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1. Resumen

El 5-fosforribosil, 1-pirofosfato (PRPP) es el precursor comun en la sintesis de
salvamento y de novo de nucleétidos; puede ser sintetizado a partir de la glucosa, via
Ruta de las Pentosas Fosfato, sintesis de novo o por medio de la reutilizacion de
nucleodsidos, sintesis de salvamento. La Ribosa-5-P (Rib-5P) es el precursor directo
del PRPP, y es sintetizada por la via oxidativa de las Pentosas Fosfato desde glucosa.
La comparacién estructural, realizado en este trabajo, de los dominios que presentan
las enzimas que participan en la sintesis de novo de PRPP permite sugerir la
existencia de homologia entre el dominio  NAD_binding2, de la enzima 6-
fosfogluconato deshidrogenasa, y el dominio G6PD_N, de la enzima Glucosa-6-
fosfato, 1--deshidrogenasa, debido a que pertenecen a la misma superfamilia, de
acuerdo a la clasificacion de SCOP; asi como el dominio Glucosamine_iso, de la
enzima 6-fosfogluconolactonasa, y el dominio Rib_5-P_isom_A, de la enzima Ribosa
5-fosfato isomerasa al pertenecer a la misma superfamilia también se sugiere que son
homoélogos; la mayoria de los dominios que presentan las enzimas pertenecen a
distintas superfamilias, en las cuales se incluyen un gran numero de enzimas que
participan en diversas rutas metabdlicas. Esta existencia de homdélogia de los dominios
de las enzimas que participan en la sintesis de novo de PRPP, con otras enzimas que
participan en diversas rutas metabdlicas parece indicar que el principal mecanismo de
evolucion que tomo parte en el ensamblaje de la ruta fue tipo “patchwork” (Jensen,
1976). Por otra parte los resultados obtenidos de la distribucién filogenética de las
enzimas a través de los tres Dominios no es universal debido a que en el Dominio
Archaea la mayoria de los organismos carecen parcial o totalmente de la via oxidativa
de la Ruta de las Pentosas Fosfato, por lo tanto no podemos establecer que esta ruta
ya se encontraba en el ultimo ancestro comdn. Al elaborar arboles filogenéticos
mediante el empleo de los dominios presentes en las enzimas, se obtuvieron arboles
que no reflejaban una relacion clara, debido a que agrupan organismos pertenecientes
a distintos linajes celulares, por lo tanto el empleo de estos dominios como

marcadores moleculares no son adecuados.



2. Introduccioén:

El metabolismo de pequenas moléculas forma el centro de los procesos metabdlicos
de todos los organismos vivos (Rison y Thornton, 2002); el metabolismo celular es una
compleja red de procesos fisico-quimicos, la mayoria de ellos catalizados por enzimas
que permiten la sobrévivencia y la reproduccion de células (Alves et al.,, 2002). No
cabe duda que el surgimiento de las rutas biosintéticas basicas fue uno de los eventos
mas significativos en la evolucion temprana, ya que esto permitié disminuir la
dependencia de fuentes exdgenos de compuestos primordiales, tales como
aminodcidos, purinas, pirimidinas, entre otros compuestos, acumulados en el medio

los cuales eran el resultado de la sintesis prebidtica de compuestos organicos.

2.1 Evolucion de las rutas metabodlicas

Con respecto a la evolucion de rutas metabdlicas distintas teorias han sido
formuladas, todas distintas entre si, para explicar la evolucion de las redes metabdlicas
catalizada por enzimas desde constituyentes de la sopa prebidética.

El primer intento para explicar detalladamente el origen de las rutas metabdlicas fue
desarrollado por Horowitz (1945) y es conocido como la hipotesis retrégrada. Horowitz
se basa en la hipotesis heterotréfica de Oparin (1938) y en la correspondencia uno a
uno entre genes y enzimas como es sugerido por Beadle y Tatum (1941). En el
modelo retrégrado, la direccién de desarrollo de las rutas biosintéticas es hacia atras
desde un metabolito clave; las enzimas que participan en la ruta fueron adquiridas via
duplicacion de genes que tomo lugar en orden inverso de como se encuentran
actualmente en las rutas. El modelo presupone la existencia de un ambiente quimico
en el cual ambos, el metabolito clave e intermediarios potenciales estaban disponibles.
Un organismo heterotréfico para la molécula A podia usar las altas reservas
ambientales de el metabolito, hasta el punto en el cual la disponibilidad decae,
limitando su crecimiento; un mutante capaz de sintetizar una molécula A desde
precursores ambientales B y C por medio de la enzima 1 pudo tener una distinta
ventaja selectiva; rapidamente estos organismos pudieron propagarse a través del
medioambiente; en adicion, en la ausencia continua de la molécula A ambiental,
alguna mutacion sobre la enzima 1 podia ser letal, por ello se favorecié su
preservacion. En cambio, como las concentraciones de B o C disminuian, el proceso
pudo repetirse con el reclutamiento similar de futuras enzimas. El modelo retréogrado
de evolucion de rutas es ilustrado en la figura 1.1. En adicién, Horowitz sugiere la



indisponibilidad simultanea de dos intermediarios (B o C), lo cual puede favorecer
asociaciones simbidticas entre dos mutantes, una capaz de sintetizar B y la otra de
sintetizar C desde otros precursores ambientales (Rison y Thornton, 2002).
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Figura 2.1 Modelo retrégrado de Horowitz (Rison y Thornton, 2002).

Posteriormente, el descubrimiento de los operones le permiti6 a Horowitz (1965)
reformular su propuesta original y, proponer que el agrupamiento de genes que
codifican enzimas de una ruta dada puede ser explicado como el resultado de

duplicaciones tempranas en tandem.

La hipdtesis retrograda establece una clara conexion evolutiva entre la quimica
prebiotica y el desarrollo de rutas metabdlicas, y puede ser empleada para explicar
algunos pasos en las rutas (Lazcano y Miller, 1999).

Aunque el modelo retrogrado puede explicar favorablemente la evolucién de algunos
pasos en las rutas, no es aplicable a la mayoria, ya que involucran algunos
intermediarios inestables donde su sintesis y acumulacién en el ambiente prebidtico
parece improbable (Canovas et al. 1967; Ornston 1971; Jensen 1976); ademas
muchos de estos intermediarios son compuestos anidnico, fosforilados, los cuales no
podrian permear facilmente las membranas primordiales en ausencia de un sistema de
transporte especializado, cuya presencia no puede ser asumida en células tempranas
(Ornston, 1971; Jensen, 1976); por otra parte , la aplicacion de la hipétesis retrograda
implicaria que el DNA se origin6 antes que el RNA, lo cual es algo improbable ya que
existen numerosas evidencias que apoyan lo contrario (Becerra, 1997). Ademas, la
teoria puede explicar solamente la evolucion de rutas en un ambiente rico en



intermediarios metabdlicos, la ultima destruccion de el ambiente organico pudo
prevenir la evolucion de rutas por una evolucion retrograda. (Rison y Thornton, 2002).

Un modelo alternativo y poco conocido de la evolucién de rutas metabdlicas fue hecha
por Granick (1957, 1965), el cual plantea que la direccion del desarrollo de las rutas
metabdlicas es hacia adelante, donde los compuestos no juegan un papel importante
en la evolucion de la ruta. Basado en la idea Haeckeliana de que la ontogenia
recapitula la filogenia, esta hipétesis asume que los compuestos bioquimicos mas
sencillos son mas antiguos que los complejos, al igual que las enzimas, las que
catalizan los primeros pasos de una ruta son mas antiguas que las que catalizan los
ultimos. Ademas, cada paso de la ruta biosintética fue seleccionada por que su
producto final tenia una funcién mas util que su precursor mismo (Pereto et al., 1997);
de tal forma que las rutas metabdlicas fueron ensambladas hacia adelante por medio
de eventos sucesivos de duplicacion y mutacién del ultimo gen de la cadena (Velasco,
2002). La hipodtesis de Granick puede ser utilizada para explicar el anabolismo de
distintos componentes de membrana, uno de estos casos corresponde a la presencia
del lipido con éter insaturado 2,3-di-O-geranylgeranyl-sn-glycerol, el mayor
componente de membrana de la arquea hiperterméfila Methanopyrus kandlery, asi
como uno de los intermediarios en la biosintesis de 2,3-di-O-phytanyl-sn-glycerol, el
cual es comun en otras membranas de arqueas. Estas secuencias de reacciones
pueden ser interpretadas como una ruta progresivamente mas compleja que
evoluciono por la adicion de pasos enzimaticos a una ruta antigua cuyo producto final
es el lipido con éter insaturado. En las filogenias basadas en 16s rRNA, Methanopyrus
kandleri se ubica en una de las ramas mas antiguas de arqueas por lo que se puede
suponer que la estructura de la ruta refleja la filogenia del grupo, de tal forma que los
organismos que evolucionaron mas recientemente presentan una ruta biosintética de

lipidos mas compleja (Pereto et al., 1997).

En las hipotesis anteriores la duplicacion juega un papel central, sin embargo Lewis
(1951) da una propuesta alternativa sobre la duplicacion génica, propone que la
duplicacion seguida de la divergencia subraya el origen de enzimas relacionadas que
toman parte en diferentes rutas. Esta idea posteriormente fue retomada por Waley
(1969) quien sugiere que la evolucién por etapas de rutas metabdlicas fue mediante la
acumulacion aleatoria, de cambios genéticos diminutos en genes duplicados, los
cuales eventualmente permitieron cambios conformacionales y el desarrollo de
nuevas enzimas con similares propiedades bioquimicas. Una hipdtesis similar fue
desarrollada independientemente por Ycas (1974) y Jensen (1976), quienes proponian
que las rutas biosintéticas pudieron haberse ensamblado por un mecanismo tipo



“patchwork”, el reclutamiento de enzimas primitivas que podian reaccionar con un
amplio rango de substratos quimicamente relacionados (Pereto et al., 1997). Las rutas
pudieron haber después evolucionado por duplicacion y diversificacién de sus enzimas
precursoras hacia enzimas mas eficientes y especificas como son conocidas hoy en
dia, las cuales catalizan un solo paso cada uno en la ruta (Schmidt et al., 2003).
O’Brien y Herschlag (1999) analizaron diversas enzimas con reacciones alternativas
distintas desde su reaccion bioldgica normal para apoyar el concepto de que amplios
substratos y reacciones especificas son subsecuentemente capturados por evolucion
adaptativa. La evolucion de los duplicados durante los estados tempranos pudo ser
influenciada por la falta de un mecanismo de reparacion de DNA combinado con los
altos niveles de ionizacion vy radiacion ultravioleta en el ambiente del Precambrico
temprano (Koch 1972). EI modelo de reclutamiento de genes explica la diversificacién
ancestral de enzimas de poca especificidad dentro de familias con reacciones
relacionadas, apoyandose en mutaciones puntuales, pequefias deleciones y otros
cambios diminutos. Tal como en los procariontes, los cuales son organismos
haploides, y la mayoria de estos pequefios cambios genéticos pudieron ser
expresados rapidamente, resultando en un modo rapido de evolucién metabdlica
(Pereto et al., 1997). Sin embargo, el reclutamiento tipo patchwork pudo operar solo
después del surgimiento de la biosintesis de proteinas y el desarrollo de enzimas, es
decir después del surgimiento del mudo de DNA/proteinas (Lazcano y Miller, 1999). La
existencia de enzimas homodlogas que participan en diferentes rutas metabdlicas
proveen evidencia que apoyan esta teoria. Diversos casos de ancestria comun han
sido documentados, mediante el empleo de comparacién de secuencias; es bien
sabido que dos diferentes carbamoil fosfato transferasas involucradas en la sintesis
de arginina y biosintesis de pirimidinas han evolucionado desde un ancestro comun.
Otro caso, es el de la proteina piruvato oxidasa y la acetohidroxiacido sintasa, la
primera involucrada en la decarboxilacion de piruvato a acetato y la segunda en la
biosintesis de amino acidos ramificados.

En la actualidad se conoce que en algunas rutas existen pasos que no son
catalizados por enzimas, estos son realizados espontaneamente; ninguno de los
modelos anteriores de evolucion de rutas pueden explicar esto, ya que son modelos
completamente enzimaticos; por lo anterior Lazcano y Miller (1999) proponen un
modelo alterno de evolucidon de rutas metabdlicas, este es conocido como el modelo
semi-enzimatico, y mencionan que las rutas metabdlicas fueron parcialmente no-
enzimaticas, las cuales se desarrollaron por el empleo de compuestos prebidticos
disponibles en el océano primitivo, estos debieron ser algo estables para
concentrarse en el ambiente, asi como de compuestos resultantes de enzimas poco



especificas, las cuales carecieron de especificidad y eran el resultado de duplicacion,
las cuales posteriormente se especializaron por la divergencia y fueron empleadas en
rutas metabdlicas diferentes.

Se sabe que 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 la glutamino transferasa tipo G, producto del gen
hisH, la cual participa en la biosintesis de histidina; en un medio con una elevada
concentracion de amonio, la reaccion de adicién de NH; puede realizarse en ausencia
de la enzima codificada por hisH. Se propone que la reaccién se lleva acabo de
manera espontanea en el medio ambiente primitivo utilizando el NH; disponible,
después se dio el desarrollo de la enzima que codifica el gen hisH, seguida por la
utilizacién de glutamina en lugar de NH3;, cuando este compuesto desaparecié desde
el océano prebidtico (Lazcano y Miller, 1999).

2.2 Ruta Metabolica de las Pentosas Fosfato.

Bajo una condicion de nutricién heterotréfica, basado en glucosa, el primer nodo
metabdlico, al entrar la glucosa a la célula, es encontrado alrededor de la glucosa 6-
fosfato, el cual diverge en la ruta de la glucdlisis y de las pentosas fosfato, y en
algunos procariontes se puede encontrar la ruta de Entner-Doudoroff. Cada una de
estas rutas tiene una funcién; la glucdlisis (combinado con el ciclo de los acidos
tricarboxilicos) es la ruta general para el catabolismo de la glucosa y formacion de
energia en la célula, mientras que la ruta de las pentosas fosfato (PPP) juega un rol
crucial en el metabolismo redox de la célula. En adicion a sus funciones catabdlicas,
estas rutas también tienen funciones anabdlicas ya que ellos proporcionan precursores
para los mondmeros (aminoacidos, acidos grasos, nucleétidos, azucares fosfatados,
etc.) requeridos para el crecimiento y formacién de productos (Kleijn et al., 2006).
Aunque el metabolismo de la glucosa presente vias alternas, la ruta glucolitica y la ruta
de las pentosas, ambas estan estrechamente integradas, ya que presentan
intermediarios comunes, la glucosa 6-fosfato, fructosa 6-fosfato y gliceraldehido 3-
fosfato; y los intermediarios de una pueden actuar como inhibidores de la otra ruta
(Gumma y McLean, 1969).

La ruta metabodlica de las pentosas fosfato esta compuesta de dos fases, la via
oxidativa y la no oxidativa (figura 2.2)



2.2.1 Via oxidativa de la Ruta Metabdlica de las Pentosas Fosfato.

La rama oxidativa, irreversible, produce ribulosa-5-P y poder reductor NADPH que
puede ser utilizado en las reacciones de biosintesis, por ejemplo, para la sintesis de
aminoacidos y acidos grasos (Eicks, et al. 2002). En esta primera fase consiste de dos
oxidaciones que convierten la glucosa-6-P a ribulosa-5-P (diagrama 1.2) y reduce
NADP* a NADPH. (Nelson y Cox, 2005).

2.2.2 Via no-oxidativa de la Ruta metabodlica de las Pentosas Fosfato

En la rama no-oxidativa, reversible, de la ruta de las pentosas fosfato, la ribulosa-5-P
es convertida a ribosa-5-P mediante la ribosa-5-P isomerasa y a xilulosa-5-P por la
rub5-P epimerasa. La ribulosa-5-P sirve como sustrato para la biosintesis de
nucledtidos. Futuras reacciones de la rama no-oxidativa permite la conversion de
azucares fosfatados de C7, C6, C5, C4 y C3, los cuales son también intermediarios de
el ciclo reductivo de las pentosas fosfato. Los azucares fosfato pueden ser utilizados
por otras rutas biosintéticas. (Eicks, et al. 2002). Dos Unicas enzimas actian en estas
interconverciones de azucares; la Transcetolasa cataliza la transferencia de un
fragmento de dos carbonos desde un donador cetosa a un aceptor aldosa, transfiere
C-1 y C-2 de xilulosa-5-P a ribosa-5-P, formando un producto de siete carbonos la
sedoheptulosa-7-P. El fragmento de 3 carbonos desde la xilulosa es gliceraldehido-3-
P. La transaldolasa cataliza una reaccion similar a la reaccion de las aldosas de la
glucolisis: un fragmento de 3 carbonos es removido desde sedoheptulosa-7-P y
condensado con gliceraldehido-3-P, formando fructosa-6-P y la tetrosa eritrosa-4-P. La
transcetolasa actua otra vez, formando fructosa-6-P y gliceraldehido-3-P desde
eritrosa-4-P y xilulosa-5-P. Dos moléculas de gliceraldehido-3-P formados de estas
reacciones pueden ser convertidas a una molécula de fructosa-1,6-bifosfato, la
FBPasa-1 y la fosfohexosa isomerasa convierten la fructosa-1,6-bifosfato a glucosa-6P
(Nelson y Cox, 2005).

Las reacciones de reacomodos de las moléculas de Carbén llevadas por la
transaldolasa y la transcetolasa en la rama no oxidativa de la ruta de las pentosas
fosfato constituyen la ruta exclusiva para el catabolismo de las pentosas (Zamboni, et
al., 2004).

Si la glucosa-6P entra a glucdlisis o a la ruta de las pentosas fosfato depende de las
necesidades actuales de la célula y sobre la concentracion de NADP™ en el citosol.
Sin este aceptor de electrones, la primera reaccién de la ruta de las pentosas fosfato
no podria proceder. Cuando una célula rapidamente convierte el NADPH a NADP* en



reducciones biosintéticas los niveles de NADP® se elevan, estimulando
alostericamente a la G6PD vy ello incrementa el flujo de la glucosa-6P a través de la
ruta de las pentosas fosfato. Cuando la demanda de NADPH disminuye los niveles
NADP* disminuyen, la ruta de las pentosas fosfato se vuelve mas lenta y la glucosa-6P
es usada para la glucdlisis (Nelson y Cox, 2005).

Durante el aumento de hexosas, la ruta de las pentosas fosfato llega coma la mayor
fuente de pentosas fosfato para la biosintesis de nucleétidos y del cofactor anabdlico
redox NADPH (Zamboni, et al., 2004).
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Figura. 2.2 Ruta de las pentosas fosfato. Abreviaciones: PPP= Ruta de las pentosas fosfato; G6P =
glucosa 6-fosfato; G6PDH = glucosa-6-fosfato deshidrogenasa; 6PGL = 6-fosfoglucono-d-lactona;
6PGLase = 6-fosfoglucono-d-lactonasa; 6PG = 6-fosfogluconato; 6PGDH = 6-fosfogluconato
deshidrogenasa; Ru5P = ribulosa-5-fosfato; RUSPE = ribulosa-5-fosfato-3-epimerasa; R5Pi = ribosa-
5-fosfato isomerasa; R5P = ribosa-5-fosfato; X5P = xilulosa-5-fosfato; TK = transcetolasa; S7P =
sedoheptulosa-7-fosfato; GAP = gliceraldehido-3-fosfato; TAL = transaldolasa; E4P = eritrosa-4-
fosfato; y F6P = fructosa-6-fosfato.

Traduccion: glycolysis = glucolisis; aromatic amino acids = aminoacidos aromaticos; nucleotides =
nucleoétidos; oxidative = oxidativa; nonoxidative = no oxidativa (Soderberg, 2005)



Sintesis de PRPP a través de la ruta de las pentosas fosfato (PPP)
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Figura 2.3 Via Oxidativa y no-oxidativa de las Pentosas Fosfato y sintesis de PRPP; los numeros en azul
corresponden a el numero EC. De cada enzima
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2.3 Objetivos

e Estudiar la evolucion de la sintesis de novo de 5-Fosforribosil-1-pirofosfato
(PRPP) a través de la ruta metabdlica de las Pentosas Fosfato a la luz de las

teorias de evoluciéon de rutas metabdlicas.

¢ Analizar la distribucién filogenética de las enzimas que participan en la sintesis
(de PRPP), a través de la Ruta Metabdlica de las Pentosas Fosfato, para



determinar si es una ruta muy antigua y por lo tanto se encontraba en el Ultimo
Ancestro Comun.

o Elaboracion de arboles filogenéticos empleando las secuencias de los dominios
que presentan las enzimas para determinar si pueden ser empleados como
marcadores filogenéticos

3. Material y Métodos.

Se utilizaron las secuencias en aminoacidos, en formato FASTA de las enzimas que
participan en la biosintesis de PRPP a través de la ruta metabdlica de las Pentosas

Fosfato:

Enzima Caddigo EC

1. - Glucosa-6-fosfato isomerasa [EC: 5.3.1.9]
2. - Glucosa-6-fosfato 1-deshidrogenasa [EC: 1.1.1.49]
3. - 6-fosfogluconolactonasa [EC: 3.1.1.31]
4. - 6-fosfogluconato deshidrogenasa [EC: 1.1.1.44]
5. - Ribosa 5-fosfato isomerasa [EC: 5.3.1.6]
6. - Fosfoglucomutasa [EC: 5.4.2.2]
7. - Fosfopentomutasa [EC: 5.4.2.7]
8. - Ribosa-fosfato pirofosfocinasa [EC: 2.7.6.1]
9. - PhnN

Tabla 3.1 Enzimas que participan en biosintesis de PRPP en la PPP

Las secuencias se tomaron de la base de datos en internet del KEGG (Kyotfo
Encyclopedia of Genes and Genomes):

http://www.genome.jp/kega/pathway/map/map00030.html

3.1 Evolucion de la ruta (analisis al interior de la ruta)
Para de terminar cual fue el posible mecanismo de evolucién, de acuerdo a las teorias
de evolucion de rutas metabodlicas, mediante el cual la ruta metabdlica fue



ensamblada, se busco homodlogia entre las enzimas que componen la ruta de las
pentosas fosfato a través de la cual se sintetiza PRPP, mediante la comparacion de
los dominios que presenta cada enzima, asi como también por medio de Ia
comparacion estructural (clasificacion de acuerdo a SCOP) de los dominios con otras
enzimas.

3.2 Distribuciéon Filogenética (analisis al exterior de la ruta)

Se tomaron diverso numero de secuencias de la misma enzima, de organismos que
fueran filogenéticamente distintos, las secuencias seleccionadas deberian de tener la
misma longitud y presentar los mismos dominios, para esto se realizaron analisis en
linea de las secuencias en la base de datos Pfam:

http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/

http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/search.shtml

A continuacién se muestra una lista de los organismos de los cuales se tomaron las
secuencias del gen y entre paréntesis se muestra el nombre del gen que codifica cada
enzima:

Glucosa-6-fosfato isomerasa [EC: 5.3.1.9]

1. - Escherichia coli K-12 MG1655 (eco_b4025)

2. - Shigella dysenteriae (sdy_SDY_4226)

3. - Yersinia pseudotuberculosis (yps_YPTB3649)

4. - Mannheimia succiniciproducens (msu_MS1181)

5. - Sodalis glossinidius (sgl_SG2146)

6. - Chlorobium chlorochromatii (cch_Cag_0612)

7. - Rhodospirillum rubrum (rru_Rru_A2947)

8. - Schizosaccharomyces pombe (spo_SPBC1604.05)
9. - Neisseria gonorrhoeae (ngo_NGOO0719)

10. - Streptomyces avermitilis (sma_SAV6302)

11. - Brucella abortus (bmb_BruAb1_0311)
12. - Desulfotalea psychrophila (dps_DP0796)
Glucosa-6-fosfato 1-dehidrogenasa [EC: 1.1.1.49]

1. - Escherichia coli K-12 MG1655 (eco_b1852)

2. - Shigella dysenteriae (sdy_SDY_1138)

3. - Bacillus clausii (bcl_ABC1924)

4. - Mesorhizobium sp. BNC1 (mes_Meso_0159)
5. - Agrobacterium tumefaciens C58 (UWash/Dupont) (atu_Atu0600)
6. - Chromobacterium violaceum (cvi_CV0145)

7. - Rhodococcus sp. RHA1 (rha_RHA1_ro02369)
8. - Staphylococcus epidermidis RP62A (ser_SERP1067)

9. - Oceanobacillus iheyensis (oih_0OB2938)

10. - Staphylococcus aureus NCTC8325 (sao_SAOUHSC_01599)
11. - Thermotoga maritima (tma_TM1155)
6-fosfogluconolactonasa [EC: 3.1.1.31]

1. - Escherichia coli K-12 MG1655 (eco_b0767)

2. - Shigella dysenteriae (sdy_SDY_2011)

3. - Sodalis glossinidius (sgl_SG0900)

4. - Lactobacillus plantarum (Ipl_Ip_2219)

5. - Clostridium perfringens ATCC 13124 (cpf_CPF_1232)



6. - Oceanobacillus iheyensis

6-fosfogluconato deshidrogenasa
. - Escherichia coli K-12 MG1655

. - Shigella dysenteriae

- Yersinia pseudotuberculosis

. - Sodalis glossinidius

- Baumannia cicadellinicola

. - Geobacillus kaustophilus

. - Burkholderia xenovorans

. - Oceanobacillus iheyensis

- Cyanobacteria Yellowstone A-Prime
10. - Bacillus licheniformis DSM13

11. - Borrelia burgdorferi

12. - Thermotoga maritima

13. - Thermoanaerobacter tengcongensis
14. - Plasmodium falciparum

©CONOUAWN =

Ribosa 5-fosfato isomerasa [EC: 5.3.1.6]
. - Escherichia coli K-12 MG1655
. - Shigella dysenteriae

. - Yersinia pseudotuberculosis

. - Vibrio fischeri

- Thiobacillus denitrificans

. - Nitrosospira multiformis

.- Azoarcus sp. EbN1

. - Bacillus thuringiensis

- Shewanella sp. MR-4

0. - Picrophilus torridus

S OONOUAWN =

Fosfoglucomutasa [EC: 5.4.2.2]

- Escherichia coli K-12 MG1655

. - Shigella boydii

. - Erwinia carotovora

. - Yersinia pestis CO92

- Photorhabdus luminescens

. - Trichodesmium erythraeum

. - Francisella tularensis subsp. tularensis SCHU S4
. - Brucella abortus

- Cyanobacteria Yellowstone A-Prime

©CONODOAWN -

Fosfopentomutasa [EC: 5.4.2.7]

- Escherichia coli K-12 MG1655

. - Shigella boydii

- Yersinia pestis Nepal516

- Sodalis glossinidius

. - Buchnera aphidicola APS

- Agrobacterium tumefaciens C58 (Cereon)
. - Roseobacter denitrificans

Nogokwh=

Ribosa-fosfato pirofosfocinasa [EC: 2.7.6.1]
1. - Escherichia coli K-12 MG1655

2. - Shigella boydii

3. - Shigella dysenteriae

4. - Helicobacter hepaticus

5. - Wolinella succinogenes

6. - Agrobacterium tumefaciens C58 (UWash/Dupont)

PhnN
1. - Escherichia coli K-12 MG1655
2. - Shigella sonnei

(oih_OB3211)

[EC: 1.1.1.44]

(eco_b2029)
(sdy_SDY_2212)
(yps_YPTB1553)
(sgl_SG1122)
(bci_BCI_0397)
(gka_GK2344)
(bxe_Bxe_B2210)
(oih_OB0185)
(cya_CYA_0947)
(bld_BLi02567)
(bbu_BB0561)
(tma_TMO0438)
(tte_TTEO195)
(pfa_PF14_0520)

(eco_b2914)
(sdy_SDY_3168)
(yps_YPTB3190)
(vfi_VF2105)
(tbd_Tbd_2364)
(nmu_Nmul_A0436)
(eba_ebA1080)
(btk_BT9727_2554)
(she_Shewmr4_0974)
(pto_PTO0565)

(eco_b0688)
(sbo_SBO_0550)
(eca_ECA1336)
(ype_YPO2686)
(plu_plu1407)
(ter_Tery_1084)
(ftu_FTTO0414)
(bmb_BruAb1_0058)
(cya_CYA_1969)

(eco_b4383)
(sbo_SBO_4445)
(ypn_YPN_0310)
(sgl_SG0396)
(buc_BU542)
(atc_AGR_C_219)
(rde_RD1_3978)

(eco_b1207)
(sbo_SBO_1860)
(sdy_SDY_1256)
(hhe_HH1536)
(wsu_WS1635)
(atu_Atu2218)

(eco_b4094)
(ssn_SSO_4270)



3. - Pseudomonas aeruginosa PAO1 (pae_PA3373)
4. - Roseobacter denitrificans (rde_RD1_2388)

Los archivos fueron sometidos a un analisis de comparacion de secuencias, utilizando
BLAST, con la finalidad de encontrar secuencias homologas, en una base de datos,
construida con 397 genomas completos en aminoacidos, estos fueron obtenidos de la
base de datos de internet del KEGG:

ftp://ftp.genome.jp/pub/kegg/genomes/

El analisis consistié en tomar una muestra de cierto numero de secuencias homdlogas
entre si; cada una de ellas fue comparada con la base de datos utilizando BLAST, con
la finalidad de obtener el mayor numero posible de secuencias homodlogas y evitar asi
los falsos negativos, ya que de este modo al realizar diversos BLAST se identifican las
mismas secuencias homologas pero también se identifican aquellas que no hayan sido
identificadas con la secuencia anterior (figura 3).

Base de Datos

Muestra de secuencias homdlogas

Fig. 3.1 llustracion del analisis con BLAST

3.3 Anadlisis Filogenético (Elaboracién de Filogenias)

Para la elaboracion de filogenias se busco los dominios que presentaran todas las
secuencias homologas encontradas, por medio de la comparacion con la base de
datos de dominios de Pfam, la cual fue obtenida de la siguiente direccién:

http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/

Los dominios encontrados en todas las secuencias homoélogas, fueron utilizados para
hacer alineaciones multiples, mediante el empleo del programa ClustalW, los archivos
con terminacion .aln procedentes de las alineaciones se emplearon en el programa

MEGA 3.1 para la elaboracion de arboles filogenéticos por el método Neighbor Joining.



El método descrito anteriormente para la distribucion filogenética de las enzimas vy

elaboracion de filogenias, se utilizo para cada enzima, y se ilustra en el diagrama

siguiente.
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Diagrama 3.2 Método utilizado, para cada enzima



4. Resultados y discusion:

4.1 Evolucion de la ruta (analisis al interior de la ruta)

Los dominios que presentan cada una de las enzimas, de acuerdo a la base de datos
de Pfam (ver tabla 6.3 en el apéndice), son todos distintos, por lo tanto ninguno es
homdlogo; sin embargo al hacer la comparacién estructural de las enzimas, por medio
de la clasificacion de SCOP de los dominios (ver tabla 6.4, en el apéndice), podemos
observar que algunos pertenecen a la misma Superfamilia, estos son los dominios
NAD_binding2 y G6PD_N, los cuales pertenecen a la superfamilia de: NAD(P)-binding
Rossmann-fold domains; por otra parte los dominios Glucosamine iso y Rib_5-
P_isom_A también pertenecen a la misma Superfamilia: NagB/RpiA/CoA transferase-
like; al pertenecer a la misma superfamilia podemos decir que estos dominios son
homologos estructuralmente.

Dominios Clasificacién de SCOP
NAD_binding2 Clase: Alfa y beta proteinas (a/b)
G6PD_N Plegamiento: Dominio de plegamiento Rossmann

union a NAD(P)
Superfamilia: Dominio de plegamiento Rossmann
unién a NAD(P)

Glucosamine_iso Clase: Alfa y beta proteinas (a/b)

Rib_5-P_isom_A  Plegamiento: NagB/RpiA/CoA transferase-like
Superfamilia: NagB/RpiA/CoA transferase-like

Tabla 4.1 Clasificacion de SCOP de los dominios homologos

A pesar de que los dominios no presenten la misma secuencia son homologos, y por
lo tanto se sugiere tiene el mismo origen, debido a que presentan la misma estructura,
esto es posible ya que la presién de seleccion no es a nivel de secuencia si no a nivel
estructural lo que le permite a la secuencia tener ciertos cambios siempre y cuando
no afecten la estructura del dominio.

Los dominios de las enzimas que participan en la sintesis de novo de PRPP, de
acuerdo a la clasificacion de SCOP (ver tabla 6.4 en el apéndice), pertenecen a
distintas superfamilias, las cuales a su vez estan conformadas por una gran cantidad
de enzimas que participan en diversas rutas metabdlicas, por ejemplo:

La superfamilia SIS domain, contiene enzimas que estan relacionadas con el
metabolismo de azucares fosfatados principalmente. La Superfamilia NAD(P)-binding



Rossmann-fold domains, presenta un gran numero de familias, y por lo tanto un gran
numero de enzimas que participan en diversas rutas como en el ciclo del citrato, en la
biosintesis de esteroides, biosintesis de metabolitos secundarios, biosintesis de
estreptomicina, metabolismo de aminoacidos, biosintesis de lisina, metabolismo de
arginina y prolina, metabolismo de cofactores y vitaminas, biosintesis de CoA,
metabolismo de carbohidratos, metabolismo de almidén y sacarosa. La superfamilia
6-phosphogluconate dehydrogenase C-terminal domain-like, presenta un numero de
familias considerable, pero no tanto como la anterior, dentro de las enzimas que se
encuentran en esta superfamilia participan también en diversas rutas como:
metabolismo de aminoacidos, degradacién de valina, leucina e isoleucina,
metabolismo de carbohidratos, metabolismo de cofactores y vitaminas, metabolismo
de arginina y prolina. La superfamilia Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase-
like, C-terminal domain presenta 5 familias donde las enzimas pertenecientes a esta
participan en rutas metabdlicas muy diversas como en el metabolismo de la glucosa,
en gluconeogénesis, metabolismo de piruvato, en el ciclo de la urea y en el
metabolismo de grupos amino, en el metabolismo de glicina, serina y treonina,
metabolismo de aminoacidos, biosintesis y degradacién de lisina, metabolismo de
inositol fosfato, biosintesis de metabolismo secundario y estreptomicina, metabolismo
de clorofila y porfirina, metabolismo de cofactores y vitaminas, en metabolismo de
lipidos y biosintesis de esteroides. La superfamilia NagB/RpiA/CoA transferase-like, es
una superfamilia que esta compuesta por 5 familias; esta presenta enzimas que
participan en metabolismo de carbohidratos, en la ruta de las pentosas fosfato, en la
fijacion de carbono, metabolismo de amino acidos, metabolismo de metionina,
metabolismo de glioxilato y dicarboxilato, metabolismo de cofactores y vitaminas. La
superfamilia PRTase-like esta compuesta por 2 familias. Las enzimas que se
encuentran dentro de esta superfamilia participan en el metabolismo de nucledtidos,
metabolismo de purinas y en el metabolismo de la pentosas fosfato. La superfamilia
Phosphoglucomutase, first 3 domains esta compuesta una sola familia que a su ves
testa compuesta por tres proteinas, donde solo dos son enzimas y participan en
metabolismo de carbohidratos, metabolismo de fructosa y manosa, en glucdlisis,
gluconeogénesis, metabolismo de pentosas fosfato, metabolismo de galactosa,
almidén, sacarosa, biosintesis de metabolitos secundarios y estreptomicina. La
superfamilia Phosphoglucomutase, C-terminal domain esta compuesta por una sola
familia, dentro de las cuales se encuentran 4 proteinas, donde tres son enzimas, estas
participan en metabolismo de carbohidratos, metabolismo de amino azucares,
almiddn, sacarosa, fructosa, manosa, en el metabolismo de pentosas fosfato y en la
ruta metabdlica de glucdlisis y gluconeogénesis, asi como en la biosintesis de
metabolitos secundarios y estreptomicina.



4.2 Distribucion filogenética de las enzimas (analisis al exterior de la ruta)
Se analizaron 397 genomas celulares, pertenecientes a los tres dominios, en la tabla

4.2 se muestra el numero de genomas de cada Dominio.

Dominio No. De %
Genomas
Archaea 27 6.8%
0,
Bacteria 314 79%
Eucarya 56 14.1%

Tabla 4.2 numero de genomas analizados de cada Dominio celular

A partir de las secuencias homoélogas encontradas se elaboro una tabla de presencia
(1)/ausencia (0) de las enzimas que participan en la sintesis de novo de PRPP a
través de la ruta metabdlica de las Pentosas Fosfato (PPP). La tabla 4.3 muestra los

genomas que presenta el gen que codifica cada enzima.

Enzima Numero EC: G[e\lr?o?:as
1).- Glucosa-6-fosfato isomerasa 5.3.1.9 353
2).- Glucosa-6-fosfato dehidrogenasa 1.1.1.49 273
3).- 6-fosfogluconolactonasa 3.1.1.31 299
4).- Fosfogluconato dehidrogenasa 1.1.1.44 301
5).- Ribosa-5-fosfato isomerasa 5.3.1.6 286
6).- Fosfoglucomutasa 5422 372
7).- Fosfopentomutasa 5427 131
8).- Ribosa-fosfato difosfocinasa 2.76.1 380
9).- PhnN 267

Tabla 4.3. Numero de genomas que presentan las enzimas analizadas con Ancestor_7.pl



La distribucion de las enzimas a través de los tres dominios celulares se muestra en la
tabla 4.4; las tablas 4.5 y 4.6 muestran el numero de organismos de cada grupo

taxondmico que presentan las enzimas.

Clasificacion Archaea Bacteria Eucarya

Enzima EC:
1).- Glucosa-6-fosfato isomerasa 5.3.1.9 5 293 54
2).-Glucosa-6-fosfato dehidrogenasa 1.1.1.49 0 222 51
3).- 6-fosfogluconolactonasa 3.1.1.31 2 247 50
4).-Fosfogluconato dehidrogenasa 1.1.1.44 11 239 51
5).- Ribosa-5-fosfato isomerasa 5.3.1.6 26 215 45
6).- Fosfoglucomutasa 5422 24 297 51
7).- Fosfopentomutasa 54.2.7 0 131 0
8).-Ribosa-fosfato difosfocinasa 2.76.1 26 302 52
9).- PhnN 0 245 22

Tabla 4.4. Distribucion de las enzimas analizadas con Ancestor_7.pl en los 3 dominios
celulares

La mayoria de las enzimas analizadas son codificadas principalmente por los dominios
Bacteria y Eucarya, solo la Fosfopentomutasa no es codificada por genomas
Eucariontes, sin embargo en el dominio Archaea solo 3 enzimas son codificadas por
la mayoria de los genomas analizados que pertenecen a este dominio, y por lo tanto
son codificadas por los tres dominios, estas enzimas son:

e Ribosa-5-fosfato isomerasa [EC: 5.3.1.6]

o Fosfoglucomutasa [EC: 5.4.2.2]

¢ Ribosa-fosfato difosfocinasa [EC: 2.7.6.1]

Los dominios Bacteria y Eucarya, presentan la via oxidativa completa de las Pentosas
Fosfato, asi como la no-oxidativa por lo tanto pueden sintetizar PRPP a través de la
ruta metabodlica de las pentosas fosfato; en esta se puede sintetizar PRPP a partir de
la D-Ribosa-5P en dos formas, principalmente para bacterias:



EUCARIONTES

. EC: EC: EC: EC: EC: EC: EC: EC:
Categoria 5319 |11149|311.31 /11144 |5316 |5422 |5427 |2764 | ™N

Mamiferos 7 6 6 6 6 6 0 6 0

Aves 1 1 1 1 1 1 0 1 0

Anfibios 2 2 2 2 1 2 0 2 0

Vertebrados Peces 3 3 3 3 2 3 0 3 0

Ascidian 1 1 1 1 1 1 0 1 0

Insectos 5 5 5 5 4 5 0 5 2

Animales | Nematodos 2 2 2 2 2 2 0 2 0
Dicotiledéneas Familia de las plantas 1 1 1 1 1 1 0 1 1
Monocotiledéneas | Familia de las hierbas 0 0 0 0 0 0 0 1 0

Plantas Algas rojas 1 1 1 1 1 1 0 1 1
Saccharomycetes 11 11 11 11 11 11 0 11 11

Schizosaccharomycetes 1 1 1 1 1 1 0 1 0

Sordariomycete 1 2 2 2 2 2 0 2 2

Ascomycetes Eurotiales 3 3 3 3 3 3 0 3 3
Basidiomycetes 2 2 2 2 2 2 0 2 0

Hongos Microsporidia 1 1 0 1 1 1 0 0 0
Cieno mohoso celular 1 1 1 1 1 1 0 1 1
Alveolados | Apicomplexa 7 5 5 5 5 5 0 5 0
Euglenozoa 3 3 3 3 0 2 0 3 1

Protistas | Entamoeba 1 0 1 0 0 1 0 1 0

Tabla 4.5 Numero de organismos de cada grupo taxonémico que presentan las enzimas de la PPP




Procariontes

Categoria EC: EC: EC: EC: EC: EC: EC: EC:
53.1.9 |1.1.149 |3.1.1.31|1.1.144 | 5316 |5422 |5427 |27.6.1 PhnN
Bacteria | Proteo bacteria | Gama/Entero bacteria 29 27 28 28 29 27 26 29 25
Otras/ Gamas 46 39 39 41 46 46 18 46 42
Beta 24 20 19 24 24 24 1 24 24
Epsilon 7 2 2 0 0 7 4 7 2
Delta 10 4 5 4 0 10 2 10 6
Alpha 29 26 26 24 22 37 8 42 30
Acidobacteria 0 1 1 1 0 1 0 1 1
Firmicutes Bacillales 31 29 30 31 26 31 31 31 30
Lactobacillales 26 9 23 9 26 26 22 26 25
Clostridia 6 3 4 6 1 7 7 7 7
Mollicutes 15 0 5 2 0 8 6 14 5
Actinobacteria 21 19 21 21 1 21 1 21 21
Fusobacteria 1 0 0 0 0 1 0 1 1
Planctomyces 1 1 1 1 0 1 0 1 1
Chlamydia 11 11 11 11 11 11 0 3 1
Espiroquetas 6 3 5 6 4 6 0 6 0
Cianobacteria 17 17 17 17 17 17 0 17 15
Bacteroides 5 4 5 4 4 5 0 5 0
Bacterias sulfurosas verdes 3 3 3 3 0 3 0 3 3
Bacterias no-sulfurosas verdes 0 0 0 0 0 2 0 2 2
Deinococcus-Termus 4 2 1 4 4 4 4 4 4
Bacterias Hipertermofilas 1 2 1 2 0 2 1 2 0
Archaea | Euryarchaeota 5 0 2 7 21 21 0 21 0
Crenarchaeota 0 0 0 4 5 3 0 5 0
Nanoarchaeota 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Tabla 4.6 Numero de organismos de cada grupo taxonémico que presentan las enzimas de la PPP




2.7.6.1
1).- D-Ribosa-5P » PRPP

54.2.2 PhnN
2).- D-Ribosa-5P - > D-Ribosa-1P _,D-Ribosa-1,5
5427

La primera via es la mas general, a partir de glucosa, por la cual se sintetiza PRPP, ya

que implica menos paso metabdlicos.

La segunda ruta enzimatica es alterna en la cual no se requiere la participacion de la
PRPP sintasa, esta ruta, fue analizada en E. coli y requiere de tres enzimas: la
fosfopentomutasa, ribosa1-bifosfocinasa y ribosa 1,5-bifosfocinasa. La ultima reaccion
es llevada acabo por el producto del gen phnN (Hove-Jensen, et al., 2003). La primera
reaccion la puede llevar acabo dos enzimas distintas, la Fosfopentomutasa [EC:
5.4.2.7] y la Fosfoglucomutasa [EC: 5.4.2.2], sin embargo la enzima que se presenta
en los dos dominios es la Fosfoglucomutasa, a pesar que cataliza la reaccion mas
lentamente que la Fosfopentomutasa. Una posible explicacién de esto es que la
Fosfoglucomutasa participa en diversas rutas metabdlicas por lo tanto es codificada
por la mayoria de los genomas Bacterianos y Eucariontes; aunque no participe
principalmente en la reaccion antes descrita.

Con respecto a los genomas pertenecientes al dominio Archaea solo presentan una
enzima que participan en la via no-oxidativa, la 5.3.1.6, y carece de las enzimas
restantes. Dos de estas enzimas participan en la sintesis de PRPP a partir de la
Ribulosa-5P.

D-Ribosa-1P

5.4.2.2
5.3.1.6 2.7.6.1
D-Ribulosa -5P » D-Ribosa-5P » PRPP

Estos resultados concuerda con los obtenidos por Soderberg (2005), cuyos analisis
geonomicos sugieren que la ruta convencional de las pentosas fosfato esta incompleta
o faltante en su totalidad en distintos archaeas.



Analisis bioquimicas y geonémicos de Archaeas han surgido la posibilidad que la ruta
de la Ribulosa Monofosfato (RubMP) esta involucrada en la sintesis de Rub5P desde
F6P a través de la reaccion inversa de la fijacion de formaldehido por la HPS y HPI
(Goenrich et al, 2005; Kato et al, 2006; Soderberg, 2005; Yurimoto et al, 2005).

La ruta metabdlica de la Ribulosa Monofosfato (RubMP), fue originalmente encontrada
en bacterias metilotroficas, las cuales pueden utilizar compuesto de C; como la unica
fuente de carbon y energia (Kato et al, 2006; Sakai et al, 1999; Yanase et al, 1996;
Yurimoto et al 2005). En esta ruta, el formaldehido es fijado con ribulosa-5P para
formar D-arabino-3-hexulosa-6P (Hu6P) mediante la 3-hexulosa-6-fosfato sintasa
(HPS) y después isomerisada a  fructosa-6-fosfato (F6P) por la 6-fosfo-3-
hexuloisomerasa (PHI) (Orita et al 2006).

A) HPS PHI
Ru5P 4#} Huép P FeP
HCHO
B)
— OH — OH
OH o .
© ¢ HFS ) _— PHI HO—
oOH + )"\ —_— _ —_—
OH H H — CH —OH
— —OH
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— P —QOF

RuSP formaldehido HUEP Fep

Fig. 4.1 A) Ruta metabdlica de la Ribulosa Monofosfato. Ribulosa 5P (Ru5P), Hexulosa 6P
(Hu6P), Fructosa 6P. B) Reacciones de la RuMP (Soderberg, 2005)

En la figura 4.2 se muestra esquematicamente la distribucion de las enzimas a través
de los tres Dominios.
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Figura 3.2 Distribucion de las enzimas en los tres Dominios



4.3 Analisis de filogenético

Los arboles filogenéticos obtenidos a partir de los dominios no reflejan una filogenia

clara, no hay una marcada divisién en los tres dominios universales; esto se debe a

que los dominios presentan muy pocos sitios conservados, y demasiados sitios

variables.

La glucosa 6 fosfato isomerasa presenta un solo dominio, el arbol filogenético obtenido

a partir de este es el siguiente:
Dominio: PGI

28

96

85

99

95

99

99

99

98

99

98

64

99

99

99

80

94

99

99

48

99

97

99

Bacteria/ Fimicutes/ Bacillales
Bacteria/ Fimicutes/ Bacillales
Bacteria/ Fimicutes/ Lactobacillales
Bacteria/ Fimmicutes/ Chlostridia
mfl Mfi254

Bacteria/ Proteobacteria/ Epsilon
mja MJ1605

Bacteria/ Cyanobacteria
Bacteria/ Proteobacteria/ Delta
Eukaryotes/ Plants

Bacteria/ Cyanobacteria
Bacteria/ Cyanobacteria
Bacteria/ Actinobacteria

sru SRU 0080

Bacteria/ Proteobacteria/ Alpha

La enzima Glucosa-6 fosfato dehidrogensa presenta dos dominios el G6PD C vy el

G6PD N. Los arboles filogenéticos obtenidos al

siguientes:

utilizar coda dominio son los



Dominio:

G6PD_C

99

99

99

Eukaryotes/ Animals
Eukaryotes/ Animals/ Nematodes
spo SPAC9.01

cfa 483051

Eukaryotes/ Animals/ Insects
Eukaryotes/ Animals/ Ascidians
Eukaryontes/ Protists

Eukaryote/ Plants

Eukaryontes/ Fungi

99
— dbmo Bmb000009

99 L— cme CMRO14C

99

29

cvi CV0145

[ cps CPS 2281

0 L Bacteria/ Proteobacteria/ Gamma/ Others

99

99

99

99

99
99

99

99

99
99

99

Eukaryontes/ Plants

Bacteria/ Proteobacteria

Bacteria/ Proteobacteria/ Beta
Bacteria/ Proteobacteria/ Gamma/ Others
Bacteria/ Proteobacteria/ Alpha
Bacteria/ Proteobacteria/ Beta

spo SPAC3C7.13c

Bacteria/ Proteobacteria

gox GOX0145

mta Moth 2302

Bacteria/ Proteobacteria

Bacteria/ Greeen sulfur bacteria

gvi gli1170

ret RHE CH01185

Bacteria/ Proteobacteria/ Gamma/ Others
Bacteria/ Cyanobacteria

cya CYA 1699

tel 110540

Bacteria/ Cyanobacteria

pmt PMT1102

pma Pro1124

pmm PMM1074

pmi PMT9312 1085

noc Noc 2062

pmn PMN2A 0676

Bacteria/ Chlamydia

Bacteria/ Firmicutes/ Lactobacillales

Bacteria/ Spirochete

——— bfl Bfi449

sco SCO0338
aor AO090005001427
rfr Rfer 4034

Eukaryotes/ Animals/ Vertebrate/ Fishes



79
Bacteria/ Firmicutes

_|: ctc CTC01864
61 Bacteria/ Frimuctes/ Bacillales

[—— aae aq 497

88 IT Bacteria/ Spirochete
mta Moth 2302

Bacteria/ Chlamydia

_|: gvi gIr3178
90 aba Acid345 2812

464: ret RHE CHO01185
tte TTE1005
99

Bacteria/ Proteobacteria/ Alpha

gvi gll1170

Bacteria/ Proteobacteria

Bacteria/ Proteobacteria/ Alpha
cef CE0542
ccr CC2057

1
88
i|: Bacteria/ Proteobacteria/ Beta
ava Ava C0151
49
S

Bacteria/ Actinobacteria

Bacteria/ Actinobacteria

Bcateria/ Proteobacteria

86
59 I: Bacteria/ Green sulfur bacteria
Bacteria/ Deinococcus-Thermus
88
(o]

gme Gmet 2619

_‘: rba RB2735
97 =5 Bacteria/ Cyanobacteria

Bacteria/ Proteobacteria

Bacteria/ Proteobacteria

96
499: Bacteria/ Proteobacteria/ Gamma/ Others
Bacteria/ Bacteroides
99

tpa TP0478

_|: dde Dde 3471
53 tma TM1155

81 —— mpa MAP1687

L srusRu 0078
99
85 — Eukaryotes/ Protists/ Alveolates/ Apicomplexa

L ecu ECUO8 1850
99
41 — Bacteria/ Fimmicutes/ Bacillales

I Eukaryotes/ Animals/ Vertebrates

Eukaryotes/ Animals/ Vertebrates

_|: cel B0O035.5
56 Eukaryotes/ Animals/ Insects
99

dme CG7140-PA

pfa PF14 0511

Eukaryotes/ Plants/ Dicotyledons/ mustard family

98
_|: Eukaryotes/ Plants/ Red alga
11 Eukaryotes/ Protists/ Cellular slime mold
99

spo SPAC9.01

Eukaryotes/ Fungi/ Ascomycetes

dyli YALIOE22649g
Eukaryotes/ Protists/ Euglenozoa

L 96
Dominio: G6PD_N
0]
99
90
0 97
86
66
77
63
99
31
87
79 72
(0]
(0]
57
77
97
36
71
75
82
61
11 39
98 29
89
32
71
(0]

91

99
41()': Eukaryotes/ Plants/ Dicotyledons/ mustard family
spo SPAC3C7.13c
86

Eukaryotes/ Fungi/ Ascomycetes/ Saccharomycetes

43

_|: cne CNG03280
76 Eukaryotes/ Fungi/ Ascomycetes/ Eurotiales
99



La enzima Fosfogluconato dehidrogenasa presenta dos dominios el 6PGD vy el
NAD_binding_2, los arboles obtenidos de estos dos dominios son los siguientes:

79 . -
Bacteria/ Firmicutes

ctc CTCO1864

Dominio 6PGD o 61 pvs Bacteria/ Frimuctes/ Bacillales
20 —— aae aq 497
I

Bacteria/ Spirochete

96

mta Moth 2302

Bacteria/ Chlamydia
gvi gIr3178
90 aba Acid345 2812
66 64 ret RHE CHO1185
tte TTE1005

99
77 Bacteria/ Proteobacteria/ Alpha
50 Bacteria/ Proteobacteria

86

88
57 Bacteria/ Proteobacteria/ Beta
ﬁE o e oot
Bacteria/ Proteobacteria/ Alpha
31 49
87 61 cef CE0542
A'E oor coe0st
79 72 Bacteria/ Actinobacteria
99
Bacteria/ Actinobacteria
94
59 —— Bacteria/ Green sulfur bacteria
o L Bacteria/ Deinococcus-Thermus
98
o) ————————  Bcateria/ Proteobacteria
) gme Gmet 2619
57 p rba RB2735
97 Bacteria/ Cyanobacteria
29
Bacteria/ Proteobacteria
48
Bacteria/ Proteobacteria
94
499: Bacteria/ Proteobacteria/ Gamma/ Others
o7 P Bacteria/ Bacteroides
tpa TP0478
36 dde Dde 3471
53 tma TM1155
81— mpa MAP1687
L srusRruU o078
99
85 I Eukaryotes/ Protists/ Alveolates/ Apicomplexa
- L ecu Ecuos 1850
99
I Bacteria/ Firmicutes/ Bacillales
L Eukaryotes/ Animals/ Vertebrates
75 8
a2 Eukaryotes/ Animals/ Vertebrates
cel BO035.5
61
11 56 Eukaryotes/ Animals/ Insects
39 99
dme CG7140-PA
pfa PF14 0511
78
Eukaryotes/ Plants/ Dicotyledons/ mustard family
o8 29 o8
|_': Eukaryotes/ Plants/ Red alga
11 Eukaryotes/ Protists/ Cellular slime mold
99
89 spo SPAC9.01
31
Eukaryotes/ Fungi/ Ascomycetes
32
dyli YALIOE22649g
6 74
Eukaryotes/ Protists/ Euglenozoa
71 99 N .
410‘: Eukaryotes/ Plants/ Dicotyledons/ mustard family
0 spo SPAC3C7.13c
86
91 Eukaryotes/ Fungi/ Ascomycetes/ Saccharomycetes
43 cne CNGO03280
76 Eukaryotes/ Fungi/ Ascomycetes/ Eurotiales



Dominio:
NAD_binding 2

929

99
99

Eukaryotes/ Animals

Eukaryotes/ Fungi/ Basidiomycetes

Eukaryotes/ Fungi/ Ascomycetes/ Saccharomycetes
dcin 286069

Eukaryotes/ Animals/ Insects

Eukaryotes/ Animals/ Insects

Eukaryotes/ Fungi/ Ascomycetes/ Saccharomycetes
Eukaryotes/ Fungi/ Ascomycetes/ Sordariomycetes
Eukaryotes/ Fungi/ Ascomycetes/ Eurotiales

spo SPBC660.16

Eukaryotes/ Fungi/ Ascomycetes/ Saccharomycets
ddi DDB0215011

pcu pc0317

rba RB2817

Eukaryotes/ Plants

Eukaryotes/ Plants/ Red alga

Bacteria/ Proteobacteria

gvi gli1117

Eukaryotes/ Protists/ Euglenozoa

blo BL0O444

cme CMS195C

Bacteria/ Proteobacteria/ Alpha

Bacteria/ ide:

tte TTE1941

tma TM0438

Bacteria/ Spirochete

tte TTEO195

Eukaryotes/ Protists/ Alveolates/ Apicomplexa
Bacteria/ Fimmicutes/ Bacillales

Bacteria/ Chlamydia

tcx Ter 1215

sde Sde 0635

Bacteria/ Pr teria/ Gamma/ Others

Bacteria/ Prote ia/ Gamma/ Others

Proteo! ia/ Beta
daga 12857
dcgr CAGLOM13343g

Eukaryotes/ Fungi/ Ascomycetes/ Saccharomycetes

99

b

99 99
99

T

9

Fimrmicutes/ Lac:

Bacteria/ Proteobacteria/ Gamma/ Enterobacteria
Bacteria/ Actinobacteria

tpa TP0O331

ctc CTCO1865

Pr ia/ Gamma/ Enterobacteria

Firmicutes/

Bacteria/ Proteobacteria/ Gamma/ Others

oih OB0185

gka GK2344

Bacteria/ Cyanobacteria

Bacteria/ Firmicutes/ Bacillales

aba Acid345 2811

Bacteria/ Firmicutes/ Lactobacillales
Eukaryotes/ Protists/ Alveolates/ Apicomplexa

Bacteria/ Pr teria/ Beta

Bacteria/ P

99

Bacteria/ Proteobacteria

Bacteria/ Proteobacteria/ Gamma/ Enterobacteria

Fimmicutes/

Bacteria/ Proteobacteria/ Gamma/ Enterobacteria

99

929
—

99 L

99

=

Actir

Bacteria/ Cyanobacteria
dar Daro 2069

ecu ECUO0S5 0860
tel tIr0576

Bacteria/ Proteobacteria
Bacteria/ Proteobacteria

Bacteria/ Pr teria

99

ret RHE PC00146
ret RHE PF00345
Bacteria/ Proteobacteria
cme CMJ086C

aci ACIADO0032
noc Noc 2077

dar Daro 3339

syw SYNwW2430
Eukaryotes/ Protists/ Euglenozoa
lla L81616

sso SS0O1560

Bacteria/ Proteobacteria/ Beta



La enzima ribosa -5-fosfato isomersa presenta un solo dominio el Rib 5-P isom A, el

arbol construido a partir de este es el siguiente

Dominio: Rib 5-P -
isom A 99 _ Bacteria/ Proteobacteria

56
9 [ Archaea/ Crenarchaeota

L ecu ECU10 0180
95

Bacteria/ Spirochete

95

Bacteria/ Cyanobacteria
Archaea/ Euryarchaeota
mka MK1665

Archaea/ Euryarchaeota

sru SRU 0511

Archaea/ Euryarchaeota

Archaea/ Euryarchaeota
pai PAE1027
afu AF0943

Bacteria/ Bacteroides

Eukaryotes/ Fungi/ Ascomycetes/ Saccharomycets
spo SPAC144.12

73 Eukaryotes/ Fungi/ Basidiomycetes
71 99

67

Eukaryotes/ Ascomycetes/ Eurotiales
99

EC]

99 ———— Eukaryontes/ Animals/ Nematodes

37 dcin 218459
| 46

Eukaryotes/ Fungi/ Ascomycetes/ Sordariomycetes

Eukaryontes/ Animals/ Insects

84 ddi DDB0231225

a
[§)]

o
© ©
o >

Eukaryontes/ Animals/ Vertebrates

mhu Mhun 0569

31 99

Bacteria/ Proteobacteria/ Beta

Bacteria/ Chlamydia

o
N
©
©
©

Bacteria/ Proteobacteria/ Gamma/ Enterobacteria

5 Archaea/ Euryarchaeota
oih OB2609

11 o gvi glioo30
99

N
@
@

Bacteria/ Proteobacteria/ Alpha

o ccr CC2303

99

11 Bacteria/ Proteobacteria/ Alpha

—————————————— Bacteria/ Firmicutes/ Lactobacillales
[¢]

— o8 79 Bacteria/ Firmicutes/ Lactobacillales

99 Isa LSA1685

59 blo BL1623

Bacteria/ Firmicutes/ Lactobacillales

Bacteria/ Firmicutes/ Bacillales

pcu pc1175

Bacteria/ Firmicutes/ Bacillales
9 Ipl Ip 0354

cac CAC1431

®
N
N
N
© @
© @

I

o
©

Bacteria/ Fimmicutes/ Lactobacillales
Eukaryotes/ Plants

gox GOX1708

ath At5g44520

©
'y
a
o
@
&)

7

Eukaryotes/ Protists/ Alveolates/ Apicomplexa

68

8 Bacteria/ Cyanobacteria

18 Bacteria/ Deinococcus-Thermus
94 48 99
oih OB2699

93 Bacteria/ Deinococcus-Thermus

bcl ABC3353

99

Bacteria/ Firmicutes/ Bacillales
99



La enzima Fosfoglucomutasa presenta 4 dominios: PGM_PMM I, PGM_PMM I,
PGM_PMM_III, PGM_PMM _1V, los arboles construidos a partir de estos dominios son
los siguientes:

Dominio: PGM_PMM_I




Cactana Protecbactenal Gamma/ Othars
Bactara/ Protecbactenal Beta

285 ctorin/ Chiamydia

Dominio: PGM_PMM_I

Bactenar Gammas Othars

3

fnu FNO366

[ bbaBaiss

aci ACIAD3502

B
zmo ZMO1002

ret RHE CHO3457
peu pe1307

Bactenas Protecbacterias Epsion
Bactenas Protecbacteria

sth STH194

Bactena/ Protecbacternial Alpha

tex Ter 1905
sat SYN 00938
sde Sde 3676

a8

22 Archacas Eurvarchasota
L aci aciaposoz

ceh Cag oasa
rba RBOS32

dyli YALIOEO2244g
sma SAvazaz
pac PPA1723

Ima LmjF34.3780
Eukaryotes/ Protists/ Euglenczoa

Eukaryotes/ Animas

fra Franccia 0690

Bactena/ Fimicutes

Bactena/ Fimicutes/ Bacilales

tde TDE 1998
fnu FNOSS9

tma TMO76S
sth STH2734

Bactenas Garmmas Others

Bactena
Eukarvotes/ Plants

ov gnsess

mag ambos74
Bactena/ Cyanobactera
cme cMT285C

spo SPBC32F12.10

Funav

ddi DDBO191348

Eukanventes Fungl Ascomycetes/ Eurotiaies.

Funai
ani ANZB67.2

Eukaryotes/ Protists/ Euglenozoa
dcin 295139

eme cMuUz72C

ehi 5.t00030

Bactenas Gyanobactera

Bacterias Cyanobactera
aba Acid34s 1751

pac PPA2286

Bactena Ganmmas

ra 1231
blo BL1630

Bactena
cer ccooss
dar Daro 1444




Dominio: PGM_PMM_III




Dominio: PGM_PMM_IV




La Fosfopentomutasa presenta dos dominios el PPM_N y el dominio Metalloenzyme,

a partir de estos dos dominios se construyeron loas siguientes arboles filogenéticos:

Dominio: PPM_N

91

Bacteria/ Proteobacteria

20 chy CHY 1963
92 tma TMO0167
42 dsy DSY2312
60 Bacteria/ Firmicutes/ Clostridia
o] 4 pca Pcar 2320
'7 sth STH1820
86 1 ade Adeh 0905
I—66|: Bacteria/ Deinococcus-Themus
i mta Moth 1500
o Bacteria/ Firmicutes/ Bacillales
81 o7 Bacteria/ Firmicutes/ Bacillales
9 — 1 sth STH552
78 ppr PBPRA2782
—99|: Bacteria/ Proteobacteria/ Gamma/ Enterobacteria
°° Bacteria/ Firmicutes
Dominio: Metalloenzyma
Bacteria/ Firmicutes
88 pha PSHAbOO81
tte TTE0O463
0 89 27 Bacteria/ Firmicutes/ Clostridia
80 _|: tma TM0167
27 60 chy CHY 1963
L Bacteria/ Proteobacteria/ Delta

87

8
43 i': sth STH1820
bcl ABC1783

Bacteria/ Deinococcus-Thermus

—— mta Moth 1500

34 I— Bacteria/ Proteobacteria
67

Bacteria/ Proteobacteria/ Alpha

Bacteria/ Firmicutes/ Bacillales

52 29 Bacteria/ Firmicutes/ Bacillales
o7 — L sth STH552
61 ppr PBPRA2782
—l

Bacteria/ Proteobacteria/ Gamma/ Enterobacteria

9
e Bacteria/ Proteobacteria/ Epsilon

[T — Bacteria/ Firmicutes/ Bacillales
99

La enzima Ribosa-fosfato difosfocinasa, presenta un solo dominio el Pribosyltran



Dominio:
Pribosyltran

Firmicutes

Ll

AL Ap ol
Bacteria/ Protobacteria/ Alpha
Bacteria/ Bacteroides

bth BTO748

Pgi PG2097

tma TM1628

BActera/ Proteobacteria/ Epsilon
Bactera/ Green sulfur bacteria
Bactera/ Firmicutes/ Clostridia
sth STH3239

Bactera/ Firmicutes

sat SYN 02767

Bacteria/ Green nonsulfur bacteria
rba RB6844

Bacteria/ Deinococcus-Thermus
blo BLO418

nfa Nfa48790

Bacteria/ Firmicutes/ Mollicutes
mpe MYPE9450

Bacteria/ Actinobacteria
Bactera/ Actinobacteria
Bactera/ Proteobactenia

uur UU193

Bacteria/ Firmicutes/ Mollicutes
Bacteria/ Spirochete

blo BL1254

Eucaryotes/ Plants

ehi 17.t00052

ava Ava 4123

Bacteria/ Actinobacteria
Bacteria/ Firmicutes/ Clostridia

mbu Mbur 1877

Archaea/ Euryarchasota
mth MTH784

ape APE 1834
Bactera/ Proteobacteria
Archaea

Bacteria/ Actinobactera
Isl LSL 1610

Eucaryotes/ Protists

+ Others
Bactena/ Firmicutes/ Lactobacillales
Bacteria/ Deinococcus-Thermus.

mbu Mbur 1806

Eucaryotes/ Protists/ Euglenozoa

Alpha
Bacteria/ Spirochete

Bacteria/ Proteobacteria/ Beta
Bacteria/ Protecbacteria/ Beta
cps CPS 3557

Ima LmjFo8.1130

Eucaryote/ Protists/ Euglenozoa

Gamma/ Others

sde Sde 3256
pac PPAO531

Others

Gamma/ Others

aba Acid345 4540
sil SPO3159

Bacteria/ Proteobacteria/ Alpha

Epsilon

Epsilon
tdn Tmden 1636

cme CMT113C

sru SRU 0815

Eucaryotes/ ~ =
Bacteria/ Cyanobacteria
Bacteria/ Cyanobacteria

cme cMmTzoz2C

RIS ARl

oy
Bacteria/ Protecbactera/ Delta

fnu FN1992

sru SRU 0459

ade Adeh 0121

dps DP2734

dwu DVU1575

dde Dde 2126

gvi gllogo1

lip LIO736

Eucaryotes/ Plants

bcl ABC3150

aae aq 1636

BActeria/ Fimmicutes

cme CMM24a9C

ddi DDBO168827

Eucaryotes/ Fungi/ Ascomycetes

Eucaryotes/ Animals

Eucaryotes/ Fungi/ Ascomycetes/ Saccharomycetes
Eucaryotes/ Fungi/ Ascomycetes/ Saccharomycetes
Eucaryotes/ Fungi/ Ascomycetes/ Saccharomycetes
Eucaryotes/ Fungi/ Ascomycetes/ Saccharomycetes
Eucaryotes/ Fungi/ Ascomycetes

ddi DDBO186131

Eucaryotes/ Fungi/ Ascomycetes

Eucaryotes/ Animals/ Nematodes

Eucaryotes/ Fungi/ Basidiomycetes

Eucaryotes/ Animals/ Vertebrates/ Mammals

dcin 220717

Eucaryotes/ Animals/ Vertebartes/ Mamals
Eucaryotes/ Animals

dbmo BmbO27657

ljo LJO103

mta Moth 0076

spo SPBC3D6.06c

Bacteria/ Chlamydia

Bacteria/ Protecbacteria

= Fungi/ Ascomycetes
E Fungi/ Ascomycetes
Eu. Fungi/ Ascomycetes/ Saccharomycetes




5. Conclusiones:

Evolucién de la ruta.

La comparacion estructural de las proteinas nos permiten inferir el posible mecanismo
de evolucion de la sintesis de PRPP a través de la ruta de las pentosas fosfato, de
acuerdo a las distintos teorias de evolucion de rutas; el origen polifilético de las
enzimas que participan en la sintesis, nos parece indicar que el principal mecanismo
de evolucion que tomo parte en el ensamble de la ruta fue tipo patchwork, donde las
enzimas fueron reclutadas a partir de distintas rutas metabdlicas ya existentes. A
demas la homélogia que presentan las enzimas que participan, en la via oxidativa de
la ruta de las pentosas fosfato, la Glucosa-6-fosfato 1-deshidrogenasa [EC: 1.1.1.49]
con la 6-fosfogluconato deshidrogenasa [EC: 1.1.1.44] y la 6- fosfogluconolactonasa
[EC: 3.1.1.31] con la Ribosa 5-fosfato isomerasa [EC: 5.3.1.6] parecen fortalecer la
idea que la ruta fue ensamblada por un mecanismo tipo patchwork. Sin embrago no
se puede saber que enzima surgié primero y dio origen a la otra.

Por otra parte la ausencia de evidencia de homologia entre enzimas que catalicen
pasos secuenciales no permite que el mecanismo de evolucién haya sido tipo
Horowitz o Granick; asi como tampoco puede ser un mecanismo semi-enzimatico

debido a que no se presentan reacciones espontaneas,

Distribucion filogenética de las enzimas

El 5-fosforribosil-1-pirofosfato (PRPP) es el precursor comin en la sintesis de
salvamento y de novo de nucleétidos. La sintesis de PRPP a través de la rutas de las
pentosas, constituye una de las vias por la cual los dominios Bacteria y Eucarya
pueden sintetizar PRPP a partir de glucosa, como se muestra en los en los
resultados; sin embargo para el dominio Archaea, no lo es asi, los integrantes de este
dominio no presentan la ruta completa de las Pentosas fosfato, carecen de las
enzimas que participan en la via oxidativa, por lo tanto no pueden sintetizar Ribulosa
5P, para ello emplean una ruta alterna a través de la ruta de la Ribulosa -monofosfato.
Considerando, que la descripcidn del ultimo ancestro comun puede ser inferida por la
distribucion de los caracteres homodlogos en los tres linajes celulares, en otras
palabras las caracteristicas de esté estarian definidas por las propiedades que se
comparten en todos los organismo vivientes, y tomando en cuenta que el ultimo

ancestro comun era un organismo complejo, posiblemente muy parecido a las



bacterias actuales, podriamos tratar de inferir si la sintesis de PRPP a través de la ruta
de las pentosas fosfato ya estaba presente en este; sin embrago, la distribucién de
todas la enzimas que participan en esta via de sintesis, no presentan una distribucién
universal, solo aquellas pertenecientes a la via no-oxidativa, debido a esto no
podemos establecer que la ruta completa de las pentosas fosfato se encontraba ya
presente en el ultimo ancestro comun; asi como tampoco podemos determinar si la via
oxidativa de la ruta de las pentosas, por la cual se sintetiza ribulosa 5-P, surgi6é antes
que la de la ribulosa monofosfato, esto se debe a que el arbol universal esta sin raiz,
debido a esto no podemos determinar si el dominio Bacteria es mas antiguo que el

Archaea o por lo contrario, el Archaea es mas antiguo que el Bacteria.

Elaboracién de Filogenias

Con respecto a la elaboracién de filogenias a partir de los dominios que presentan las
enzimas, los arboles obtenidos no reflejan una relacién clara, ya que diversos
organismos pertenecientes a linajes celulares distintos aparecen como grupos
hermanos, con lo cual el empleo de estos para la elaboracion de filogenias no es
adecuado.
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7. Apéndice

7.1 Enzimas que participan en la sintesis de PRPP a través de la OPPP

Es muy comun encontrar enzimas que son conocidas con diversos nombres, debido a
esto se utiliza un esquema de clasificacion de la comisién de enzimas EC (Enzyme
Commission), este esquema se basa sobre un numero jerarquico de cuatro digitos. El
primer digito describe la clase de la enzima, digitos subsecuentes definen futuros
detalles de su funcion y reactantes; en la siguiente tabla se muestra los sinébnimos de
cada enzima y su numero EC

Numero EC: sinébnimos

Glucosa-6-fosfato isomerasa; fosfohexosa isomerasa;
fosfohexomutasa; oxoisomerasa; hexosafosfato isomerasa;
5.3.1.9 fosfosacaromutasa; fosfoglucoisomerasa; fosfohexoisomerasa;
fosfoglucosa isomerasa; glucosa fosfato isomerasa; hexosa
fosfato isomerasa; D-glucosa-6-fosfato ceto I-isomerasa

Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa; NADP-glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa; Zwischenferment; D-glucosa 6-fosfato
1.1.1.49 deshidrogenasa; glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (NADP);
glucosa 6-fosfato deshidrogenasa dependiente de NADP;
6-fosfoglucosa deshidrogenasa; enzima Entner-Doudoroff;
glucosa-6-fosfato1-deshidrogenasa; G6PDH; GPD

6-fosfogluconolactonasa;

3.1.1.31 Fosfogluconolactonasa;

6-PGL

Fosfogluconato deshidrogenasa (descarboxilando);
acido fosfogluconico deshidrogenasa; 6-fosfogluconico
1.1.1.44 deshidrogenasa;

6-fosfogluconico carboxilasa; 6-fosfogluconato dehidrogenasa
(descarboxilando);6-fosfo-D-gluconato deshidrogenasa
Ribosa-5-fosfato isomerasa; fosfopentoisomerasa;
fosforriboisomerasa; ribosa fosfato isomerasa;

5.3.1.6 5-fosforribosa isomerasa; D-ribosa 5-fosfato isomerasa;
D-ribosa-5-fosfato ceto-isomerasa

5422 Fosfoglucomutasa; glucosa fosfomutasa;
fosfoglucosamutasa

Fosfopentomutasa; fosfodesoxirribomutase; desoxirribosa
fosfomutasa; desoxirribomutasa; fosforribomutasa; alpha-D-
54.2.7 glucosa-1,6-bifosfato:desoxi-D-ribosa-1-fosfato;
fosfotransferasa; D-ribosa 1,5 fosfomutasa

ribosa-fosfato difosfocinasa; ribosa-fosfato pirofosfocinasa;
PRPP sintetasa; fosforribosilpirofosfato sintetasa; PPRibP
sintetasa; PP-ribosa P sintetasa; 5-fosforribosil-1-pirofosfato
2.7.6.1 sintetasa;

5-fosforribosa pirofosforilasa; 5-fosforribosil-alpha-1-pirofosfato




sintetasa; fosforribosil-difosfato sintetasa;
fosforribosilpirofosfato sintetasa; pirofosforribosilfosfato
sintetasa;

ribofosfato pirofosfocinasa; ribosa-5-fosfato pirofosfocinasa

PhnN

Tabla 7.1. Sinénimos de las enzimas de la OPPP

7.1.1 Clasificacion de las enzimas

De acuerdo al esquema de jerarquico de cuatro digitos de la comision de enzimas el
primer digito describe la clase de enzima:

1 es asignado para las oxidorreductasas

2 para transferasas

3 para hidrolasas

4 para liasas

5 para isomerasas

6 para ligasas.

De acuerdo a lo anterior, la clasificacion de las enzimas es la siguiente, esta fue
tomada de la base de datos PDB:

http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do

http://www.rcsb.org/pdb/browse/browse.do?t=3&useMenu=no

1: Oxidorreductasas.
1.1: Actuando sobre el grupo CH-OH de donadores
1.1.1: Con NAD ® o NADP ) como aceptor.
1.1.1.44: Fosfogluconato dehidrogenasa (descarboxilando).
1.1.1.49: Glucosa-6-fosfato 1-dehidrogenasa.

2: Transferasas.
2.7: Transfiriendo grupos que contienen fésforo.
2.7.6: Difosfotransferasas
2.7.6.1: Ribosa-fosfato difosfocinasa

3: Hidrolasas.
3.1: Actuando sobre enlaces ester.
3.1.1: Hidrolasas de ester carboxilicos.
3.1.1.31: 6-fosfogluconolactonasa.

5: Isomerasas.

5.3: Intramolecular oxidorreductasas.



5.3.1: Interconvercion de adosas y celosas.
5.3.1.6: Ribosa-5-fosfato isomerasa.
5.3.1.9: Glucosa-6-fosfato isomerasa.

5.4: Intramolecular transferasas (mutasas).
5.4.2: Fosfotransferasas (fosfomutasas).
5.4.2.2: Fosfoglucomutasa.

5.4.2.7 Fosfopentomutasa

7.1.2 Rutas en las que participan

Generalmente las enzimas pueden participar en distintas rutas metabdlicas, debido a
que los substratos que utilizan pueden formarse en distintas rutas o pueden utilizar
distintos substratos quimicamente relacionados. En la tabla 7.2 se muestran las rutas
en las que participan las enzimas de la OPPP (via oxidativa de la ruta metabdlica de
las pentosas fosfato)

Numero Enzima Ruta en las que participa
EC
5.3.1.9 Glucadlisis / Gluconeogénesis; Ruta
Glucosa-6-fosfato isomerasa de las Pentosas Fosfato
y en el metabolismo del almidéon y
sacarosa.
1.1.1.49 | Glucosa-6-fosfato Ruta de las Pentosas Fosfato;
1-dehidrogenasa Metabolismo del Glutation
3.1.1.31 | 6-fosfogluconolactonasa Ruta de las Pentosas Fosfato

1.1.1.44 | 6-fosfogluconato dehidrogenasa |Ruta de las Pentosas Fosfato

5.3.1.6 | Ribosa 5-fosfato isomerasa Ruta de las Pentosas Fosfato;
Fijacion de Carbono
5.4.2.2 |Fosfoglucomutasa Glucdlisis/Gluconeogénesis; Ruta de

las Pentosas Fosfato; Metabolismo
de la Galactosa; Metabolismo de
Almidén y Sacarosa; biosintesis de
estreptomicina

5.4.2.7 |Fosfopentomutasa Ruta de las Pentosas Fosfato;
Metabolismo de Purinas
2.7.6.1 Ribosa-fosfato pirofosfocinasa Ruta de las Pentosas Fosfato;
Metabolismo de las Purina
PhnN Ruta de las pentosas Fosfato

Tabla 7.2. Ruta(s) en que participan las enzimas



7.1.3 Reacciones que catalizan

Glucosa-6-fosfato isomerasa [EC: 5.3.1.9]

e D-Glucosa 6-fosfato = D-fructosa 6-fosfato;

e 0-D-Glucosa 6-fosfato = B-D-Glucosa 6-fosfato
Glucosa-6-fosfato 1-dehidrogenasa [EC: 1.1.1.49]

¢ D-glucosa 6-fosfato + NADP+ = D-glucono-1,5-lactona-6-fosfato

+ NADPH + H*

6-fosfogluconolactonasa [EC: 3.1.1.31]

¢ D-glucono-1,5-lactona-6-fosfato + H20 = 6-fosfo-D-gluconato
6-fosfogluconato dehidrogenasa [EC: 1.1.1.44]

e 6-fosfo-D-gluconato + NADP* = D-ribulosa 5-fosfato + CO2 + NADPH
Ribosa 5-fosfato isomerasa [EC: 5.3.1.6]

e D-ribulosa 5-fosfato = D-ribosa 5-fosfato
Fosfoglucomutasa [EC: 5.4.2.2]

e D-ribosa 5-fosfato = alpha-D-ribosa 1-fosfato, esta inter conversion es realizada

mas lentamente.

e alpha-D-glucosa 1-fosfato = D-glucosa 6-fosfato
Fosfopentomutasa [EC: 5.4.2.7]

e D-ribosa 5-fosfato = alpha-D-ribosa 1-fosfato
Ribosa-fosfato pirofosfocinasa [EC: 2.7.6.1]

e ATP + D-ribose 5-phosphate = AMP + 5-phospho-alpha-D-ribose 1-

diphosphate

7.2 Programas empleados

Los programas empleados en el analisis son los siguientes:

El programa Ancestor_7.pl, realiza el analisis de comparacioén de secuencias mediante
el empleo de BLAST y produce distintos archivos, los cuales se distinguen por la
terminacion: .genes, .secBLAST, .lista, .outPSI, .dominios, .alineacion.

El programa compara _genes.pl, toma todos los archivos con terminacién .genes y
crea dos archivo consenso, en distintos formatos: homologos.faa (todas las

secuencias homologas en formato FASTA) y homologos.xls (los genes homdlogos en
una hoja de calculo).



El programa compara_lista.pl,

toma todos los archivos con terminacién .lista y lo

resume en un solo archivo denominado: homoélogos.lista.

El programa hoz.pl, busca dominios en las secuencias homologas por medio de la

comparacion con la base de datos de dominios de Pfam.

7.3 Clasificacion de los dominios de las enzimas

7.3.1 Clasificacion de los dominios de acuerdo a la base de datos de Pfam

Numero
EC

Dominios

1.1.1.44 | NAD_binding 2
6PGD

[468 residuos]

1.1.1.49 |G6PD_N
G6PD_C

[491 residuos]

2.7.6.1 | Pribosyltran

[300 residuos]

3.1.1.31 | Glucosamine_iso

5.3.1.6 |Rib_5-P_isom A

[219 residuos]

5.3.1.9 |PGI

[549 residuos]

5422 |PGM_PMM_]

PGM_PMM_II
PGM_PMM_III _m_.' '.
PGM_PMM_IV [546 residuos]
5427 |PPM_N
Metalloenzyme @—.—

[407 residuos]

Tabla 7.3.1 Clasificacion de los dominios de acuerdo a Pfam



7.3.2 Clasificacion de los dominios de acuerdo a la base de datos de SCOP

Dominio

Clasificacion

SCOP

PGI

Clase: Alfa y beta proteina (a/b)
Plegamiento: dominio SIS
Superfamilia: dominio SIS

Familia: Fosfoglucosa isomerasa, PGl

NAD_binding2

Clase: Alfa y beta proteina (a/b)

Plegamiento: Dominio de plegamiento Rossman de unién a NAD(P)
Superfamilia: Dominio de plegamiento Rossman de union a NAD(P)
Familia: Dominio N-terminal como 6-fosfogluconato deshidrogenasa

6PGD

Clase: Toda alfa proteina

Plegamiento: Dominio C-terminal como 6-fosfogluconato
dehidrogenasa

Superfamilia Dominio C-terminal como 6-fosfogluconato dehidrogenasa
Familia: Hidroxi isobutirato y dominio 6-fosfogluconato dehidrogenasa

G6PD_N

Clase: Alfa y beta proteina (a/b)

Plegamiento: Dominio de plegamiento Rossman de union a NAD(P)
Superfamilia: Dominio de plegamiento Rossman de unién a NAD(P)
Familia: Dominio N-terminal como gliceraldehido-3-fosfato
dehidrogenasa

G6PD_C

Clase: Alfa y beta proteina (a+b)

Plegamiento: Dominio C-terminal como gliceraldehido-3-fosfato
dehidrogenasa

Superfamilia: Dominio C-terminal como gliceraldehido-3-fosfato
dehidrogenasa

Familia: como glucosa 6-fosfato dehidrogenasa

Pribosyltran

Clase: Alfa y beta proteina (a/b)
Plegamiento: como PRTase
Superfamilia: como PRTase

Familia: Fosforribosilpirofosfato sintetasa

Rib_5-P_isom_A

Clase: Alfa y beta proteina (a/b)

Plegamiento: como NagB/RpiA/CoA transferasa

Superfamilia: como NagB/RpiA/CoA transferasa_

Familia: dominio catalitico D-ribosa-5-fosfato isomerasa (RpiA),

PGM_PMM | Clase: Alfa y beta proteina (a/b)

PGM PMM I Plegamiento: Primeros tres dominios, Fosfoglucomutasa
PGM PMM Il Superfamilia: Primeros tres dominios, Fosfoglucomutasa
- - Familia: Primeros tres dominios, Fosfoglucomutasa

PGM_PMM_IV Clase: Alfa y beta proteina (a+b)

Plegamiento: como TBP

Superfamilia: Dominio C-terminal, Fosfoglucomutasa_

Familia: Dominio C-terminal, Fosfoglucomutasa
PPM_N n/a
Metalloenzyme n/a

Glucosamine_iso

Clase: Alfa y beta proteina (a/b)

Plegamiento: como NagB/RpiA/CoA transferasa
Superfamilia: como NagB/RpiA/CoA transferasa
Familia: como NagB

Tabla 7.3.2. Clasificacion de los dominios de acuerdo a SCOP
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