcgi/predator_serv.pl).
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RESULTS

Exhaustive comparisons of the amino acid sequences of the enzymes catalyzing the
differents steps in all the known variants of the DAP and AAA routes has confirmed previous
contentions of the unrelatedness of the two pathways. The 35 genomes analized here include 32
prokaryotic (Bacteria and Archaea) and 3 eucaryal completely sequenced genomes avaiiable in
the public databases. The genes involved in the DAP pathway in 27 completely sequenced
prokaryotic genomes are listed in Table 2. In most organisms the DAP route appears to be
incomplete, and in other species it is altogether absent. The lack of Lys biosynthesis in the
eubacteria Borrelia burgdorferi, Mycoplasma genitalium, M. pneumoniae, Ureaplasma
urealitycum, and Treponema pallidum. is probably a derived character that can be easily
explained as a polyphyletic secondary loss that reflects their parasitic lifestyle. These parasitic
organisms probably use lysine provided by their host enviroment. However, as shown by
Haemophilus influenzae, and the Helicobacter pylori and Neisseria meningitidis strains, which
display all the genes involved in the DAP route, not all parasites have lost this route. On the other
hand, in the genomes of the archaea Pyrococcus horikoshii, Pyrococcus abyssi, and - Aeropyrum
pernix less than the half of the genes required for the DAP lysine biosynthesis have been
identified (Table 3).

As a result of the comparative analysis of the DAP and AAA genes in completely
sequenced cellular genomes, we report here that the products of the four genes involved in the
DAP pathway lysC, asd, dapE, and lysA, are related with arginine metabolic enzymes encoded
by argB, argC, argE, and speA, and speC, respectively (Figure 3). These results confirm and
extend previous reports of the evolutionary relationship between dapE and argE (Boyen et &/,
1892), and of fysA with the speA and speC pair (Martin ef al,, 1988; Sandmeier ef al.,, 1994). The
similarity values found between the lysC-argB and asd-argC genes pairs were below the
minimum score considered in this work. Thus, a secondary structure analysis was performed,
which led to the identification of several structural features common to these two sets of genes,
We have found that the products of the lysC-argB pair present a -o-B-a structure formed by 5,
18, 6, and 8 amino acids, respectively. This motif is followed by two regions that have a B-a-B
structure composed of 15, 5, and 15 amino acids in the first one, and 5, 10, and 5§ amino acids in
the second one. The B-a-B-a structure and the two B-a-f motifs are located at the NHz-end in
both lysC and argB (Figure 2). Secondary structure comparison of the asd-argC pair also led to
the identification of several structural features shared between them (Figure 3).

The similarity between the AAA sequences fys20, lys21, lys4 and lys12, and the feuA,
leuC, leuD and feuB genes respectively, from the leucine biosynthetic route is shown in Figure 5.
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Our results confirm and extend previous reports of the homology between fys4 and the leuC-
lfeuD pair (irvin and Bhatiacharjee, 1998), and of the relationship between lys20 and leuA
(Nishida et al., 1999). The availability of the Saccharomyces cerevisiae lys12 sequence has
allowed us to demonstrate its relatedness with the feuB sequence, which participates in leucine
biosynthesis, as well as with genes encodingenzymes that paricipate in carbohydrate
metabolism and the tricarboxylic acid cycle, such as isocitrate dehydrogenase (data not show).
The gene Iys2 exhibits a high similarity with a set of genes related with antibiotic biosyntheses,
as well as with genes that participate in lipid and fatty acid metabolism. All these enzymes share
several blocks with lys2 {data not show).

The Arg and Leu biosynthetic genes of the 35 completely sequenced genomes studied
here were analized to establish the relation between these two routes and the two Lys pathways.
As noted above, 27 prokaryotes in our sample present at least four DAP genes. The complete
set of genes of the AAA pathway was only found in the S. cerevisiae genome, while Deinococcus
radiodurans is the only prokaryote in our sample that has only one copy of the lys20 gene. The
Arg genes are present in 20 prokaryotic genomes, but they are absent in parasitic organisms
such as Rickeftsia prowasekii, Chlamydia trachomatis, M. genitalium, U. urealiticum, the two
strains of H. pylor, T. paffidum, and the three strains of Chlamydia pneumoniae. In M.
pneumoniae only the gene argl is present. As shown in Table 3, S. cerevisiae presents six Arg
genes, while only two of them (argE, argH) are present in Drosophila melanogaster.

At least one gene (ilvE) of the Leu anabolic pathway is present in 21 prokaryotic
organisms, and the full set of genes of this route is present in sixteen of them, with a distribution
that defies a simple explanation. In P. horikoshii and P. abyssi only the ilvE gene is absent. In
contrast, in the H. pylori strains studied here, the only Leu gene present is precisely /vE. An
interesting fact of Leu sequences is that some genes are duplicated or even triplicated, as in the
case of the three leuA copies found in the archaea M. jannaschii, M. thermoautatrophicum, and
P. abyssi, and the two copies of leuC and leuD genes present in D. radiodurans, T. maritima, M
jannaschii, M. thermoautotrophicum, A. fulgidus and P. abyssi. In the eukaryote S. cerevisiae all
the enzymes involved in the Leu biosynthesis have been identified, while in D. melanogaster only
the gene ilvE has been identified. None of the Leu genes have been identified in the C. efegans
genorme.

18



DISCUSSION AND CONCLUSIONS

An exhaustive genomic comparison has demonstrated that a significant number of the
DAP genes are related to Arg metabolic genes (Figure 4), as shown by the similarity levesl
between the gene pairs lysC-argB, asd-argC, dapE-argE, and lysA-speAC. This suggest that
both routes may have been originally catalyzed by a single set of less-specific enzymes. This
possibility is supported by several lines of evidence, including the recent demonstration that -
acetylornithine aminotransferase, an enzyme from Arg anabolism (argD), also participates in the
DAP pathway (Ledwidge and Blanchard,1999), and by biochemica! evidence showing that the
argB, argC, argD and argE gene products act in the second half of the AAA route recently
reported in T. thermophilus (Nishida et al, 1999; Miyazaki et af., 2001).

The AAA genes lys20, lys21, lys4 and lys12 are related with practically all the genes
from the leucine anabolism, with the sole exception of iviE (Figure 4) indicating the key role
played by this gene in the emergence of Leu biosynthesis. This results also suggest that the
AAA route was the cutcome of an assemblage process that was also produced by a patchwork-
like mechanism. These results are in agreement with. previous reports by Irvin and
Bhattacharjee, (1998) and Nishida et al. (1999) on the homology between the feuC-leuD pair with
lys4, and of lys20 with leuA (Nishida et af,, 1999; Myazaki et a/., 20001).

Based on the identification of the T. therrnophilus Lys pathway gene homologs, it has
been argued that the same route operates in P. horikoshii , P. abyssi (Nishida et al., 1899) and
D. radiodurans (Nishida, 2001). However, the presence of these genes does not necessarily
indicates by itself that these organisms use this Lys route variant, since genes related to the
DAP pathways are also found in these same genomes (Table 3). Furthermore, the presence of
the fysR gene in Thermus, which is involved in the control of the E. coli lysA gene (Kosuge and
Hoshino, 1997), suggest at least two alternative explanations: (a) it is possible that in the past
Thermus had the DAP route, and that its fysA gene is a relict of such state. On the other hand,
(b) if the Thermus pathway was the original Lys biosynthetic route (Miyazaki ef al, 2001), then
- the presence of fysR gene in the T. thermophilus genome could be the result of a horizontal
transfer event,

The fact that all the homologous genes in the DAP-Arg routes and in the AAA-Leu
pathways follow the same step order, strongly suggest that they are the outcome of a duplication
of an ancestral gene cluster, Although none of these genes are arranged in an operon fashion in
the sample studied here, the order in which they operate may resemble the order of genes in the
original cluster. This interpretation is equivalent'to the explanation advocated by Fani et al
(2000} to expiain the evolution of the operons nifDK and nifEN, which are involved in nitrogen
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fixation. As of today, however, it is not clear which is the origin of the isolated, non-homologous
enzymes, such as those encoded by dapB, dapD and dapF in the DAP route, and those that
belong to the AAA pathway (lys7, lys5, lysg, lyst and aro8).

The fact that several organisms lack complete seis of DAP genes raises the issue of
how can they synthesize obtain the final product with an “incomplete” pathway. There are
several possible answers to this question. First, it is possible that at the primary structure level
such genes have evolved beyond recognition, but may be delactable with conserved secondary
and tertiary structure features (Aurora and Rose, 1998). Second, it is also posible that a low
specificity enzyme catalizes similar reactions in different pathways. An excellent example of this
phenomenon is provided by the aminotransferases, as shown by several reports of the low
specificity these enzymes exhibit and their dual activity (Buchli et al, 1995; Jensen and Gu,
19986; Iraqui et al., 1998). This includes the E. coli acetylomithine aminotransferase (argD), an
enzyme which has shown recently reported to participate both in arginine biosynthesis (Figure 3)
and in the DAP transamination reaction (Ledwidge and Blanchard, 1998), which until recently
was believed to be catalized by the diaminopimelate aminotransferace encoded by the recently
detected dapC gene. Third, it is possible that some of these reactions for which no catalyst can
be detected are spontaneous and require no enzyme,

In summary, the assembly of both the DAP and AAA routes can be explained as
outcomes of a series of gene duptication events followed by their later specialization. This is not
discordant with the fact that some Arg genes (Figure 4) are involved in the Thermus Lys
biosynthesis via the AAA pathway. Since if the two routes for lysine biosynthesis were assembled
via the patchwork mechanism (Jensen,1876), the enzyme encoded by the argD gene, which
participates in the Arg, the DAP and the Thermus AAA pathway (Ledwidge and Blanchat, 1999;
Miyazaki et al., 2001) provides an example of how enzymes could have been shared in the past
among different routes. The multifunctional activity of this enzyme must be the result of the well-
know low aminotransferase specificity (Jensen and Gu, 1996).

Finally, the close evolutionary relationship between the DAP and Arg pathways not only
suggest that during early biclogical evolution Lys and Arg were used indiscriminately, but also
supports previous contentions of the older antiquity of the DAP route over the AAA biosynthesis.
It may also helps to understand at least in part the codon assigments for these two amino acids.
Lys and Arg are sterically-related amino acids that share (a) many physico-chemical properties;
{b) at least some similar codons {Table 3); and, as shown here, (¢) have homologous
biosynthetic enzymes that are the outcome of duplication events. It is thus possible that the
concerted evolution of an entire set of genes took place, eventually leading to a less-ambiguos
code. This interpretation is consistent with the coevolution theory of the genetic code suggested
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by Weng {(1975), who has argued that the current codon assignments reflect the sequence of
appearence of new amino acids within the earliest biochemical systems (Table 4). If this the
case, then one can especulate that the Lys codons (AAA and AAG) and two of the Arg codons
(AGA and AGG) evolved from a primitive, less-accurate code, and that the additiona!l Arg codons
CGuU, CGC, CGA, CGG were recruited during a later stage of evolution of the genetic code.
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FIGURE CAPTIONS

Figure 1.

Schematic representation of the two lysine biosynthetic pathways. a)Three DAP variants for the
synthesis of meso-diaminopimelate and lysine, and their relationship with other members of the
aspartic acid family biosynthetic routes for threonine, methionine and isoleucine. fhrA and metl
are aspariokinases involved in the biosynthetic pathways of threonine and methionine
respectively. b) The eight enzymatic steps of the AAA route.

Figure 2.
Schematic representation of secondary.structure consensus in alignments between several
sequences of a) aspartokinases, lysC; b) N-acetylglutamete kinase, argB and c¢) alignment

beteween lysC and argB. Ovals symbolize o-helix structure, and squares p-strands.

Figure 3.
Alignment and secondary structure of asd and argC genes. Red color indicate a-helix structure

and blue B-strands.

Figure 4.

Lysine biosynthetic genes and their evolutionary relationship to other sequences. Genes in boxes
located at the same level of the Leu, AAA variants, citric acid cycle, DAP and Arg metabolism are
homologs. argD and dapC are in dotted boxes since the argD product can carry out the function
of the dapC product but no similarity can be detected between their primary structures.
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Table 4. Lys and Arg codons

Lys Arg
codons codons
AAA AGA
AAG AGG
CGU
CGC
CGA

CGG



DISCUSION Y CONCLUSIONES

La comparacion entre enzimas de las rutas DAP y AAA demuestra que no existe
ninguna relacién entre ellas, es decir, que surgieron de manera independiente. La homologia
entre diferentes enzimas participantes en la ruta DAP y el metabolismo de arginina ya habian
sido reportadas (Martin et al., 1988; Boyen et al.,, 1992; Sandmeier et af., 1994), asi como entre
las ruta AAA y de biosintesis de Leu vy e ciclo de acido citrico (Irvin y Bhaftacharjee, 1998;
Miyazaki et al, 2001). Nosotros encontramos, ademas de los datos ya reportados, que los
genes argB vy lysC, aungue no presentan similitud a nivel de estructura primaria, si lo presentan
a nivel de estructura secundaria. Se detecté también la homologla entre argC vy asd, y entre
lys12y argB. Todo ello indica fuertemente que tanto la ruta DAP, como AAA se ensamblaron por
medio de un mecanismo de “patchwork™. Sin embargo es interesante hacer notar que en la ruta
catabolica de lisina via acido pipecodlico la reaccién que va de piperidin-6-carboxilato a
aminoadipato semialdehido parece ser una reaccion esponténea (http://www.expasy.ch/cgi-
bin/show_image?J3) , lo cual indicaria que ésta ruta catabdlica posiblemente se ensambid
mediante el mecanismo propuesto por ia teoria semi-enzimatica.

Recientemente se ha sugerido gue la ruta biosintética de lisina més antigua debe ser ia
nueva variante de la AAA descubierta en la bacteria T. thermophilus (Nishida ef al., 19998). La
mayoria de los genes de esta variante estan organizados en un cGmulo entre ios que se
encuentran las enzimas homocitrato sintasa (fys20) y la homoaconitato hidratasa (lys4 ) de ia
ruta det AAA caracteristica de hongos, asi como el gen argB y un homélogos de argC. También
interviene en la sintesis los productos de los genes argD y argF, los cuales no se localizan en el
cluster. La participacion de estos genes en la variante de AAA de T. thermophilus ha sido
demostrada experimentalmente (Nishida et al., 1999). Ademés de Thermus éste cimulo se ha
localizado mediante el andlisis de genomas en P. horikoshii (Nishida et af., 1999), P. abyssi
{Nishida y Nishiyama, 2000} y en D. radiodurans (Nishida , 2001). En el cluster de P. horikoshii
no estan presentes la homocitrato sintasa ni la homoaconitato hidratasa; sin embargo, se
localizan sus homdlogos feuA, feuC, leuD y ademas leuB. Como solo hay una copia de estos
genes en el genoma de P. horikoshii se piensa que podrian intervenir tanto en la sintesis de
leucina como en la de la variante de AAA (Nishida et al, 1999). Si esto se comprobara
experimentaimente se estria documentando un ejemplo claro de como evolucionan las rutas por
medio del mecanismo de paichwork.

Los organismos en los que se ha localizado el cluster de T. thermophilus se encuentran
en los arboles filogenéticos ubicado en ramas muy antiguas, cercanas a la divergencia entre los

tres grandes dominios Arquea, Bactetia y Eucaria, por lo que se plantea que debe ser la primera
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ruta que se ensamblé para la biosintesis de lisina (Nishida et al., 1999). Sin embargo, se debe
mencionar que en 7. thermophilus también se ha encontrado el gen {ysR, el cual esta
relacionado con la sintesis de lisina via DAP ya que es el gen regulador de lysA. También es
interesante el hecho de que P. horikoshii, P. abyssiy D. radiodurans presenten algunos genes
de la ruta del DAP como lysC, asd, dapA, dapC, dapE y lysA como se muestra en la Tabla 3 del
articulo, lo cual sugeriria que en estos organismos se cont6 en algin momento de su historia
evolutiva con la presencia de dos rutas sintéticas de la lisina, la ruta de Thermus y la del DAP.
Sin embargo, en los dos géneros de Pyrococcus y en D. radiodurans aun falta demostrar
experimentalmente por medio de cual ruta es sintetizada 12 lisina. La presencia de genes de la
ruta DAP en estos organismos nos lleva a preguntarnos si es realmente la variante de Thermus
la mas antigua o si es la mas reciente.

Los resultados presentados en este trabajo contrastan con los obtenidos por Nishida et
al. (1999}, ya que como resultado de la comparacion de las secuencias de aminoécidos de las
enzimas que interviene en la sintesis de lisina via DAP y AAA encontramos una relacion
evidente entre varios genes de la ruta DAP y Arg y entre los de AAA y Leu, pero no encontramos
relacion entre las rutas de DAP y Leu ni entre AAA yArg. Sin embargo a nivel funcional en el
trabajo de Nishida et al. (1999) se reporta que en la nueva variante de AAA presente en T.
thermophilus se ven involucrados genes tanto de la ruta de AAA como de Arg y de Leu, sin que
por el momento se haya detectado actividad alguna de los genes relacionados con la ruta DAP.

Por otro lado, la ruta del DAP y el metabolismo de la Arg presentan enzimas homologas
producto de eventos de duplicacion genética, las cuales en un principio probablemente eran
poco especificas, pero después de un tiempe presentaron una diferenciacién en su
especificidad, dando origen asi a las enzimas involucradas en ambas rutas. Debido que la Lys y
la Arg presentan propiedades fisicoquimicas muy parecidas, es posible que en un principio estos
dos aminoacidos se hayan utilizado de manera indistinta en organismos ancestrales. Lalysyla
Arg presentan un conjunto de codones similares (AAA, AAG para lisina y AGA, AGG para
arginina), lo cual es consistente con la teoria co-evolutiva del cédigo genético (Wong, 1975), ia
gue propone que fa estructura de los codones refleja las relaciones entre aminoacidos, de tal
forma gue cuando un aminoéacido es derivado de otro, la composicion de sus codones es muy
similar, variando unicamente en una sola base. Si esto es cierto, entonces, los otros cuatro
codones que codifican para Arg (CGU, CGC, CGA, CGQ), son el producto de un reclutamiento
en una etapa posterior en la evolucion del codigo genético. Por lo que se podria suponer en
base a estos argumentos que la ruta del DAP es la méas antigua.
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