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Resumen

Existen dos glicil tRNA sintetasas (glyRSs). Ambas pertenecen a la familia
monofilética conocida como Clase II. Una glyRS es dimérica (a2) y esta
presente en los tres dominios de la vida. La otra es tetramérica ((a,f3,) y se
encuentra presente so6lo en bacteria. Aunque estas dos descienden del mismo
ancestro comun estudios de la subunidad a de glyRS establecieron que la
version bacteriana estd mas cercanamente relacionada a la alanil tRNA
sintetasa. Esto parece indicar que la funcién de esterificacion de la glicina
surgid dos veces dentro de la misma familia. En este trabajo de tesis se exponen
los estudios realizados a nivel de secuencia y estructura de la subunidad p de la
glicil tRNA sintetasa.

Gracias a la comparacién de estructuras y a métodos de prediccion de secuencia
se establecieron similitudes de plegamiento con otras proteinas. Entre ellas se
encuentran el dominio fosfodiesterasa, la arginil tRNA sintetasa, la enzima de
adicion de CCA Clase I y otras enzimas de la Superfamilia Polimerasas f3.

También con el objetivo de esclarecer la antigiiedad de la glyRS se realizo el
mapeo de ausencia y presencia en arboles de referencia. El mapeo en el arbol de
la vida publicado por Banfield y colaboradores [25] mostrd indicios de eventos
de reemplazo no homodlogo entre ambas versiones de estd enzima. Se usé un
modelo para obtener la probabilidad de estos eventos en arboles generados
aleatoriamente. Estos mostraron menos eventos significativos de ganancia de la
version heterotetramerica en contraste con multiples eventos para la ganancia
de la versién dimérica. Ya que los grupos cercanos a la raiz entre archaea y
bacteria en este arbol han sido considerados un artefacto del método se incluyd
también la distribucion en estudios recientes de la raiz del Gltimo ancestro
comun de la bacteria. En el arbol publicado por Coleman y colaboradores [8] el
grupo Fusobacteria seria cercano a la raiz del ultimo ancestro comun de la
bacteria. La homogeneidad de presencia de la version bacteriana en
Fusobacteria podria sugerir que la version bacteriana de la glyRS es antigua.



Introduccion

Las aminoacil-tRNA sintetasas (aaRSs) son una familia de enzimas que
catalizan la esterificacion de aminoacidos con su tRNA correspondiente. Estas
enzimas son el punto clave en la fidelidad del codigo genético ya que son las
encargadas de verificar la correspondencia triplete-aminoacido. Al ser el tinico
punto de control se reconoce que la actividad de las aaRSs es tan antigua como
el codigo genético [37, 39].

Las aaRSs pueden ser clasificadas en dos familias monofiléticas diferentes
conocidas como Clase I y Clase II. Esto implica que existieron dos ancestros
diferentes que dieron origen a los ejemplares conocidos de estas enzimas.
Actualmente se conocen 24 diferentes aminoacil tRNA sintetasas, 20
correspondientes a cada aminoacido comin en los seres vivos, una para
pirrolisina, una para fosfoserina y las ultimas dos corresponden a una segunda
version para los aminodcidos lisina y glicina respectivamente. Estas enzimas
suelen nombrarse con el codigo de tres letras del aminoacido substrato seguido
por RS. El cédigo de tres letras y clasificacion de las aaRS correspondiente
puede observarse en la Tabla 1.

Met Cys Trp
Clase I Leu Gln Arg

Ile Glu Lys 1

Val Tyr

Gly (I/1I) Ser Pyl
Clase 11 Pro Ala Phe

Thr Asp Sep

His Asn Lys II

Tabla 1. Las dos clases de aminoacil tRNA sintetasas. Se muestra la clasificacion de las
aminoacil tRNA sintetasas. Ilustradas por el codigo de 3 letras de los aminodcidos que
esterifican. Se muestra Lys I en la Clase I y Lys II en la Clase II, mientras que para glicina en la
Clase II estan presentes ambas versiones.



Las dos clases difieren en plegamiento y sitios conservados. La Clase I tiene un

plegamiento tipo Rossman con 5 hebras B paralelas conectadas por a hélices.
Sus sitios conservados son conocidos como KMSKS y HIGH, nombrados asi
por los aminoacidos que los conforman. En contraste la Clase II tiene 7 hebras
B antiparalelas flanqueadas por a hélices con tres sitios conservados conocidos
como motivos 1, 2, 3 respectivamente. Estos plegamientos se pueden observar
en la Figura 1.

A Clase |
Dominio Tipo Rossmann

ArgRS
PDB CODE: 5f5w

Clase Il
B Dominio Caracteristico de las aaRSs Clase Il

AlaRS
PDB CODE: 3wqy

Figura 1. Diferencias en el plegamiento de la Clase I y Clase II de aaRSs. A. Se muestra la
representacion de la estructura de la arginil tRNA sintetasa (ArgRS) en complejo al tRNA. Esta
pertenece a la Clase I. Acercamiento al plegamiento tipo Rossmann (en rojo). B. El modelo de
la alanil tRNA sintetasa (AlaRS) en complejo con el tRNA de alanina. El plegamiento
conservado del sitio catalitico de las aminoacil tRNA sintetasas de Clase II (en rojo).



A nivel cuaternario también podemos observar diferencias entre las dos clases.
Las aaRSs de Clase I generalmente se encuentran en estado monomeérico. Las
enzimas de la Clase II se encuentran como dimeros y en el caso de la glyRS y
pheRS una subunidad accesoria .

En cuanto a la correspondencia de una aminoacil tRNA sintetasa por cada
aminoacido las dos excepciones son la lysRS y la glyRS. En el caso de la lysRS
ambas versiones pertenecen a distintas clases por lo que la existencia de éstas se
considera un evento de convergencia en funcion [40]. En el caso de las dos
glyRS ambas pertenecen a la Clase II pero varian en su estado oligomérico, una
es dimérica (a,) y otra es heterotetramérica (a,3,) como se muestra en la Tabla
2. Debido a que la version o, es la Unica en organismos eucariotas y en la
mayoria de arqueas la referiremos como eu-glyRS. La version
heterotratramérica serd referida como bac-glyRS.

Clase I Clase 11
aaRS Oligomerizacion aaRS Oligomerizacion
eu-Gly o,
Met o, O Pro 0y
Leu o Thr o,
Ile o His o,
Val o Ser o,
Cys o, G Asp o,
Gln Z Asn o
Glu o Lys II 0,
Tyr o Pyl 0,
Trp a Phe (ap)2
Arg a Sep oy
Lys I a Ala o,
bac-Gly 0P,

Tabla 2. El estado oligomérico de las aaRSs. Para cada aminoacil tRNA sintetasa se muestra
el estado oligomérico, se ilustra con el codigo de tres letras del aminoacido que esterifican.
Mientras que la mayoria de las aaRSs de Clase II se encuentran como monémeros. En la Clase
IT son dimeros. Entre las excepciones mas notorias se encuentra bac-glyRS al contar también
con una subunidad f3.



Figura 2. Las dos versiones de glicil tRNA sintetasa pertenecen a la Clase II. A. Estructura
de la subunidad a de la bac-glyRS (PDB: 7LU4 cadena A 1-172) . B. Alineamiento estructural
recortado de subunidad a de bac-glyRS (PDB: 7LU4) y eu-glyRS (PDB: 2zt8). C. Estructura de
la eu-glyRS (PDB: 2zt8)

La clasificacion de ambas glyRSs fue hecha a nivel de secuencia al comparar la
subunidad o de la bac-glyRS con otras aminoacil tRNA sintetasas de la Clase II.
Como se puede ver en la Figura 2 estés tienen el plegamiento de las aaRSs de
Clase II y la eu-glyRS puede ser sobrepuesta con la subunidad o de la
bac-glyRS con un RMSD de 2.7 A [46]. Aunque el plegamiento se encuentra
conservado en los centros cataliticos muestran una estrategia diferente de
reconocimiento del sustrato. La version bacteriana interactua con la glicina
mediante aminodcidos como la glutamina, treonina y un acido glutdmico. En
contraste, su contraparte eucarionte reconoce a la glicina en parte mediante 3
acidos glutdmicos en distintas posiciones como se muestra en la Figura 3.

Comparaciones a nivel de estructura de la subunidad o demostraron que la
bac-glyRS o es mas parecida a la alaRS que a su contraparte eucarionte. A
pesar de que la alaRS y la glyRS unen distintos aminoacidos ambas tienen la
misma estrategia para reconocerlos [45]. Esto podria implicar que la actividad
de aminoacilacion de glicina surgié dos veces en una misma familia de
enzimas.



Figura 3. La forma de reconocer a la glicina es diferente en ambas glyRSs. A. Centro
catalitico de la bac-glyRS en union con GSAd (5'-O-[N-(l-glicil)sulfamoil] adenosin) un
analogo del adenilato de glicina. Se muestran los aminoacidos involucrados en el
reconocimiento de la glicina (PDB: 1j5w). B. Centro catalitico de eu-glyRS en union con
GSAd. Se muestra la representacion de la cadena lateral de los 4cidos glutamicos 245, 295 y
522 (PDB: 2zt8). C. Superposicion del sitio de union a GSAd en ambas versiones de la glicil
tRNA sintetasa.



En cuanto a la estructura completa de la bac-glyRS bioldgicamente se encuentra
como un heterotetrdmero a,f3, con una masa total de 100 kDa. La subunidad 3
tiene una masa aproximada de 36.5 kDa. Esta flanquea a las subunidades o
que se unen en el centro del complejo como se muestra en la Figura 4. La
catalisis de la aminoacilacion se lleva a cabo en la subunidad o por lo que se
hipotetiza que la subunidad B podria tener un papel en la uniéon con el tRNA ya
que su presencia tiene efecto en la velocidad de reaccion in vitro [46].

Figura 4. Estructura de la bac-glyRS. La version heterotetramérica de la glicil-tRNA
sintetasa. Las dos subunidades a en el centro (en colores azul y verde). Las subunidades beta
flanquean a las subunidades alfa (en colores amarillo y rojo) PDB:7LU4.



Estructura de la subunidad 3

La subunidad B es unica en su tipo, dentro de las aminoacil tRNA sintetasas la
fenilalanil tRNA sintetasa (pheRS) y la glicil tRNA sintetasa bacterianas son las
unicas que tienen otra subunidad. En el caso de la pheRS las dos subunidades
tienen un tamano similar y su interfaz de contacto se da a lo largo de toda la
proteina [1]. La representacion de la estructura de la pheRS se puede observar
en la Figura 5.

(4
Figura 5. La estructura de la PheRS muestra una oligomerizacion tipo (af)2. Se muestra el
modelo de la estructura de fenil-tRNA sintetasa. Las dos subunidades PheS o a (morado y
amarillo) se encuentran rodeadas por una subunidad PheT o B cada una (verde y azul
respectivamente). La disposicion se considera (af)2 ya que es la union de dos dimeros aff en
contraste a la glicil tRNA sintetasa bacteriana que tiene interfaces entre cada subunidad. En este
caso dos subunidades PheT cristalizaron junto con el (af3)2.

La subunidad B de la bac-glyRS puede ser dividida en 5 dominios distintos
como se muestra en la Figura 6. Estos podrian tener un papel en el acomodo
del tRNA de glicina (gly-tRNA).



Dominio 1 1-64, 129-216
Dominio 2 65-128
Dominio 3 217-350
Dominio 4 351-578
Dominio 5 579-690

Duaain & Benisins
1 |

Figura 6. La subunidad [ de la bac-glyRS en dominios. Se muestran la estructura de la
subunidad B de la bac-glyRS con los colores del arcoiris de N-terminal (azul) a C-terminal
(rojo). Se muestran en la tabla los aminoacidos correspondientes a los 5 dominios con base en el
programa vast [27].

El grado de conservacion de la secuencia varia en los dominios de la subunidad B. El dominio
que muestra mayor conservacion es el 3, posiblemente por su papel de interfaz entre la
subunidad o y B de esta enzima. En la Figura 7 se muestran los diferentes grados de
conservacion en la superficie de la proteina.

1807
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Variable Promedio Conservado

Figura 7. Conservacion de secuencia en la subunidad p de la bac-glyRs. Se observa desde
dos angulos opuestos la estructura de la subunidad B, la superficie se muestra conforme a un
gradiente de conservacion de secuencias generado con MUSCLE e imagen realizada con el
plugin de Consurf para PyMol [10].



Distribucion

La antigliedad de una proteina se puede inferir a partir de realizar un analisis de
cuantos y cudles organismos cuentan con ella. Una proteina universalmente
conservada puede ser considerada ancestral. La presencia esporadica de las dos
formas de glyRS indica eventos de transferencia horizontal por lo que no es
sencillo concluir que tan antiguas son éstas.

Un mapeo de presencia-ausencia de la bac-glyRS puede ser usado para inferir
eventos de transferencia horizontal de genes (LGT por sus siglas en inglés). A
los eventos de transferencia horizontal de este tipo se les conoce como
reemplazo no homologo, involucrando la pérdida de una enzima y la ganancia
de otra que tiene la misma funcién pero no comparte un ancestro comun. El
modelo de la probabilidad de LGT propuesto por Stern y colaboradores [43]
cuenta con 4 parametros que representan las velocidades de ganancia y pérdida
de los dos genes. Estos parametros se calcularon usando técnicas de maxima
verosimilitud. El modelo de Markov consiste en representar la probabilidad de
que un evento estocastico suceda, en este caso la transferencia horizontal del
gen. Este simula la evolucién sobre un alfabeto de 3 estados describiendo en
este caso la presencia de bac-glyRS, eu-glyRS o las dos. Se asume que los
eventos de ganancia y pérdida simultaneos son imposibles.

El modelo probabilistico fue inicialmente propuesto para las enzimas timidilato
sintetasas (TS). También se considera valido para las glyRSs ya que ambas
proteinas comparten:

1) La existencia de dos versiones de la enzima las cuales no estan
cercanamente relacionadas evolutivamente

2) Una distribucion esporadica en los organismos bacterianos.
3) Ambas son proteinas fundamentales, lo que significa que la pérdida de
¢stas compromete la supervivencia del organismo. Lo cual, a su vez,

implica que el reemplazo no homodlogo pasa por 3 estados: (1) inicial
donde ocurre la ganancia de la segunda version, (2) intermedio con la
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presencia de ambas versiones y (3) estado final cuando ocurre la pérdida
de la version inicial de la proteina.

4) Su papel enzimatico se considera primordial y antiguo, posiblemente
encontrado en el Ultimo Ancestro Comin (LUCA por sus siglas en
inglés). Parte de la replicacion del DNA en el caso de las timidilato
sintasas y fidelidad de la traduccion proteica en el caso de las glicil
tRNA sintetasas.

El célculo de las probabilidades de transicion depende de la topologia del arbol
generado con marcadores universales. Dicho arbol debe ser generado a partir de
otros marcadores independientes de la proteina de interés. Aplicar el modelo
evolutivo nos permite calcular la probabilidad posterior de los eventos de LGT.
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Establecimiento de homologia

La homologia es una hipdtesis de origen en comun, en este caso, entre dos
proteinas. Aunque no existe una regla general para declarar dos enzimas
homologas, la comparacion de distintos aspectos entre éstas es necesaria.

Busqueda de homologos lejanos por secuencia

Para la comparacién a nivel secuencia es necesario realizar un alineamiento. La
identidad entre las secuencias se refiere al porcentaje de aminoacidos en comun.
Mientras que la similitud entre dos proteinas es el porcentaje de identidad, mas
el porcentaje de aminoacidos que al estar alineados son parecidos en
propiedades fisicoquimicas. Porcentajes altos de identidad y similitud pueden
sustentar una hipotesis de ancestro comun .

Entre mas antiguo sea el ancestro comun habrd mayor divergencia de las
secuencias, esto se ve reflejado en porcentajes bajos de identidad (30-50%)
[36]. La mayoria de los algoritmos enfrentan problemas para identificar
relaciones filogenéticas entre secuencias con niveles bajos de similitud. Para
reconocer homologos remotos es necesario aumentar la flexibilidad de las
comparaciones mediante varios métodos.

PSI-BLAST (Position-Specific Iterative Basic Local Alignment Search Tool) es
una version de BLAST que crea su propia matriz de puntuacion especifica por
posicion (PSSM por sus siglas en inglés) con el alineamiento multiple generado
con las secuencias encontradas en cada busqueda. La nueva PSSM es usada
para la siguiente busqueda. De esta manera con cada iteracion los valores en el
PSSM cambian, conteniendo informacion de secuencias cada vez mas alejadas
a la ingresada en el inicio. Estd reportado que PSI-BLAST tiene una
sensibilidad mas grande para encontrar homoélogos lejanos comparado con el
protocolo de BLASTp [4].
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Otra aproximacion es HMMER, un algoritmo que implementa los modelos
ocultos de Markov. Con estos se crea una matriz analoga a las PSSMs para
crear un perfil que describe la variabilidad de homologos reportados de una
enzima. Posteriormente este perfil se usa para realizar una busqueda contra una
base de datos de proteinas y asi encontrar secuencias lejanas.

Los resultados son reportados con un valor E asociado. El valor E puede ser
interpretado como una medida de la probabilidad de encontrar falsos positivos.
Por esta razon entre mas bajo sea el valor E se considera mejor. El manual de
HMMER sugiere considerar los resultados con valores menores a 1x107 [37].

Otras aproximaciones

El software HHPRED sirve para predecir estructura a partir de secuencias. Este
tiene los siguientes pasos:

1. Construye un alineamiento multiple de la secuencia de interés: Usando
PSI-BLAST se realizan hasta 8 busquedas en la base de datos de
proteinas no redundantes de NCBI. Enriqueciendo cada busqueda con
los resultados de la busqueda anterior.

2. Busqueda de modelos homologos: Se calculan perfiles de cadenas
ocultas de Markov con los alineamientos del paso anterior y se compara
con modelos disponibles de otras proteinas en la base de datos PDB70
para ser incluidos. La PDB es construida a su vez con PSI-BLAST
siendo la muestra de aquellas proteinas que tienen un porcentaje de
identidad mayor a 70%.

3. Se reorganizan los modelos considerados usando una red neuronal:
HHsearch asigna una puntuaciéon y organiza a todos los modelos
encontrados. La puntuacion se considera como la probabilidad de que
los perfiles sean homologos.

4. Se generan alineamientos multiples disminuyendo la diversidad de
secuencias para la secuencia de interés y los modelos encontrados: Las
probabilidades de HHPRED en este punto no reflejan directamente el
parentesco de los modelos encontrados con la secuencia de interés. Por
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esto hay que decidir cudles tienen una relacion con la secuencia inicial
descartando varios modelos.

5. Asignar puntuaciones a los modelos no descartados: Ya que todos los
modelos fueron hechos a partir de PDB70, todos tienen una estructura
disponible en el Protein Data Bank. Para cada uno de los alineamientos
se predice un puntaje de similitud topologica.

6. Elegir modelos que serdan usados para el siguiente paso: HHPRED elige
un so6lo modelo por dominio. El alineamiento entre el modelo y la
secuencia de interés debe cubrir minimo 40 residuos.

7. Crear Modelos Tridimensionales: En este punto se recurre a Modeller,
un software para creacion de modelos de proteinas.

Aunque HHPRED esta disenado para predecir la estructura tridimensional de
una proteina a partir de su secuencia, es posible usarlo para encontrar
candidatos homologos.

El uso de este software no s6lo implica una alternativa a otros métodos a nivel
de secuencia, sino que también al considerar la estructura tridimensional
predicha brinda una idea de las proteinas que podrian alinear estructuralmente
con nuestra secuencia de interés [22].

Busqueda de homologos por estructura

La estructura estd mas conservada que la secuencia, por esto comparaciones a
nivel estructural prometen el poder reconocer relaciones evolutivas mas lejanas.
Protocolos como DALI SEARCH permiten reconocer entradas del PDB que se
alinean estructuralmente con la estructura de interés. Este programa toma las
coordenadas cartesianas de las posiciones atomicas de una proteina y retorna
una lista de estructuras similares disponibles en el PDB asi como un
alineamiento estructural entre la proteina de interés y la encontrada. Este
andlisis es independiente de la secuencia de la proteina.

El algoritmo de busqueda empleado por DALI es heuristico, por lo cual no se
garantiza encontrar la solucion més 6ptima. Este sacrifica exactitud y precision
a favor del desempefio computacional. Para llevar a cabo el alineamiento
emplea matrices de distancia. Las matrices de distancia contienen una

14



descripcion de la estructura tridimensional de la proteina al registrar las
distancias entre todos los carbonos a. Las comparaciones estructurales se
realizan a partir de calcular las similitudes geométricas definidas como la suma
con pesos de las distancias intramoleculares registradas en las matrices de
ambas proteinas. Regiones que sean equivalentes estructuralmente seran
filtradas y pueden ser separadas para presentar el alineamiento estructural de
solo ese segmento de las proteinas.

Los resultados encontrados son organizados de mejor a peor con base en varias
métricas como la raiz cuadrada media de errores cuadrados (RMSD por sus
siglas en inglés) y el puntaje Z. E1 RMSD muestra el promedio de distancias
entre las coordenadas atomicas de las dos estructuras, una estructura alineada
consigo mismo tendria un RMSD de 0, ya que no hay variabilidad entre las
posiciones de los atomos. Entre mas bajo sea el RMSD mejor serda el
alineamiento estructural entre ambas proteinas. Aunque no hay una regla
general para usar el RMSD para soportar una hipotesis de homologia en
modelado molecular, un valor menor a 2 se considera aceptable. En cuanto a la
puntuacién Z, un puntaje mayor a 20 significa que las dos estructuras son
homologas, entre 8 y 20 existe una probabilidad que lo sean. Los valores mas
bajos de 8 son un area gris en cuanto a su interpretacion y los menores a 2 no se
consideran significativos. El tamafio de las proteinas tiene un efecto en el
Z-score, estructuras pequefas tendran valores mdas bajos y estructuras mas
grandes tendran puntajes mas altos. También estructuras con un plegamiento
o/P tienen valores mas altos que proteinas con solo plegamientos 3 [22, 23].

Aunque ninguno de los métodos por si mismo puede establecer relaciones
evolutivas, un consenso entre éstos puede dar soporte a una hipotesis de
homologia. Ademas describir relaciones evolutivas entre la bac-glyRS con otras
proteinas y definir si ésta es antigua es un comienzo para plantear hipdtesis
sobre el origen de esta proteina.
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Hipotesis

La estructura de la subunidad B de la bac-glyRS puede darnos indicios del
pasado evolutivo de la enzima. La presencia de la bac-glyRS en grupos basales
del arbol de la vida indicaria si es una proteina ancestral.

16



Objetivo general

Describir las posibles relaciones evolutivas de la subunidad B de la bac-glyRS
con otras proteinas.

Objetivos particulares

e Mapear la presencia o ausencia de la bac-glyRS en organismos de
arboles previamente reportados.

e FEvaluar la existencia de eventos de transferencia horizontal entre las dos
versiones de la glyRS.

e Buscar homologos remotos de la subunidad 3 de la bac-glyRS a nivel de
secuencia y estructura.

e Describir las posibles relaciones evolutivas entre los candidatos
encontrados y la bac-glyRS.
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Métodos

1)

2)

Distribucion

Para el arbol de distribucion de las glyRSs se usaron como referencia los
datos disponibles del arbol de la vida publicado por Banfield y
colaboradores en 2016 [25]. En dicho estudio se construy6 un arbol con
una concatenacion de las 16 proteinas ribosomales conservadas
universales (RpL2, 3, 4, 5, 6, 14, 15, 16, 18, 22, and 24, and RpS3, 8§,
10, 17, and 19). El arbol contiene 1871 organismos por lo que
inicialmente se hizo una seleccion de 90 organismos considerados como
representativos. Se eligieron ciertos organismos con el criterio de
ilustrar en cada grupo ejemplos de ambas versiones si es que las habia.
Finalmente se afiadieron otros como Thermoanaerobacter daxensis.
Para la figura 9 se usaron 98 organismos.

El arbol se construyd como estd descrito en [24] integrando datos
previos del arbol de la vida construido con el mismo método [25].
MUSCLE v3.8.155 se us6 para obtener los alineamientos. La filogenia
de maxima verosimilitud se realizo con PhyML v3.1 [10, 18, 21]. La
asignacion del tipo de glyRS fue hecho al descargar automaticamente el
primer resultado del NCBI los resultados de la bisqueda: “Nombre del
organismo” +  “glycyl tRNA synthetase beta” y “Nombre del
organismo” +  “glycyl tRNA synthetase beta” y posteriormente
alinearlas. Las asignaciones no contundentes fueron verificadas
mediante BLAST [3]. El arbol fue anotado usando iTOL [29, 30].

Analisis de transferencia horizontal de genes

Para hacer posible el analisis de LGT y probar la robustez de este
método se generaron aleatoriamente 10 arboles. La seleccion de
organismos se dio posteriormente de haber clasificado a los organismos
en grupo. La seleccion final consistid6 de 146 organismo ya que esto
mantendria la proporcioén del arbol original publicado por Banfield en
2016 [24].
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3)

4)

)

6)

Se usé el codigo proporcionado en los materiales suplementarios del
articulo de Stern y colaboradores (2010) [40].

Busqueda de homologos lejanos con PSI-BLAST

La programa de PSI-BLAST se alimentd con la secuencia de la
subunidad P de la bac-glyRS. Se realizaron 10 iteraciones con el umbral
conservador de 1x10* [4].

Analisis de secuencia usando HMMER

Para crear el perfil d¢ HMMER de la subunidad beta se recuperaron
2575 secuencias de la subunidad beta de la base de datos del Centro
Nacional de Informacién Biotecnologica (NCBI por sus siglas en
inglés). Para encontrar todas las coincidencias se prosiguio a hacer una
busqueda con la base de datos uniprot sprot, de acuerdo con las
instrucciones del manual de HMMER en su version 3.3.2. [39].

Prediccion de Estructura HHPRED

Para el uso de HHPRED se recurrio al servidor de Herramientas de
Bioinformatica del Instituto Max Plank [49, 39]. Se uso la secuencia de
la subunidad  en la glyRS de Thermanaerothrix daxensis.

Busqueda por medio de alineamiento de estructuras.

Se realizo el protocolo PDB Search con DaliLite en su version 4.

Se hicieron busquedas separadas de la subunidad beta y de cada uno de
los 5 dominios [23, 24].
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Resultados

Distribucion de las dos versiones de glyRS

Se realiz6 el mapeo de presencia-ausencia en el arbol de Banfield (2016) [25] el
cual se puede ver en la Figura 8. Este arbol consiste en 1872 hojas por lo que
para la mejor representacion de los datos se muestra en la Figura 9 un arbol
derivado con 98 organismos bajo el criterio de que fueran representativos de la
presencia o ausencia de la bac-glyRS del grupo al que pertenecen.

Rango de colores

. Planctomycetes

. Elusimicrobia

. Chlamydiae

. Euryarchaeota

. Betaproteobacteria
. Deltaproteobacteria
B Euryarchaeota

. Negativicutes

[ crr

. Acidobacteria

. Epsilonproteobacteria
. Thermodesulfobacteria
[T Actinobacteria

. Deinococcus-Thermus
. Gammaproteobacteria
. Epsilonproteobacteria
. Oscillatoriales

. Fusobacteriales

. Deferribacteres

m bac-glyRS
O eu-glyRS

Figura 8. Presencia de las glicil-tRNA sintetasas en el Arbol de la Vida. Se muestra el arbol

de Banfield [24] anotado, los organismos fueron clasificados por grupos.
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Como se observa en la Figura 8 y 9 en Proteobacteria existe una dominancia
de la bac-glyRS. Grupos como Chloroflexota, Deinococcus-Thermus y
Streptomyces cuentan con algunos organismos con bac-glyRS y otros eu-glyRS.
Su distribuciéon suele ser mutuamente excluyente, con excepcion de los
organismos que cuentan con la versién bacteriana en el cloroplasto. El grupo
Patescibacteria o CPR (Candidate phyla radiation por sus siglas en inglés)
destaca por solo contar con la version eucarionte.

Tree scale: 1 + - 4 Deinococcus/Thermus

Bacteroidetes

Candidate Phyla
diatior

MW bac-glyRS
eu-glyRS
@ chloroplast bac-glyRS

Figura 9. Distribucién de las dos versiones de glyRs en los tres dominios de la vida. Arbol
sin raiz con organismos seleccionados del arbol de Banfield (2016) [25], ademas de ciertos
organismos modelo afiadidos posteriormente. Los marcadores usados son las 16 proteinas
ribosomales universales (L2, L3, L4, L5, L6, L14, L16, L18, L22, L.24, S3, S8, S10, S17, S19).
En un rectangulo rojo se indica la presencia de bac-glyRS, un rectangulo blanco la de su
contraparte eucarionte y en un circulo verde se indica la presencia de la bac-glyRS en el
cloroplasto. En la Figura Suplementaria 3 se encuentra esta figura en un tamafio mas grande.

No hay reportes de la existencia de las dos versiones de la glyRS a excepcion de
organismos que tienen la version bacteriana en el cloroplasto y la eucariota en
el nucleo.
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Analisis de transferencia horizontal

Para los distintos arboles se reportaron diferentes eventos de transferencia
horizontal de genes, los eventos significativos de ganancia de eu-glyRS
superan en numero a los de ganancia de la bac-glyRS (Tabla 3). El tnico
evento significativo de ganancia de la bac-glyRS que se dio en todos los arboles
fue en el nodo interno que representa el ancestro comun entre los grupos CPR y
otras bacterias. En este caso es el nodo 6 como se ilustra en la Figura 10.

Tabla 3. Probabilidad de eventos de ganancia de la glicil tRNA sintetasa de eucariontes.

Probabilidad de la ganancia

Nombre del organismo eu-glyRS
Thermoanaerobacter italicus 0.761
Staphylococcus aureus 0.856
Dehalococcoides mccartyi 0.866
Gloeobacter violaceus 0.805
Thermus oshimai 0.671
Leptospira biflexa 0.511
Treponema denticola 0.524
Rhodopirellula baltica 0.672
Wolinella succinogenes 0.603
Thalassiobium sp. 0.859
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Figura 10. Transferencia horizontal de las glicil tRNA sintetasas. A. Se muestra arbol sin
raiz de los 98 organismos modelo seleccionados. Ramas con resultados significativos LGT
resaltadas en negro ramas con una probabilidad mayor a 0.75 de ganancia de eu-glyRS, ramas
con linea punteada una con una probabilidad entre 0.5 y 0.75. También se indica con una flecha
azul el nodo interno 6. B. Acercamiento de una zona con varias ramas resaltadas. Todas éstos
eventos se encuentran en la Tabla 3 con su respectiva probabilidad de ganancia de eu-glyRS.
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Busqueda de homdlogos por secuencia

Con el fin de establecer la ancestralidad de la bac-glyRS por otros métodos se
prosigui6 a buscar su relacion evolutiva con otras proteinas. Para hacer esto se
siguid la rutina de PSI-BLAST. Se encontraron secuencias de la bac-glyRS con
valores de identidad bajos, como lo seria el caso de 31.7% que se muestra en la
Tabla 4.

Entre los resultados diferentes a otras glyRSs se encuentra la arginil tRNA
sintetasa (argRS) y el dominio DARL de unién al anticodén. Los dominios
DARL son conocidos asi por la secuencia de los aminodcidos aspartato -
alanina - arginina - lisina (D-A-R-L) conservada. Este dominio de hélices alfa
estd presente en los sitios de reconocimiento del anticodon de las sintetasas de
arginina, glicina y cisteina [25].

Tabla 4. Algunos resultados de la iteracion 10 con PSI-BLAST.

Nombre Cédigo Puntaje Valor E Identidad
Uniprot

Glycyl-tRNA synthetase Q8L785 907 0 47.75%
Glycyl-tRNA synthetase P77891 326 3e-103 31.70%
Arginyl-tRNA synthetase Q32H69 179 3e-46 21.52%
DARL anticodon binding QO6PJN 50 8e-05 15.09%
domain

Debajo del umbral

Ribonuclease Y Q01444 42.3 0.017 19.85%
Alanyl-tRNA ligase A6US09 42.7 0.019 28.28%
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Como alternativa a PSI-BLAST se decidi6é realizar un perfil HMMER de la
B-bac-glyRS y realizar una busqueda de posibles homologos. Se usaron las
2575 secuencias disponibles de la subunidad P para crear el perfil HMMER y
con ¢éste se realizd una busqueda contra la base de datos uniprot. Una muestra
de los resultados de HMMER se pueden observar en la Tabla 5. Una
comparacion de las proteinas en estos resultados con la bac-glyRS a nivel de
estructura y sitios conservados no dio soporte a que pudiesen estar relacionadas.

Tabla 5. Algunos resultados de HMMER search con el perfil de bac-glyRS.

Valor E ID de la Nombre

secuencia
2.2e-64 Q4WV19 Adenylyltransferase and sulfurtransferase Uba4
6.9¢e-12 P12282 Molybdopterin-synthase adenylyltransferase
Debajo del umbral
0.19 Q46DR6 Arginine-tRNA ligase Methanosarcina acetivorans
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Prediccion de estructura con HHPRED

Para robustecer los resultados a nivel secuencia se siguid el protocolo de
HHPRED. Los resultados sugirieron distintas proteinas para distintas regiones
de la estructura. Para el segmento correspondiente al Dominio 1 y 2 se
encuentra la coincidencia de la enzima de adicion del CCA de Clase 1. En el
dominio 4 se encuentran enzimas con un dominio HD, entre ellas la
Fosfodiesterasa PgpH. El dominio 5 coincide con el dominio anticodon de la
arginil tRNA sintetasa (argRS), la cual pertenece a la Clase I de aaRSs.

C Arginil tRNA sintetasa
(6a08)

B Fosfodiesterasa PgpH
Dominio HD (4s1b)

Yogd » ¢ ‘:. F 3 {
§s W
V% 4 {
o P s ’ 397-571
e o ¢ "&T‘" DI:_5’1
: X ‘?- ® D Enzima de adicién de CCA
N S oty (1r89)
o Ty s(" -
% N7
. 18-161 8254 o
; [ %
> 0 218 @ S
e ‘t—f e A
279-405
0 437
E Dominio 1
I Dominio 2 I Dominio 3 Dominio 4 Dominio §
T T T T T T 1
G o Fosfodicsterasa (4s1h)  Aners Gaos

h 149 361 465 523 682

Figura 11. Resultados por busqueda de secuencia con HHPRED. A. Modelo estructural de
la B-bac-glyRS con los colores del arcoiris de N-terminal (en azul) a C-terminal (en rojo) B.
Fosfodiesterasa PgpH (PDB: 4slb). Segmento de la coincidencia en amarillo C. Dominio
anticodon de la argRS (en rojo, PDB:6ao8) D. Enzima de adicion del CCA. Segmento con
similitud en azul (PDB: 1r89) E. Se representa la secuencia de la bac-glyRS. Se indican los
dominios asi como las coincidencias indicando con cuiles segmentos de la secuencia de la
subunidad 3 corresponden.
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Las enzimas de adicion del CCA, como su nombre indica son afladen los
nucledtidos citidina, citidina y adenosina al final de los tRNAs que no lo tienen
codificado. Este procesamiento es necesario para que posteriormente los tRNAs
sean reconocidos por las aaRSs. El hecho que una enzima de adicion de CCA y
la argRS sean parte de los resultados de HHPRED indicaba que la subunidad 3
podria mostrar similitud con otras proteinas que unieran tRNAs.

En la Figura 11 se muestran qué segmentos de las enzimas han sido sugeridos
para su analisis. En el caso de la enzima de adicion de CCA Clase | HHPRED
propone usar del aminodcido 279 al 405 para modelar del 8 al 149 de la
subunidad B de la bac-glyRS. El dominio HD de la Fosfodiesterasa PgpH va del
aminoacido 18 al 161 como se muestra en la barra inferior a la estructura. Las
probabilidades generadas con HHPRED se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Tres mejores coincidencias de HHPRED por region.

Nombre Cédigo PDB Probabilidad Puntuacién
(%)
Enzima de adicién del CCA 1r89 92.4 49.9
Fosfodiesterasa 4s1b 90.8 41.9
Arginil tRNA sintetasa 6208 90.6 51.3

Busqueda por comparacion de estructuras

La estructura estd mas conservada que la secuencia. Gracias a esto una
superposicion de estructuras podria soportar una hipotesis de homologia lejana.
Bajo esta premisa se procedio a hacer una bisqueda con DALI comparando la
estructura de interés con las presentes en el Protein Data Bank. Los resultados
mostraron varias polimerasas, enzimas de adicion de CCA de Clase I y otras
proteinas relacionadas con el procesamiento de tRNA.
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Como se muestra en la Tabla 7, el RMSD y la puntuacion Z se encuentran en
areas grises, donde no son lo suficientemente pequefios para declarar una
homologia a partir de estos aunque muestren parecido estructural. Sélo se
muestra una seleccion pequeiia de los resultados. Una version mas completa de
los resultados se encuentra en la Tabla Suplementaria 3.

Tabla 7. Resultados seleccionados de DALI SEARCH.

Codigo | Nombre P“““;‘d‘"“ RMSD
PDB

6142 RNA Polymerase 6.7 3.9
4x4r CCA-Adding enzyme 6.6 3.2
Sche-A | Glutamyl-tRNA reductase 1, Chloroplastic 4.9 34
Saxk-B | tRNA-(HIS)-5'-Guanylyltransferase THG1 4.2 3.6
3wbz-E | Histidyl tRNA specific guanylyltransferase 4.1 3.6
3al0-B | Glutamyl-tRNA amidotransferase subunit A 4.0 3.9

Los alineamientos estructurales mostraron que la similitud estructural solo se
daba en regiones de entre 130-170 aminoéacidos como se puede mostrar en la
Tabla Suplementaria 3. Por esto se realizd una busqueda de estructuras con
cada dominio. Tablas Suplementarias 4-8. Esto permitid agrandar las
coincidencias por seccion. Las proteinas propuestas para el dominio 3 contenian
una hélice con buena sobreposicion con la presente en este dominio pero no
tenian otras caracteristicas en comun.
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L] L] 1 4
Discusion
Ancestralidad y distribucion de la glicil tRNA Sintetasa Bacteriana

Aunque en el arbol de Banfield y colaboradores [25] no se tenga un grupo
externo para designar la raiz, al colocarla entre Arquea y Bacteria el arbol
sugiere que el grupo Candida Phylum Radiation (CPR) estaria cercano al
LUCA (Ultimo Ancestro Comtn Universal por sus siglas en inglés). La
presencia de la bac-glyRS no ha sido reportada en organismos CPR. Esto
sugeriria la ausencia de la version bacteriana en LUCA.

Sin embargo, la ramificacion profunda del arbol que se uso6 de referencia no ha
sido bien aceptada. Uno de los argumentos en contra es que el grupo CPR se
compone mayoritariamente de simbiontes y parasitos de genomas pequefios con
altas tasas de transferencia horizontal de genes con sus organismos asociados.
Banfield y colaboradores en un articulo posterior han sugerido que la raiz
podria encontrarse entre linajes mayores como Proteobacteria, Actinobacteria,
Firmicutes, o Cianobacteria [7]. Por esto se prosiguié a buscar un estudio
enfocado en enraizar el arbol y asi definir cual version de glyRS tenian los
organismos de los grupos cercanos.

Coleman y colaboradores [8] buscaron enraizar el arbol del Ultimo Ancestro
Comun de Bacteria (LBCA por sus siglas en inglés). En este se usé una
aproximacion jerarquica filogenética, la cual les permitié colocar la raiz en el
arbol sin la necesidad de un grupo externo. Con este método no se encontrd
soporte alguno para tener a los organismos de CPR cercanos a la raiz. En
cambio en este arbol CPR forma parte del grupo Terrabacteria y la raiz del arbol
entre Terrabacteria y Gracillicutes.
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Figura 12. Ultimo Ancestro Comun de Bacteria. A. Esquema representando el arbol con raiz
de Bacteria. B. Arbol construido sin grupo externo C. Se muestran las 3 raices posibles del
arbol. Recuperado y Modificado de Coleman et al (2021) [8].

En los datos reportados por Coleman y colaboradores [8] hay tres posibles
raices (Figura 12C) pero en todas ellas estd involucrado el grupo Fusobacteria.
Se procedid a verificar la presencia de la bac-glyRS en Fusobacteria,
Spirochaeta 'y el grupo DST (Deinococcus-Thermus, Synergistetes,
Thermotogae). En Fusobacteria todos los organismos cuentan con bac-glyRS,
mientras que en los organismos Spirocaheta y DST se encuentran una u otra
dependiendo de la especie. En la Tabla 8 se puede ver un conteo de los
organismos en nuestro muestreo.

Tabla 8. Presencia de bac-glyRS en grupos cercanos a la raiz del LBCA

Deinococcus-Thermus 3/6
DST Synergistetes 9/9 2124
Thermotogae 9/9
Spirochaeta 3/7
Fusobacteria 8/8
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La presencia absoluta de la bac-glyRS en Fusobacteria es un indicador de la
antigiiedad de esta enzima. Es posible que comparar la distribucion de la
eu-glyRS pueda esclarecer cual de estas dos versiones llevaba a cabo la
esterificacion de la glicina en el Ultimo Ancestro Comitin Universal (LUCA por
sus siglas en inglés).

Dos versiones para la misma funcion

Dentro de los alcances de los resultados se puede decir que se han dado menos
reemplazos no homologos bac-glyRS—eu-glyRS que en el sentido inverso.
Esto en conjunto con la uniformidad en ciertos grupos indicaba a la existencia
de un elemento de presion selectiva. Existe una mutacion en el nucledtido 73,
posicion conocida como el discriminador, en el gly-tRNA. Se explord la
posibilidad de que existiera una relacion entre el tipo de glyRS con la de esta
mutacion. En estudios preliminares no se pudo establecer dicha relacion.
Ademas que el modo de interaccion del tRNA y el nucleotido 73 no se conoce
actualmente [19].

Similitudes estructurales de la bac-glyRS con otras proteinas

Entre estos resultados de comparaciones estructurales cabe destacar los
siguientes:

1. Enzima de adicidon de CCA

Como se muestra en la Figura 10, la superposicion sélo se da la region
de los dominios 1 y 2 de la subunidad B de la bac-glyRS (aminoacidos
1-170) y la regiéon terminal de la enzima de adicion de CCA
(aminoacidos 270-410). Dicho segmento tiene un papel en el
reconocimiento del brazo TYC en el tRNA como se muestra en la
Figura 13 [47]. El alineamiento parece ser congruente conforme a lo
predicho por HHPRED aunque por métodos de secuencia no se
encontrara dicha coincidencia.
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[ Subunidad B bac-glyRS
| Enzima afiadido de CCA Clase I
(1r89)

Figura 13. Relacion Estructural con la enzima de Adicion de CCA. A. Alineacion
estructural resultado de DALI SEARCH. Se da en la region inicial de la subunidad B
de la bac-glyRS (en verde) y region final de la Enzima de adicion de CCA Clase I (en
naranja, PDB: 1r89). B. La region alineada tiene un papel en el reconocimiento del
brazo TYC en el tRNA. Modelo propuesto y recuperado de Xiong, Y (2003) [49].

En los tres dominios de la vida, los tRNAs tienen la secuencia CCA
universalmente conservada en el extremo 3’. El CCA terminal es un
prerrequisito indispensable para la aminoacilacion llevada a cabo por las
aaRSs. De acuerdo con bases de datos de tRNAs solo entre el 60% y
70% de los tRNAs bacterianos cuentan con el CCA codificado en su
secuencia [38]. En otros organismos, incluyendo eucariotas y ciertas
especies de arqueas el CCA no estd codificado por lo que debe ser
afiadido después de la transcripcion.

La adicion del CCA se lleva a cabo por enzimas con actividad
ATP(CTP): tRNA nucleotidil transferasa, también conocida como
enzima de adicion de CCA. Estas enzimas son una RNA polimerasa
especializada que reconoce todos los tRNAs disponibles. Son
considerados miembros de la Superfamilia de las Polimerasas p.
Comparaciones entre las enzimas de adicion del CCAs llevaron a la
clasificacion de estas en Clase I y II, las cuales estan relacionadas sélo
de manera lejana [38].
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En ciertas bacterias la adicion del CCA es realizada por dos enzimas
distintas. Una enzima cataliza la adicién de dos citocinas mientras que
otra aflade la adenosina. Estas son conocidas como enzima de adicion
del CC y enzima de adicion de A. Al igual que la enzima de adicién del
CCA de Eubacteria y Eucariontes, éstas pertenecen a la Clase II de la
Superfamilia de polimesas B. En las enzimas de adicion del CC un
evento de delecion caus6d que se perdiera la capacidad de cambiar la
especificidad del nucledtido, por ello s6lo unen las citosinas al tRNA.
Mientras que la enzima de adicién de adenosina parece haber surgido de
un ancestro que comenzo a ser selectivo por tRNAs que ya tuvieran las
dos citocinas unidas [45].

Clase I Clase 11
e  Enzima de adicion del e Enzima de adicion del
CCA en arqueas CCA en Eubacteria y
e  Poly(A) polimerasas en Eucariontes
Eucariontes e  Enzimas de adicion de
e  DNA polimerasa 3 CC- y A- en Eubacteria
e  Desoxinucleotidil e  poly(A) polimerasas en
transferasa terminal (TdT) Eubacteria.
e  Nucleotidil Transferasa de
kanamicina
e  Adeniltransferasa de
Estreptomicina

La similitud estructural de la bac-glyRS es s6lo con las de Clase 1.
Aunque ambas Clases tienen parecido estructural éstas difieren en el
dominio reconocimiento del brazo TWC en el tRNA donde se da la
sobreposicion con los dominios 1 y 2 de la B-bac-glyRS. Como se
muestra en la Figura 14 ambas clases de Enzimas de Adicion tienen un
parecido estructural pero difieren en su zona N-terminal.
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[ Enzima de adicion
del CCA Clase II
(3h38)

Enzima de adicion
del CCA Clase 1
(1r89)

Figura 14. Las dos Clases de Enzimas de adicion del CCA difieren en el dominio
de reconocimiento del brazo TWC en el tRNA. Sobreposicion de un ejemplar de
cada Clase de Enzima de adicion de CCA. Clase I presente en arqueas (en amarillo,
PDB: 1r89) y la Clase II presente en Eubacteria y Eucariontes (en azul, PDB: 3h38).
En contraste éstas tienen un eje de rotacion diferente entre dominio 1 y 2. Y difieren en
el dominio de reconocimiento del brazo T¥C en el tRNA, el cudl para la Clase II se
compone s6lo de alfa hélices.

Esta misma region de las enzimas de adicion Clase I habia sido
reportada similar a la proteina de procesamiento de rRNA Utp22 [31].
Utp 22 es un componente del pre-ribosoma 90S de la subunidad
pequenia del procesosoma que realiza el procesamiento temprano del
rRNA 18S. Este a su vez es un componente de la subunidad pequefia
(40S) del ribosoma eucarionte. La proteina Utp 22 no tiene actividad
catalitica reportada.

Arginil tRNA sintetasa

El dominio 5 tiene similitud con la argRS en el dominio de unién al
anticodon. Esta es una aminoacil tRNA sintetasa de Clase 1. Ya que este
segmento interactua con el tRNA es posible que en la bac-glyRs tuviese
la misma funcion Figura 15A.
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»
L [ Subunidad p bac-glyRS
I Arg-tRNA

Figura 15. Alineacion estructura ArgRS. A. Superposicion de bac-glyRS (en verde)
y ArgRS (en azul, PDB: 1f7u) unido al tRNA de arginina (en café¢). Como se puede
observar la region de similitud es en la zona de unién al anticodon del tRNA. B.
Superposicion recortada alrededor de la zona de alineacion entre ambas proteinas.

Otros resultados involucran el dominio 3 y 4. Estos muestran similitud
estructural con enzimas fosfodiesterasas y miembros de la familia de las
polimerasas.

Aunque se pudo establecer una relacion estructural entre la glyRS
heterotetramérica con otras proteinas, no es posible establecer una relacion
evolutiva entre ellas sin tener mds datos sobre su parecido. Establecer un
alineamiento a nivel de secuencia entre los fragmentos que mostraron una
superposicion seria importante para poder establecer si estas proteinas tuvieron
ancestros en comun.

La funcion de las proteinas encontradas parece recapitular las posibles
funciones de la subunidad B. Aunque no se tiene la estructura del complejo
bac-glyRS - gly-tRNA se espera que el extremo anticodoén del tRNA repose en
el dominio 5 de la B-bac-glyRS que tiene similitud con el dominio anticodon de
la ArgRS. A su vez, el dominio 1 y 2 podrian interactuar con el brazo TYC, el
mismo papel que cumple dicho segmento en la enzima de adicién del CCA.
Determinar si estas regiones tienen similitud estructural debido a una
convergencia evolutiva estd mas alla de las metodologias usadas en esta tesis.
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Dominio 5

Dominio 4

Arginil-tRNA sintetasa
(6ao8)

D Dominio 1y 2

Fosfodiesterasa Pgpl-1
(4s1b)

Enzima de adicion de CCA
(1r89)

Figura 16. La superficie del potencial electrostatico sugiere posicionamiento del gly-tRNA.
Se muestran con un gradiente de colores de rojo (negativo, -1 kT/e) a azul (positivo, +1 kT/e)
la superficie electrostatica de las proteinas con similitud estructural a la B-bac-glyRS y la
B-bac-glyRS (B, al centro). A. Para el dominio 4 se muestra la Fosfodiesterasa Pgpl-1 (PDB:
4s1b). C. Con similitud al dominio 5 la arginil-tRNA sintetasa (PDB:6ao8) y D. el Dominio 1 y
2 la Enzima de adicion del CCA.

Barajeo de dominios y permutacion de secuencias.

El estudio de la subunidad B pone sobre la mesa varias teorias de origen de
proteinas. La teoria de barajeo de dominios propone que tras un proceso de
recombinacion los dominios de una proteina podrian reorganizarse y con esta
nueva topologia la proteina podria cambiar de funcion.

La mosaicidad en la bac-glyRS y sus candidatos homdlogos parecen crear una
narrativa de las funciones en esta proteina. Mientras que la subunidad o muestra
similitud con la alaRS y realiza la catalisis, la subunidad P se alinea
estructuralmente con proteinas que unen al tRNA en la region y orientacion que
se espera la interaccion del gly-tRNA y la bac-glyRS. Como antes mencionado,
las coincidencias podrian explicarse por convergencia evolutiva, al tener la
misma funcidon se podria haber llegado a la misma respuesta estructural pero
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también podria explicarse mediante una relacion evolutiva entre las proteinas de
nuestros resultados y la bac-glyRS.

Es posible que algoritmos como HMMER o psiBLAST no encuentren a las
enzimas de adicion del CCA debido a la longitud de los segmentos y diferencias
de topologia. Especificamente el segmento que alinea entre las enzimas de
adicion de CCA y la bac-glyRS estan en los extremos contrarios de estas
proteinas. Este tipo de fendmeno ha sido observado en proteinas que sufrieron
permutacién en su secuencia [32].

La mejor forma de establecer si eventos de barajeo de dominios o permutacion
han sucedido es mediante el analisis de otros ejemplos dentro de la misma
familia de enzimas. Esta es una limitante ya que la subunidad no tiene
homologos reportados hasta ahora. Varias coincidencias encontradas con DALI
SEARCH fueron enzimas pertenecientes a la superfamilia de polimerasas f. Si
se llegara a establecer una relacion a nivel de secuencia entre los dominios
similares descritos anteriormente podriamos entender como eventos ancestrales
dieron origen a varias proteinas con plegamientos similares.
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Conclusiones

e Por la distribucion de la bac-glyRS podemos saber que es una proteina
antigua. Pero no podemos definir cual de las dos versiones de la glyRS
estaba presente en LUCA.

e El modelo de LGT fue util para identificar que los eventos de pérdida de
la bac-glyRS fueron mas comunes que las ganancias de la bac-glyRS.

e [as comparaciones a nivel estructural proveen informacion valiosa
sobre la posible funcion de dominios de la bac-glyRS, aunque por si
solas no son suficientes para establecer una hipotesis de homologia.

e Una vez que se tenga mas informacion sobre la interaccion del tRNA

con la bac-glyRS se podria confirmar si las similitudes estructurales
también son de funcion.
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Perspectivas

e Aplicar esta metodologia en el arbol de LBCA seria util para descartar
que la presencia en Fusobacteria fuese por un evento de transferencia
horizontal.

e Buscar una similitud a nivel de secuencia de las proteinas encontradas
por estructura es necesario para soportar o descartar las hipotesis de
homologia.

e Una vez que se cuente con la estructura del complejo gly-tRNA -
bac-glyRS se podrian comparar las formas de interaccion de éste y los
dominios encontrados con sus respectivos tRNAs.

e Recurrir a bases de datos con dominios estructurales para incluir en el
estudio a proteinas que pertenecen a la misma familia que las que

encontramos por comparacion de estructura.

e Hacer un arbol filogenético incluyendo a los posibles homologos
encontrados por estructura.
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Figura Suplementaria 1. Presencia de las glicil-tRNA sintetasas en el Arbol de la Vida. 1872

nodos.
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Figura Suplementaria 2. Resultados de HHPRED. Diagrama de coincidencias encontradas
con HHPRED. Se muestran los c6digos PDB y el indicador de cadena. La barra esta colocada

dependiendo de la region que encuentra en la subunidad B de la glicil-tRNA sintetasa de
N-terminal a C-terminal.

Tabla Suplementaria 1. Analisis de Transferencia Horizontal de Genes. Eventos de LGT se
ilustran con la probabilidad de ganancia de una versién de la enzima y pérdida de la otra
version. Para el reemplazo de eu-glyRS—bac-glyRS sélo se registrd el caso de el nodo
interno N6 del drbol. Para los casos significativos de bac-glyRS—eu-glyR se consideraron

19 casos de pérdida de bac-glyRS, para 11 de estos la ganancia de eu-glyRS también fue
mayor a 0.5.

Ganancia Pérdida
bac-glyRS eu-glyRS
N6 0.944 0.946
Ganancia Pérdida
eu-glyRS bac-glyRS




Thermoanaerobacter italicus 0.761 0.993
Phytoplasma aster 0.743
Staphylococcus aureus 0.856 1
Dehalococcoides mecartyi 0.866 0.994
Gloeobacter violaceus 0.805 0.992
N33 0.805 0.519
Mycobacterium abscessus 0.893
Corynebacterium argentoratense 0.59
Thermus oshimai 0.671 0.966
Leptospira biflexa 0.511 0.755
Treponema denticola 0.524 0.748
Borrelia garinii 0.544
Porphyromonas gingivalis 0.739
Bacteroides fragilis 0.656
Chlorobium chlorochromatii 0.634
Fibrobacter succinogenes 0.721
Rhodopirellula baltica 0.672 0.919
Wolinella succinogenes 0.603 0.985
Thalassiobium sp 0.859 0.999

Tabla Suplementaria 2. Resultados HHPRED. En la tabla se muestran los primeros 30 resultados de

HHPRED en respuesta a la secuencia de la subunidad .

Codigo Descripcion Prob | ValorE | ValorP Score SS Cols Query Template

PDBy HMM HMM
Cadena

2PJQ A Uncharacterized 94.2 0.69 1.3E-05 46.9 12.2 134 342-480 12-155
protein (231)

1R89 A tRNA 92.4 1.6 2.9E-05 49.9 12.6 127 6-149 279-405
nucleotidyltransfe (437)
2008 A BH1327 protein; 91.6 2 3.7E-05 41.7 10.6 112 346-462 4-131
PUTATIV (188)

4S1B_A Lmo1466 protein; 90.8 2.9 5.4E-05 41.9 11.3 105 361-465 18-161
c-di-A (222)
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6A08 Arginine--tRNA 90.6 1.6 3E-05 51.3 10.5 158 523-682 397-571
A ligase (580)
3HCI1_ uncharacterized 90.5 8.1 0.00015 40.8 15.0 159 361-530 119-303
A HDOD do (305)
527C_ | 3'3'-cGAMP-specifi | 90.4 2.8 5.3E-05 47.6 12.0 127 337-464 17-208
A ¢ pho (463)
11Q0_A | ARGINYL-TRNA 90.3 2 3.7E-05 50.6 10.9 157 523-682 405-583
SYNTHETASE (592)
20GI_B | Hypothetical protein | 89.9 5.5 0.0001 389 12.1 120 334-462 | 4-139 (196)
SA
1F7U_ ARGINYL-TRNA 89.2 1.6 3E-05 51.7 9.1 109 574-682 482-598
A SYNTHETASE (607)
3DIB_B Hydrolase, HD 89.2 5.6 0.00011 39.7 11.9 117 342-464 | 7-127(223)
family; a
4R8Z Cyclic di-GMP 88.5 4.8 9E-05 39.2 10.7 130 336-466 | 3-167 (218)
A phosphodi
3B57_A Lin1889 protein; 88.2 8.9 0.00017 37.7 12.4 118 342-464 | 7-128 (209)
Lin188
SYYM_ Arginine--tRNA 88.1 4 7.5E-05 48.0 11.4 158 523-682 399-577
A ligase ( (586)
2PAQ_ | 5'-deoxynucleotidas | 87.6 8.8 0.00017 37.8 12.0 119 339-465 | 2-145(201)
B eYf
3LIX A MmoQ Response 86.8 5.7 0.00011 41.5 10.6 110 357-467 105-235
regulator (288)
4R3Z B Aminoacyl tRNA 86.1 2.1 4E-05 51.6 7.8 109 574-682 542-666
synthase (675)
2QGS_ Protein SE1688; 85.3 12 0.00022 37.6 11.7 117 342-464 7-128
B alpha-h (225)
3CCG_ HD superfamily 85.0 11 359 10.9 99 360-463 19-134
A hydrolas 0.00021 (190)
3DTO_ | BH2835 protein; all | 84.0 17 0.00031 36.4 12.0 117 342-464 7-127
B alp (223)
5Z7C_ | 3'3'-cGAMP-specifi | 83.9 9.3 43.4 11.2 113 353-465 286-417
A ¢ pho 0.00017 (463)
5DQV_ Uncharacterized 83.7 19 0.00035 353 12.1 118 342-464 13-135
A protein (211)
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4ZA) A Arginine--tRNA 82.8 3.5 6.5E-05 48.7 7.5 109 574-682 455-579
ligase, (601)
Putative 82.5 16 0.0003 37.5 11.5 101 361-467 106-230
3MIT phosphohydrola (275)
A
6DK9 DNA 81.1 12 0.00023 38.0 9.9 98 361-464 60-170
A damage-inducible pr (234)
3TM8 Uncharacterized 81.0 37 0.0007 36.2 14.0 143 359-514 165-328
A protein (328)
3I7A_A Putative 80.6 21 0.0004 36.8 11.7 100 361-466 118-240
metal-dependen (281)
27ZUE Arginyl-tRNA 78.6 9.7 0.00018 452 9.3 108 574-682 500-620
A synthetase (629)
272TG_ Alanyl-tRNA 74.4 32 42.2 124 128 399-540 285-425
A synthetase 0.00061 (739)
2DQB_ | Deoxyguanosinetrip | 73.1 45 0.00084 37.0 12.2 109 353-466 64-203
A hosph (376)

Tabla Suplementaria 3. Primeras 50 proteinas con similitud estructural reportadas por DALI
para la subunidad B de la bac-glyRS.

Cadigo
PDB Descripcion Puntuacion Z| RMSD # aa
4s1b-D LMO1466 PROTEIN; 11.5 29 143

PREDICTED HD SUPERFAMILY
2pq7-A HYDROLASE; 10.7 3.1 132
PUTATIVE SIGNAL TRANSDUCTION
3mem-A PROTEIN; 10.4 7.1 172
UNCHARACTERIZED HDOD DOMAIN
3hcl-A PROTEIN; 10.2 3.1 149
METAL DEPENDENT

4mcw-B PHOSPHOHYDROLASE; 9.8 20.7 147
3ngqw-A CG11900; 9.7 33 141
3tmb-B | UNCHARACTERIZED PROTEIN BD1817; 9.6 13.0 143
lig0-A ARGINYL-TRNA SYNTHETASE; 9.3 6.2 154
3wfr-H RNA (74-MER); 9.3 20.7 167
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3mzo-B LIN2634 PROTEIN; 9.2 3.6 146
5tk6-A OXSA PROTEIN; 9.1 3.6 140
PUTATIVE METAL-DEPENDENT
3i7a-A PHOSPHOHYDROLASE; 9.0 3.7 153
GUANOSINE PENTAPHOSPHATE
6pc0-B PHOSPHOHYDROLASE; 8.9 17.3 157
lu6z-B EXOPOLYPHOSPHATASE; 8.9 113 156
2g74-A HYPOTHETICAL PROTEIN ATU1052; 8.8 3.6 130
3'3-CGAMP-SPECIFIC
577c-A PHOSPHODIESTERASE 3; 8.8 32 135
Syij-A SDEA; 8.6 6.6 181
3hi0-A PUTATIVE EXOPOLYPHOSPHATASE; 8.5 18.1 160
PREDICTED HD PHOSPHOHYDROLASE
4mlm-A PHNZ; 8.4 33 116
6dk9-F | DNA DAMAGE-INDUCIBLE PROTEIN; 8.3 3.3 128
3p3q-B MMOQ; 8.3 3.9 133
UBIQUITINATING/DEUBIQUITINATING
Tppo-A ENZYME SDEA; 8.0 9.4 170
20gi-B HYPOTHETICAL PROTEIN SAG1661; 7.9 3.7 123
lynb-A HYPOTHETICAL PROTEIN AF1432; 7.9 3.8 132
DEOXYGUANOSINETRIPHOSPHATE
60iw-A TRIPHOSPHOHYDROLASE; 7.9 43 136
3fr-A ARGINYL-TRNA SYNTHETASE; 7.9 73 141
3gw7-A | UNCHARACTERIZED PROTEIN YEDJ; 7.8 3.8 128
411j-B | HD DOMAIN-CONTAINING PROTEIN 2; 7.8 4.0 134
PREDICTED METAL-DEPENDENT
3kh1-A PHOSPHOHYDROLASE; 7.7 6.2 140
206i-B HD DOMAIN PROTEIN; 7.6 9.4 149
DEOXYGUANOSINETRIPHOSPHATE
2dgb-C TRIPHOSPHOHYDROLASE, P 75 4.8 140
lvar-A HYPOTHETICAL PROTEIN CJ0248; 74 3.2 145
CAMP-SPECIFIC 3',5'-CYCLIC
4wzi-B PHOSPHODIESTERASE 4B; 73 10.2 173
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6pwy-B ZK177.8; 7.2 7.7 138
4yfl-A LMO0812 PROTEIN; 7.1 3.6 128
DEOXYNUCLEOSIDE TRIPHOSPHATE
6brh-B TRIPHOSPHOHYDROLASE 6.9 43 135
6cpu-A PHOSPHODIESTERASE; 6.9 11.2 170
lgax-A TRNA(VAL); 6.9 6.6 169
5bq9-B UNCHARACTERIZED PROTEIN; 6.8 14.1 141
HD DOMAIN-CONTAINING PROTEIN
Syox-A YGLI101W; 6.8 3.4 126
2bnl-C MODULATOR PROTEIN RSBR; 6.6 2.9 103
4x4r-A CCA-ADDING ENZYME; 6.5 4.7 142
3wqy-A ALANINE--TRNA LIGASE; 6.5 17.4 180
2huo-A INOSITOL OXYGENASE; 6.3 3.0 116
6yxa-A GTP PYROPHOSPHOKINASE; 6.2 5.0 162
CRISPR-ASSOCIATED HELICASE, CAS3
6c66-G FAMILY; 6.1 5.7 137
lrqe-A METHIONYL-TRNA SYNTHETASE; 6.0 8.5 170
TYPE III-A CRISPR-ASSOCIATED
6ifr-A PROTEIN CSM1; 6.0 17.1 130
5'-D(*CP*CP*CP*CP*TP*AP*GP*CP*TP*T
2a60-A P*TP*AP*GP*CP*T 5.8 3.4 90
ULE: CRISPR-ASSOCIATED HELICASE
4q2d-A CAS3; 5.8 55 165

Tabla Suplementaria 4. Primeras 20 proteinas con similitud estructural reportadas por DALI
para el Dominio 1 de la subunidad B de la bac-glyRS

Codigo
PDB Descripcion Puntuacion Z| RMSD # aa
3ovs-B MOLECULE: CCA-ADDING ENZYME,; 7.3 33 97
3ouy-B MOLECULE: CCA-ADDING ENZYME,; 6.8 3.4 97
MOLECULE: LOW CONDUCTANCE
MECHANOSENSITIVE CHANNEL
6zyd-B YNALLOW 6.7 42 84
MOLECULE: LOW CONDUCTANCE
6zyd-F MECHANOSENSITIVE CHANNEL 6.7 42 84
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YNALLOW

MOLECULE: LOW CONDUCTANCE
MECHANOSENSITIVE CHANNEL

6zyd-D YNALLOW 6.7 4.1 84

2f4fB | MOLECULE: TRANSPOSASE, PUTATIVE; 6.7 3.0 86
MOLECULE: MECHANOSENSITIVE ION

6vxm-A | CHANNEL PROTEIN 1, MITOCHOND 6.6 2.8 82
MOLECULE: MECHANOSENSITIVE ION

6vxn-A | CHANNEL PROTEIN 1, MITOCHOND 6.6 2.9 82

MOLECULE: TRNA

118b-A NUCLEOTIDYLTRANSFERASE; 6.6 33 97
MOLECULE: MECHANOSENSITIVE ION

6vxm-C | CHANNEL PROTEIN 1, MITOCHOND 6.6 2.8 82
MOLECULE: MECHANOSENSITIVE ION

6vxn-D | CHANNEL PROTEIN 1, MITOCHOND 6.6 2.8 82
MOLECULE: MECHANOSENSITIVE ION

6vxn-C | CHANNEL PROTEIN 1, MITOCHOND 6.6 2.8 82
MOLECULE: MECHANOSENSITIVE ION

6vxp-F | CHANNEL PROTEIN 1, MITOCHOND 6.6 2.8 82
MOLECULE: MECHANOSENSITIVE ION

6vxm-G | CHANNEL PROTEIN 1, MITOCHOND 6.6 2.8 82
MOLECULE: MECHANOSENSITIVE ION

6vxn-E | CHANNEL PROTEIN 1, MITOCHOND 6.6 2.8 82

MOLECULE:

5'-R(*GP*CP*GP*GP*AP*UP*CP*CP*GP*

1tfw-B CP*AP*C)-3'; 6.6 33 97
MOLECULE: MECHANOSENSITIVE ION

6vxn-F | CHANNEL PROTEIN 1, MITOCHOND 6.6 2.8 82
MOLECULE: MECHANOSENSITIVE ION

6vxp-B | CHANNEL PROTEIN 1, MITOCHOND 6.6 2.8 82
MOLECULE: MECHANOSENSITIVE ION

6vxm-F | CHANNEL PROTEIN 1, MITOCHOND 6.6 2.8 82

30vs-B | MOLECULE: CCA-ADDING ENZYME; 7.3 33 97

3ouy-B [ MOLECULE: CCA-ADDING ENZYME; 6.8 3.4 97

MOLECULE: LOW CONDUCTANCE
MECHANOSENSITIVE CHANNEL
6zyd-B YNALLOW 6.7 42 84
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6zyd-F

MOLECULE: LOW CONDUCTANCE
MECHANOSENSITIVE CHANNEL
YNALLOW

6.7

4.2

84

Tabla Suplementaria 5. Primeras 20 proteinas con similitud estructural reportadas por DALI
para el Dominio 2 de la subunidad B de la bac-glyRS

Codigo
PDB Descripcion Puntuacion Z| RMSD #aa
6qup-A LYSM TYPE RECEPTOR KINASE; 43 4.1 54
U3 SMALL NUCLEOLAR
4m5d-A RNA-ASSOCIATED PROTEIN 22; 42 3.7 53
1p4d-B TRAI PROTEIN; 3.1 2.9 57
2mz0-A DEFENSIN-LIKE PROTEIN 32; 3.0 3.4 44
8-DEMETHYLNOVOBIOCIC ACID
5mgz-B C(8)-METHYLTRANSFERASE; 3.0 3.4 49
5n80-A DNA HELICASE I; 2.9 32 58
6i69-A 30S RIBOSOMAL PROTEIN S6; 2.9 3.4 50
30S RIBOSOMAL PROTEIN $6,30S
6i60-C RIBOSOMAL PROTEIN S6 2.9 3.0 50
30S RIBOSOMAL PROTEIN S6,30S
6i6w-A RIBOSOMAL PROTEIN S6 2.9 3.1 50
2bxj-A 30S RIBOSOMAL PROTEIN S6; 2.9 3.1 50
leqn-A RIBOSOMAL PROTEIN S6; 2.9 3.1 50
6i6e-A 30S RIBOSOMAL PROTEIN S6; 2.9 3.0 49
2n69-A DEFENSIN-LIKE PROTEIN; 2.8 25 46
30S RIBOSOMAL PROTEIN S6,30S
6i60-B RIBOSOMAL PROTEIN S6 2.8 3.0 50
1gjh-A RIBOSOMAL PROTEIN S6; 2.8 33 50
HISTONE-LYSINE
N-METHYLTRANSFERASE, H3 LYSINE-9
6a5k-A S 2.8 3.9 48
lris-A RIBOSOMAL PROTEIN S6; 2.8 3.1 50
1zhg-F MANNAN-BINDING LECTIN; 2.8 3.8 45
30S RIBOSOMAL PROTEIN S6,30S
6i6u-A RIBOSOMAL PROTEIN S6 2.8 3.5 52

52




lcqn-B

RIBOSOMAL PROTEIN S6;

2.8

3.1

50

2bxj-B

30S RIBOSOMAL PROTEIN S6;

2.8

3.1

50

Tabla Suplementaria 6. Primeras 20 proteinas con similitud estructural reportadas por DALI
para el Dominio 3 de la subunidad B de la bac-glyRS

Codigo
PDB Descripcion Puntuacion Z| RMSD # aa
DNA POLYMERASE ALPHA CATALYTIC
4fxd-B SUBUNIT A; 6.3 3.0 66
6uen-A RNA-DIRECTED RNA POLYMERASE L; 6.2 2.9 71
3k50-A DNA POLYMERASE II; 6.0 2.9 72
6pzk-A RNA-DIRECTED RNA POLYMERASE L; 59 2.8 73
1q8i-A DNA POLYMERASE II; 59 2.9 72
PUTATIVE UNCHARACTERIZED
3ueb-E PROTEIN; 5.8 32 77
LOW CONDUCTANCE
MECHANOSENSITIVE CHANNEL
6zyd-G YNALLOW 5.8 4.8 76
FRAGILE X MENTAL RETARDATION
4qw2-B PROTEIN 1; 5.8 3.5 74
6fh2-B PROTEIN-ARGININE KINASE; 5.8 6.4 83
MECHANOSENSITIVE ION CHANNEL
6lyp-D PROTEIN 1, MITOCHOND 5.7 4.6 74
MECHANOSENSITIVE ION CHANNEL
6lyp-A PROTEIN 1, MITOCHOND 5.7 29 70
MECHANOSENSITIVE ION CHANNEL
6lyp-C PROTEIN 1, MITOCHOND 5.7 4.7 74
MECHANOSENSITIVE ION CHANNEL
6lyp-E PROTEIN 1, MITOCHOND 5.7 4.6 74
LOW CONDUCTANCE
MECHANOSENSITIVE CHANNEL
6zyd-B YNALLOW 5.7 4.8 76
LOW CONDUCTANCE
MECHANOSENSITIVE CHANNEL
6zyd-A YNALLOW 5.7 4.8 76
LOW CONDUCTANCE
6zyd-F MECHANOSENSITIVE CHANNEL 5.7 4.8 76
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YNALLOW

LOW CONDUCTANCE
MECHANOSENSITIVE CHANNEL
6zyd-E YNALLOW 5.7 4.8 76
LOW CONDUCTANCE
MECHANOSENSITIVE CHANNEL
6zyd-D YNALLOW 5.7 4.8 76
LOW CONDUCTANCE
MECHANOSENSITIVE CHANNEL
6zyd-C YNALLOW 5.7 4.8 76
CHAIN LENGTH DETERMINANT
4zm5-B PROTEIN; 5.7 54 82
S5u8e-A ARGININE KINASE; 5.7 33 72
5zhg-B ARGININE KINASE; 5.7 33 80
MECHANOSENSITIVE ION CHANNEL
6lyp-B PROTEIN 1, MITOCHOND 5.6 4.6 74

Tabla Suplementaria 7. Primeras 19 proteinas con similitud estructural reportadas por DALI
para el Dominio 4 de la subunidad B de la bac-glyRS

Codigo
PDB Descripcion Puntuacion Z| RMSD # aa
PUTATIVE SIGNAL TRANSDUCTION
3mem-A PROTEIN; 9.6 29 133
PREDICTED HD SUPERFAMILY
2pq7-A HYDROLASE; 9.3 29 122
3tm8-B UNCHARACTERIZED PROTEIN; 9.0 33 130
3tmc-A UNCHARACTERIZED PROTEIN; 9.0 32 129
3tm8-A UNCHARACTERIZED PROTEIN; 9.0 32 129
3tme-B UNCHARACTERIZED PROTEIN; 9.0 32 129
3tmb-B | UNCHARACTERIZED PROTEIN BD1817; 8.8 32 128
BIFUNCTIONAL (P)PPGPP
6yvc-B SYNTHETASE/GUANOSINE-3',5'- 8.6 32 134
BIFUNCTIONAL (P)PPGPP
6yve-A SYNTHETASE/GUANOSINE-3',5'- 8.6 32 134
4r8z-B | CYCLIC DI-GMP PHOSPHODIESTERASE; 8.6 34 133
3hcl-A UNCHARACTERIZED HDOD DOMAIN 8.4 3.1 134
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PROTEIN;

METAL DEPENDENT
4mcw-B PHOSPHOHYDROLASE; 8.4 32 133
GUANOSINE-5'-TRIPHOSPHATE,3'-DIPHO
6pbz-A SPHATE PYROPHOS 8.3 4.1 126
METAL DEPENDENT
4mdz-B PHOSPHOHYDROLASE; 8.3 32 133
METAL DEPENDENT
4me4-B PHOSPHOHYDROLASE; 8.2 33 136
4r8z-A | CYCLIC DI-GMP PHOSPHODIESTERASE; 8.2 33 133
METAL DEPENDENT
4mdz-A PHOSPHOHYDROLASE; 8.2 32 133
GUANOSINE-5'-TRIPHOSPHATE,3'-DIPHO
6pbz-C SPHATE PYROPHOS 8.2 4.1 126
METAL DEPENDENT
4mcw-A PHOSPHOHYDROLASE; 8.2 33 136

Tabla Suplementaria 8. Primeras 22 proteinas con similitud estructural reportadas por DALI
para el Dominio 5 de la subunidad B de la bac-glyRS

Codigo
PDB Descripcion Puntuacion Z| RMSD # aa
PROTEIN (ARGINYL-TRNA
1bs2-A SYNTHETASE); 10.0 3.1 103
4oby-A ARGININE--TRNA LIGASE; 9.7 2.9 96
5yyn-C ARGININE--TRNA LIGASE; 9.6 3.4 102
5b63-C ARGININE--TRNA LIGASE; 9.6 34 102
1iq0-A ARGINYL-TRNA SYNTHETASE; 9.4 2.9 99
6208-A ARGININE--TRNA LIGASE; 9.1 3.2 98
1f7u-A TRNA(ARG); 9.1 2.9 100
Syyn-A ARGININE--TRNA LIGASE; 8.8 3.1 96
5b63-A ARGININE--TRNA LIGASE; 8.8 3.1 96
Syym-A ARGININE--TRNA LIGASE; 8.8 3.3 99
1f7v-A TRNA(ARG); 8.7 3.0 100
Syym-B ARGININE--TRNA LIGASE; 8.5 3.1 96
4zt7-B METHIONYL-TRNA SYNTHETASE; 8.4 3.9 105
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2zue-A ARGINYL-TRNA SYNTHETASE; 8.3 29 96
ARGININE--TRNA LIGASE,

4q2t-A CYTOPLASMIC; 8.3 2.8 92

3fnr-A ARGINYL-TRNA SYNTHETASE; 8.1 3.0 97
ARGININE--TRNA LIGASE,

4q2x-B CYTOPLASMIC; 8.1 2.9 94

ARGINYL-TRNA SYNTHETASE,

5jld-A PUTATIVE; 8.1 33 93
ARGININE--TRNA LIGASE,

4q2y-B CYTOPLASMIC; 8.1 2.9 91
ARGININE--TRNA LIGASE,

4q2y-A CYTOPLASMIC; 8.0 3.0 95

4zt3-A METHIONYL-TRNA SYNTHETASE; 7.7 4.0 106

2byt-D LEUCYL-TRNA SYNTHETASE; 7.7 35 97

2zuf-A ARGINYL-TRNA SYNTHETASE; 7.7 3.1 97
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