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Abreviaturas de los aminoácidos y de los organismos utilizados 

NOMBRE ABREVIATURA ABREVIATURA 
CON TRES LETRAS CON UNA LETRA 

Alanina Ala A 
Arginina Arg R 
Asparagina Asn N 
Acido Aspártico Asp D 
Cisteina Cys C 
Acido Glutámico Glu E 
Glutamina Gln Q 
Glicina Gly G 
Histidina His H 
Isoleucina Jle 1 
Leucina Leu L 
Lisina Lys K 
Metionina Mel M 
Fenilalanina Phe F 
Prolina Pro P 
Serina Ser S 
Treonina Thr T 
Triplofano Trp W 
Tirosina Tyr Y 
Valina Val V 

Abreviaturas de los nombres de los organismos: 

aca, Azorhizobium caulinodans; aeu, Alcaligenes eutrophus; asp, 
Anabae11.a sp. ath, A1'abidopsis thaliana; atu, Agrobacterium tumefaciens; 
avi, Azotobacter vi11.eland;;¡ bbr, Bordetella brollchiseptica; bja, 
Bradydúzobium japonicum; bpe, Bordetella pertusis; bsp, 
Bradyrhizobium sp.¡ bsu, Bacillus subtilis; cea, Cyanidium caldarium; 
eer, Caulobacter crescentus; eco, Escherichia col'-; efa, Enterococcus 
fnecium; kpn, Klebsiella pneumoniae; lin, Leptospim interrogans; mxa, 
M. xnnthlts¡ pae, Pseudomonas ae1'uginosa; pae, Porphyridium 
aerugineum; psy, Pseudomona syn"ngae; pvu, P1'oteus vulgaris; rea, 
Rhorlobacter capsulatus; rIe, Rhizobium leguminosarum; rme, 
Rlzizobium meliloti; sau, Staphylococcus aureus; see, Saca1'omyces 
cereviciae; seo, Streptomyces coelicolor; sty, Salmonella typhimurium; 
val, Vibrio alginolyticus; xea, Xanthomonas campes tris. 



1. INTRODUCCJON 

1.1. Generalidades del sistema de dos componentes 

Las bacterias viven en ambientes donde la variación en algunos 
parámetros físicos, como la temperatura, osmolaridad, viscosidad o luz; 
los cambios en la concentración de diversos compuestos químicos; la 
presencia de organismos hospederos y los niveles de toxinas o nutrientes, 
ocurren rápida e inesperadamente (Gross et al, 1989; Parkinson et al, 
1992; Stock el al, 1990). Las bacterias perciben estos cambios y pueden 
responder a ellos de muy diversas formas, ya sea movilizándose hacia 
lugares más favorables; realizando ajustes en su estructura o fisiología, 
o incluso modificando su expresión genética. Todo esto les permite 
sobrevivir y multiplicarse (Gross el al, 1989; Stock el al, 1989). 

Gran parte de las respuestas celulares a variaciones en el ambiente, 
están reguladas por proteínas que forman sistemas de dos componentes. 
Uno de los cuales recibe la señal específica, mientras que el otro regula 
la respuesta (Nixon el al, 1986). 

Se ha demostrado que uno de los componentes tiene actividad de histidin 
cinasa (HPK, de su abreviatura en inglés, Histidin Protein Kinase) y 
está localizado generalmente en la membrana citoplasmática, lo que le 
permite recibir las señales del exterior, transducirlas hacia el citoplasma 
y así cumplir la función de sensor. La señal es transmitida hacia el 
segundo componente del sistema, el cual modula la respuesta adecuada 
a la señal recibida . Este segundo componente es una proteína reguladora 
de la respuesta (RR) (Stock el al, 1990). 

Se ha demostrado también, que la transducción de la señal ocurre 
mediante una cascada de fosforilaciones y desfosforilaciones. Al recibir 
la señal inductora particular, la proteína HPK se autofosforila en un 
residuo de histidina (H). Mediante una interacción específica reconoce 
e interactúa con ]a proteína RR de su sistema, la cual se autofosforila 
en un residuo de ácido aspártico (O), desfosforilando a la proteína HPK, 
sólo en esta forma regula los genes involucrados en generar la respuesta 
adecuada (Stock el al, 1989 y 1990; Gross el al, 1989; Nixon el al, 1986; 
Albright el al, 1989). 

La quimica de la fosfotransferencia se resume a contin~ación: 

HPK + ATP _ HPK-P+AOP 

HPK-P + RR _ HPK + RR-P 

RR-P_ RR+Pi 
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1 .2. Organización estructural de las proteínas del sistema de dos 
componentes 

Al comparar las secuencias de aminoácidos de las proteínas, tanto de la 
famiJia de las HPK como de las RR, se identificaron regiones muy 
conservadas que permitían subdividir a estas en di stintos dominios 
estructurales y funcionales muy característicos. Los dominios más 
conservados son los que están involucrados en llevar a cabo las reacciones 
de fosfotransferencia (Fig-l). Otros dominios les confieren características 
particulares para cada sistema (Parkinson et al, 1992). 

SENSOR REGULAOOR 

Figura 1. Transmisión de las señales mediante los dominios de 
comunicación de las prote ínas de dos componentes. Los 
módulos en negro de transmisión y el receptor, están muy 
conservados. Los dominios en blanco de entrada y salida, 
son variables. 

1.2.1. Proteínas sensoras o histidin cinasas (HPK) 

Generalmente, las proteínas HPK tienen dos dominios: El dominio C
terminal es homólogo en toda la familia y está muy conservado. Este 
dominio se denomina módulo de transmisión, el cual contiene 
aproximadamente 250 residuos aminoácidos, formando cinco bloques 
estructurales conservados (fig-2). El primer bloque es el más variable, y 
contiene una histidina (H) 100% conservada en la posición 48. El segundo 
bloque contiene algunas asparaginas muy conservadas, aunque se ignora 
su función. A continuación se encuentran los bloques G1 y G2, los 
cuales son ricos en glicina y probablemente forman dominios de unión 
a nucleótidos. Estos se encuentran separados por el bloque F, el cual 
contiene dos fenilalaninas, altamente conservadas (Parkinson et al, 1992). 
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O_O-G +GO+ 

<>+HE <>+-PL 

Dominio e-terminal de las proteinas HPK 

Figura 2. Características estructurales del dominio e-terminal de las proteínas 
sensoras ortodoxas con sus 5 motivos principales. Las letras indican 
los aminoácidos presentes en al menos 70% de las proteínas alineadas. 
Los diamantes indican que por lo menos el 50% de los aminoácidos 
pertenecen a la misma familia química. Los blancos son no polares 
(1, L, M, V); los negros son polares (A, G, P, S, T); el signo positivo 
son básicos (H, K, R); el signo negativo son ácidos o arnídicos (O, E, 
N, Q). Los puntos negros representan menos del 50% de conservación. 

El dominio N-terminal de las proteínas HPK es característico para cada 
sistema. Este dominio no homólogo es muy variable y probablemente 
está involucrado en recibir una señal de entrada específica; la cual 
puede ser, por ejemplo, variaciones en los niveles de nitrógeno o de 
oxígeno. Este dominio de entrada contiene generalmente dos secuencias 
hidrofóbicas transmembranales, las cuales conectan a la región 
superficial, que recibe el estímulo, con la región intracelular, que controla 
la actividad de cinasa en el módulo de transmisión (Ronson et al, 
1987)_ 

Para poder identificar el dominio y particularmente el residuo donde 
las proteínas HPK se fosforilan, se realizaron experimentos de marcaje 

en las proteínas CheA y NRIl con [y-"Pl ATP. En estos experimentos se 
demostró que el residuo marcado por el grupo 32fC)4 en ambas proteínas 
fue la histidina 48 (Stock el al, 1989). 

La familia de las HPK se organiza en dos grupos (Fig-3), el primero 
presenta la típica topología transmembranal de las proteínas HPK, donde 
están incluidas VirA, BvgC, FixL, DctB, PhoR, UhpB, PhoM, CpxA, y 
NarX. Dentro de este grupo VirA de Agrobactel'ium tumefaciens, FixL 
de Rhizobium meliloti y BvgC de B07'detella pertussis, mantienen una 
gran similitud tanto en la región C-terminal, como en la N-terminal 
(Stock el al, 1989; Gross el al, 1989). 
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El segundo grupo de la famil ia consiste de proteínas citoplásmicas que 
carecen de dominios transmembranales obvios, este grupo incluye a las 
proteínas N trB, OegS y CheA. Se ha propuesto que estas proteínas 
reconocen o perciben seíiales internas, o que incluso están moduladas 
por proteínas sensoras adicionales, necesarias para iniciar la transmisión 
de una seiial. Un ejemplo de lo anterior es la proteína CheA, la cual no 
percibe directamente los cambios en el ambiente, pero integra las señales 
recibidas por otras proteínas sensoras, denominadas MCPs o 
quimiosensores, para posteriormente mandar la seíial fosforilando a las 
proteínas reguladoras CheY y CheB (Ames et al, 1988). 

Lista de Estructura modular 
Grupos Módulos o de las proteínas 

Ejemplos 

Dominios 

N 
VirA, BvgC, FixL DclB, 

ET PhoA. UhpB,PhoM, CpxA 
y NarX 

11 EcT N e NlrB, DegS y CheA 

Figura 3. Estructura modular de las proteínas sensoras. En la lista de la 
izquierda encontramos los módulos o dominios, en orden, a 
partir del antino terminal. El símbolo E representa el dominio 
de entrada, T es el módulo de transmisión y e que indica que 
es citoplásmico . Algunos dominios de entrada tienen sitios de 
anclaje a la membrana representados por las barras rayadas. 

1.2.2. Proteínas reguladoras d e la respuesta (RR) 

Los alineamientos de secuencias en las proteínas RR demuestran que 
éstas tienen generalmente dos dominios independientes: un dominio 
regulador homólogo para toda la familia y muy conservado, denominado 
módulo receptor, el cual recibe las señales del módulo de transmisión 
de las HPK, y un dominio no homólogo muy variable, denominado 
dominio de salida, e l cua l se localiza hacia el extremo C-termin a l. 

El módulo receptor consta de 100 a 120 aminoácidos, los residuos 
aspartato (O) en las posiciones 13, 14 Y 57 Y la l isina (K) en la posición 
109 son invariables . El análisis de la estructura cristalográfica de la 
proteína CheY, demostró que los aspartatos están muy cerca 
topológicamente y forman una bolsa ácida en una zona estructurada en 
forma de hoja i3 (Fig-4). El aspartato de la posición 57 es el aminoácido 
que se fosfarila preferencia]mente, aunque los otros también llegan a 
fosforilarse. Mutaciones en cualquiera de los aspartatos conservados 
reducen la capacidad de quimiotaxis en la célu la (Parkinson et al, 1992; 
Ronson et al, 1987; Gross et al, 1989; Stock et al, 1990). 
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El mecanismo de transferencia del grupo fosfato de las proteínas HPK a 
las RR, se demostró utilizando e l sistema OmpR/EnvZ. En estos 
experimentos se observó que la proteína EnvZ (RR), cataliza tanto la 
desfosforilación del aminoácido H en OmpR (HPK), como su 
autofosforilación en el aminoácido D, localizado en e l módulo receptor 
(Stock el al, 1989). 

Por último, el dominio de salida de las RR es el encargado de iniciar la 
respuesta al estímulo original. Estas proteínas tienen distintas fW1ciones, 
d ependiendo del sistema d e que se trate, tales como la de regular la 
transcripción, por s u unión al DNA o presentar actividad enzimática, 
entre otras (Parkinson el al, 1992). 

Figura 4. Caracterís ticas estructurales de las pro ternas reguladoras. Las 

flechas indican las hojas J3 y los cilindros las hélices <X. En el 
círculo negro se encuentra el aspar tato, que es el sitio activo 
donde se lleva a cabo la fosforilación, los demás aminoácidos 
conservados se encuentran encerrados en los círculos. 

Los dominios no homólogos permiten agrupar a esta familia en cuatro 
grupos principales (Fig-5) (Stock el al, 1989; Gross el al, 1989; Parkinson 
el al, 1992). 

El primer grupo contiene a la s proteínas CheY de Saimonella 
typhimurium, EscJzerichia eoii; y SpoOF de Bacillus subtilis, que solo 
están formadas por el módulo de recepción d e la señal. 

El segundo grupo comprende a las proteínas activadoras de la trascripción, 
como OmpR, SfrA, PhoB, PhoM, en E. coli; OmpR en S. Iyphimurium y 
VirG de A. tllmefaciens con un dominio C-terminal no conservado. 
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El tercer grupo contiene una región C-terminal conservada dentro de 
este grupo, pero diferente de la del segundo grupo. Este grupo comprende 
a las proteínas BvgA de B. Pel·tussis; DegU de B. subtilis; FixJ de R. 
meliloti, NarL y UhpA de E. eoli. 

El cuarto grupo contiene a las proteínas NtrC de Klebsiella pneumoniae, 
S. typhimu1·ium, E. eoli, y R. meliloti y DctD de Rhizobium 
leguminosarum, y R. meliIoti. Este grupo lo forman reguladores 
transcripcionales que interactúan con el factor ~4 mediante su dorrünio 
central el cual esta conservado en estas proteínas. Existen otras proteínas 
como NifA, XylR que también requieren el factor 0

54 para activar la 
transcripción, estas proteínas comparten el dominio central de interacción 
con ~4, pero no el dominio perteneciente a la familia de proteínas de 
dos componentes (Morett y Segovia 1992). 

Grupos 

11 

111 

IV 

Lista de 
Módulos o 
Dominios 

R 

AS 

AS 

AS 

N 

N 

N 

N 

Estructura 
modular de las 

proteínas 

C 

C 

C 

Ejemplos 

CheY y SpoOF 

OmpR, SfrA, PhoB, 
PhoM y VirG 

BvgA, DegU, FixJ, 
NarL y UhpA 

NlrC y DctO 

Figura 5. Estructura modular de las proteínas reguladoras. En la lista de 
la izquierda se observan los modulas en orden de aparición 
de la región amino hacia la carboxilo. 
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1.3. Comunicación cruzada 

Como ya se mencionó, el sistema de dos componentes funciona mediante 
reacciones de fosforilación y desfosforilación entre las proteínas HPK y 
las RR. La gran similitud que existe entre las proteínas de cada fami1ia~ 
particularmente en los aminoácidos donde se llevan a cabo las reacciones 
de fosforilación y desfosforilación, demuestran que estas proteínas son 
homólogas, es decir, que provienen de un ancestro común. Debido a 
esta homología se propuso la hipótesis de que dentro de una misma 
célula, las proteínas de dos componentes forman dos capas; las de las 
cinasas y las de las reguladoras; y que cada una de las proteínas de estas 
capas podía comunicarse con cualquier proteína de la otra capa, formando 
una red de fosfotransferencia. La comunicación entre proteínas de 
distintos sistemas HPK-RR, se denomina comunicación cruzada (Fig-6). 
Sin embargo, se ha observado que cada una de las proteínas han formado 
distintos sistemas que responden a señales específicas y que si se llega a 
dar la comunicación entre sistemas diferentes, esto no tiene efectos 
fisiológicos importantes (Stock el al. 1989). 

Estimulos 
1 2 3 ambientales 

¡ ¡ ¡ 
MEMBRANA 4 HPK I 

p p 
p p 

CITOPLASMA 

Figura 6. Representación esquemática, de lo que puede ser la "comunicación
cruzada". La proteína "B" que es una HPK (histidin-protein-cinasa) 
puede fosforitar tanto a "b" como parcialmente a "g" que son 
proteínas RR (reguladoras de la respuesta). La transferencia de "B" 
a "g" origina que "g" induzca la expresión genética en respuesta a un 
estímulo diferente del que normalmente responde. Las 3 proteínas 
responden a distintos estímulos ambientales (1, 2 Y 3). La e indica 
la región carboxilo-terminal de las proteínas y la N la región amino
terminal. 
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La comunicación cruzada se ha observado e n mutantes que carecen de 
una HPK determinada o que exhiben bajos niveles de expresión. Así, la 
respuesta de estos sistemas depende principalmente de la concentración 
de proteína RR que haya en la célula. Por ejemplo, cuando una célula 
se encuentra en un ambiente de baja concentración de fosfato, la proteína 
senSaTa PhoR activa a la proteína reguladora PhoB. Mutantes p h oS' no 
activan el regulón de fosfa to. Por otro lado, mutantes en el gene phoR, 
no responden a la concentración de fosfato, pero sí a la presencia de la 
proteína CreC. La estructura de la proteína Cree es muy parecida a la de 
PhoR. La expresión debida a la comunicación cruzada con CreC se da a 
muy bajos niveles y sólo se puede detectar en células mutantes de PhoR 
(Wanner 1992). Uno de los experimentos más sobresalientes que probaron 
la existencia de comunicación cruzada, fué el que se reaJizó con sistemas 
heterólogos in vifro, e n donde la proteína sensora NR[J es capaz de 
fosforilar a la proteína CheY en ausencia de su activador Che A y la 
protefna Che A es capaz de fosforilar a la proteína NR¡ también en 
ausencia de la proteína NR" (Ninfa el ni, 1988). Otro ejemplo de 
comunicación cruzada ¡Il ¡,¡vo fué observado en sistemas heterólogos 
formados por las proteínas HPK, Bvg de Borde/elln y AlgR de P seU dOmOI1QS 
aeruginosn, en donde se probó que ambas proteínas son capaces de 
activar a la proteína OmpR de E.coli (DeVault 1989). 

La magnitud y el tipo de la conexión entre estos sistemas de dos 
componentes depende de muchos factores, como la concentración de las 
HPK, su actividad de autofosforilaci6n, el grado de fosfotransferencia 
de la HPK-fosforilada a la proteína RR, la concentración de la proteína 
RR y la competencia de la HPK por una proteína RR dada. Todo esto 
juega un papel importante, tanto en la funcionalidad del sistema mismo, 
como en la probabilidad de que los eventos de cOlnunicación cruzada se 
lleven a cabo. Es necesario mencionar que ciertas cinasas no mandan su 
señal a un solo regulador, un ejemplo es la proteína CheA, que es capaz 
de fosforilar tanto a CheS como a CheY, sin embargo, esto no se considera 
un evento de comunicación cruzada ya que las dos proteínas RR responden 
al mismo estímulo de quimiotaxis (Stock et ni, 1990). 

La comunicación que han tenido las proteínas del sistema de dos 
componentes a 10 largo del tiempo, y la formación de módulos de 
transmisión de la seiial relativamente específicos, nos inducen a pensar 
que las proteínas de las dos familias han mantenido una historia evolutiva 
común, no como proteínas independientes, sino como un sistema que 
permite tanto sensar, como regular las respuestas a los cambios en el 
ambiente. 

Para poder entender la historia evolutiva de estos sistemas, es necesario 
revisar algunos conceptos evolutivos, así como las herramientas más 
frecuentes para realizar este tipo de estudios. 
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1.4. Evolución molecular 

1.4.1. Paleontología, taxonomía y evolución molecular 

Las preguntas centrales en los estudios de evolución están enfocadas en 
conocer cuál o cuáles han sido los mecanismos por )05 que ocurre y 
cómo ha sido la historia evolutiva de los organismos. Diversas disciplinas 
científicas han tratado de resolver estas preguntas mediante 
investigaciones que van desde la clasificación taxonómica de algunos 
organismos actuales, hasta la reconstrucción filogenética de sus ancestros 
mediante técnicas de biología molecular (Futuyma 1986). 

La primera evidencia tangible de que los organismos han ido cambiando 
a 10 largo del tiempo son los restos fósiles. Se han propuesto teorías 
acerca de la secuencia evolutiva de algunos linajes, las cuales se basan 
tanto en el tiempo geológico en donde se localizan los fósiles, como en 
las características morfológicas y taxonómicas que muestran. Sin embargo, 
no se puede ni podrá tener un registro fósil completo, ya que no están 
representadas todas las especies, ni todos los intermediarios evolutivos 
de cada linaje. En otras palabras, el registro fósil sólo nos puede indicar 
la evolución de los organismos de manera muy general y fragmentada, 
por lo que es necesario complementar esta información con otro tipo de 
estudios (Futuyma 1986; Li el al, 1991). 

A finales del siglo pasado y principios del actual, muchos microbiólogos 
se interesaron en realizar estudios de evolución tratando de determinar 
la genealogía de los microorganismos mediante parámetros morfológicos, 
al igual que los botánicos y zoólogos determinaban la de plantas y 
animales. Sin embargo, los microbiólogos se encontraron con el problema 
de que algunos microorganismos, como las bacterias, son 
morfol6gicamente muy simples y esto les impedía realizar clasificaciones 
o inferencias evolutivas certeras (Woese 1987). Con el tien1po se 
comenzaron a utilizar características fisiológicas para relacionar a los 
microorganismos, aunque a lgunas de elJas se perdían o podían ser 
obtenidas por transferencia horizontal, por 10 que resultaron no ser 
suficientes para los estudios de evolución. 

Debido a estas complicaciones en los estudios de clasificación y evolución 
de las bacterias, tuvieron que pasar muchos aÍlos para poder diferenciar, 
clasificar y además comparar a las bacterias con otros organismos de 
manera más certera. Esto solo ha sido posible gracias al desarrollo de la 
biología molecular. Mediante las técnicas generadas en esta disciplina, 
ha sido posible obtener una gran cantidad de información a partir de 
algunas moléculas, ácidos nucleicos o proteínas, las cuales se consideran 
los documentos históricos de las células, ya que guardan en su secuencia 
su historia evolutiva (Zuckerkandl el ni, 1965). 
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La comparación de las moléculas de distintos organismos, permiten 
proponer las relaciones filogenéticas que existen entre ellos y con esto 
inferir el camino evolutivo que han seguido a 10 largo del tiempo. En 
los últimos 10 afios el número de genes secuenciados se ha incrementado 
de manera sorprendente. Actualmente, se conocen alrededor de 32000 
secuencias y siguen aumentando. Es por esto que ha sido necesaria la 
creación de bancos de datos, como los de EMBL, GenBank y SwissProt, 
los cuales archivan las secuencias de manera organizada (Doolittle 1990). 
Estos bancos de datos sirven de plataforma de investigación para el 
estudio y análisis de grupos de secuencias específicos. Incluídos los 
análisis filogenéticos mediante la comparación de proteínas o genes 
homólogos. 

Las primeras moléculas que se utilizaron en los estudios de ]a evolución 
molecular de los organismos fueron el citocromo-C y las globinas. De la 
comparación de ]a secuencia primaria de estas proteínas se pudieron 
inferir árboles filogenéticos, los que sorprendentemente coincidían en 
términos generales con los árboles obtenidos por otros criterios, como 
los morfológicos y los bioquímicos (Woese 1987). 

Los estudios evolutivos llevados a cabo antes de incluir la metodología 
en biología molecular estaban restringidos al estudio de los organismos 
superiores. Por lo que solo permitían conocer la historia evolutiva de 
los últimos 340 millones de años. Los estudios de restos fósiles en 
bacterias parecidas a las Cyanobacterias actuales, han permitido 
determinar que las bacterias existen sobre la tierra desde hace por 10 
menos 3400 mil10nes de ail0s. Al inc1uir a las bacterias en los estudios 
de evolución, se amplfa tanto el espectro de tiempo, como la posibilidad 
de conocer algunas de las características del ancestro común de todos 
los organismos existentes (Nei 1987). 

Sin embargo, para poder incluir a las bacterias en un estudio general, 
fué necesario encontrar una molécula común a todos los organismos y 
que cumpliera con ciertos criterios, como el de ser homóloga y el de 
tener diferentes velocidades de cambio en distintas regiones de su 
secuencia. De esta manera, las regiones más conservadas permitirían 
hacer comparaciones de la molécula entre organismos que se encuentran 
muy alejados evolutivamente, mientras que las regiones variables 
permitirían diferenciar a los organismos que divirgieron recientemente 
(Olsen el al, 1986). 

Un grupo de moléculas que cumple con estos requisitos son los RNA 
ribosomales (rRNA). Estas moléculas son universales, los procariotes 
tienen tres rRNA de distintos tamaños, el 55, el 165 y el 235. El 55, a 
pesar de cumplir con todas las caracterfsticas anteriores, carece de 
suficiente información como para realizar estudios de evolución, pues 
sólo tiene 120 nucleótidos. En cambio, el 165 (1500 nucleótidos) y 235 
(2900 nuc1eótidos) sí contienen suficiente información (Olsen et al, 
1986). 
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Woese (1987), utilizando secuencias parciales de RNA ribosomal 165 
(Apéndice-3), concluyó que: a) todos los organismos actuales provienen 
de 3 líneas principales: los eucariontes, las eubacterias y las 
arqueobacterias y b) los organelos en las células eucariontes tienen un 
origen procarionte, lo cual apoya la teoña endosimbiótica del origen de 
los organismos eucariontes propuesta por Margulis (1970). 

Esta teoría propone que los eucariontes se generaron de la fusión de 
cosimbiontes bacterianos, ya que la información genética en organelos, 
como las mitocondrias y los c1oroplastos, es diferente a la CJue había en 
los cromosomas. Estos resultados han sido corroborados con algunos 
datos obtenidos de investigaciones morfológicas y bioquímicas (Margulis 
1970; Woese 1987). 

Actualmente, la evolución a nivel molecular comprende dos áreas de 
estudio principales (Li 1991): 

La primera trata de la evolución de las macromoléculas; esta estudia 
tanto la velocidad comO el tipo de cambios que ocurren en el material 
genético (DNA) y en sus productos (proteínas), durante un tiempo 
determinado, es decir, el estudio de las causas y efectos de los cambios 
evolutivos de las moléculas y los mecanismos responsables de estos 
cambios. 

La segunda área, conocida como filogenia molecular, utiliza a las 
moléculas como instrumento para reconstruir la historia o relaciones 
evolutivas de las macromoléculas y la de los organismos que las contienen 
relacionandolas con sus ancestros. 

1.4.2. Sustituciones en nucleótidos y el reloj molecular 

El número de cambios que sufren las secuencias con respecto al tiempo 
permite calcular la velocidad de evolución de las moléculas. En los 
estudios comparativos entre las secuencias de hemoglobina y de 
citocromo-C de diferentes especies, se observó que la velocidad de 
sustitución de aminoácidos en estas proteínas es aproximadamente el 
mismo en varias lineas de mamíferos (Woese 1987), es decir, que el 
número de sustituciones se incrementa de manera lineal con respecto 
al tiempo. A este fenómeno se le denominó reloj molecular y esto nos 
permite fechar algunos eventos evolutivos que han sucedido a lo largo 
del tiempo (Zuckerkandl y Pauling 1962; Margoliash 1963). 

Poco tiempo después, se llegó a la conclusión de que cualquier proteína 
podía ser un reloj molecular. Este descubrimiento ha tenido importantes 
implicaciones para el estudio de la evolución; puede ser usado no sólo 
para estimar a grosso modo los tiempos de evolución de varios 
organismos, sino también para construir árboles filogenéticos. 
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Estudios recientes indican C)ue los relojes evolutivos no corren tan 
regularmente como se pensó originalmente, ya que las moléculas pueden 
tener distintas velocidades de cambio. Sin embargo, esto no afecta 
seriamente la utilidad de los datos moleculares para realizar estudios 
evolutivos, porque aunque no se conozca con exactitud el tiempo que 
ha pasado desde que las moléculas divirgieron, si se pueden obtener las 
relaciones evolutivas entre las moléculas en estudio (Nei 1987). 

1.4.3. Teorías evolutivas y los mecanismos de la Evolución 

En "El origen de las especies" (1859), Darwin propuso su teoría de la 
evolución por selección natural. En este libro concluye que las especies 
han caml:-iado a 10 largo del tiempo y que los organismos son el resultado, 
tanto de la acumulación, como de la preservación de variaciones sucesivas 
favorables. Cuando las leyes de Mendel fueron redescubiertas y se 
determinó que las mutaciones son la fuente de la variación genética, se 
unificó el principio en biología, estructurándose la teoría sintética de la 
evolución o neo-darwinismo (1930-1940). 

En su tiempo el neo-darwinismo fue aceptado como dogma de la biología 
evolutiva. La selección natural era considerada como la única fuerza 
capaz de dirigir el proceso de evolución (seleccionísmo), ya que se 
pensaba que otros factores, como la mutación y la deriva genética al 
azar, no contribuían de manera importante. De acuerdo con los 
seleccionistas, para poder entender el proceso evolutivo, era necesario 
entender que la fijación de sustituciones genéticas en una población 
ocurre como consecuencia de la selección de mutaciones ventajosas, y 
que el polimorfismo genético es Inantenido por un balance en la selección 
de las mutaciones (Nei 1987). Esta teoría tuvo mucho auge a finales de 
los 50's y a principios de los 60's, fue dominada por el punto de vista de 
que la velocidad y la dirección de la evolución estan determinadas casi 
completamente por la selección natural, donde las mutaciones juegan 
un pequeíio papeL Muchos evol ucionistas de ese tiempo creían que las 
mutaciones neutrales, es decir las mutaciones que no confieren ventajas 
ni desventajas, o no son frecuentes, o no existen. 

Sin embargo, al comparar la evolución desde los puntos de vista fenotípico 
y molecular, se observan diferencias en la velocidad y en la manera en 
que los cambios ocurren. En la evolución molecular la velocidad de 
cambio es más o menos constante, en tanto que la fenotípica presenta 
una velocidad irregular y sucede de manera oportunista y a saltos. Esto 
puede entenderse si se asume que la evolución fenotípica esta dada 
principalmente por selección natural positiva. En tanto que la evolución 
molecular se ve afectada por la fijación azarosa de mutaciones neutrales 
o casi neutrales (Kimura 1974; 1981). 

12 



En contraste con la teoría de la selección natural , la teoría neutral 
asegura que la gran mayoría de los cambios evolutivos a nivel m olecular 
son causados por la fijación de cambios neutrales que incluso pueden 
llegar a favorecer la selección de ciertas mutaciones ventajosas . Esta 
teoría no niega el papel de la selección natural para determinar el curso 
de la evolución adaptativa, aunque asume que sólo una pequeña fracción 
de los cambios en el DNA (o RNA) son adaptativos y que la mayoría de 
los alelos polimórficos se mantien e n en las especies por el balance que 
existe entre la mutación y el grado de extinción. En otras palabras, la 
teoría apoya la idea de que el polimorfismo de las moléculas es una fase 
transitoria d e la evolución de las mi smas, rechazando la idea de que el 
polimorfismo es e l resultado de adaptaciones mantenidas por balances 
de selección. 

Algunos ai\os atrás Kimura y Ohta (1974), explicaron la evolución 
molecular mediante los siguientes puntos: 

-La evolución medida o dada por sustituciones de aminoácidos o 
nucleótidos es aproximadamente constante por sitio, por año y en varios 
linajes. 

-Las partes funcionalmente menos importantes de una molécula 
evolucionan más rápidamente que las más importantes, ya que las 
mutaciones neutrales se fijan con mayor probabilidad en moléculas o 
parte de moléculas menos comprometidas con la función o la estructura. 
Es decir, la evolución molecular tiende a ser conservativa. 

-Los genes con una nueva función generalmente provienen de una 
duplicación de una parte del genoma, aunque los genes duplicados 
pueden sufrir mutaciones deletereas. 

-Debido a su tamai'lo, el genoma d e los organismos s uperiores es más 
flexible que e l de otros organiS1TIOS y el número de copias de una 
secuencia de DNA puede aumentar o disminuir rápidamente bajo ciertas 
condiciones, lo que los hace más polim6rficos . 

-La va riabilidad genética es mayor en poblaciones grandes que en 
pequeíi.as. 

1.4.4. Alineamientos de secuencias 

Para poder determinar las relaciones filogenéticas a nivel molecular 
entre diversos organismos, es necesario identificar y comparar genes o 
proteínas (completos o parte de ellos) que sean homólogos, pues sólo 
las moléculas o parte de ellas que 10 sean, contendrán información 
importante para poder establecer relaciones evolutivas, ya que provienen 
de un ancestro común. 

13 



Generalmente las regiones homólogas están separadas por regiones no 
homólogas, que representan eventos de inserción o deleción que han 
ocurrido en algunas de las secuencias desde que divirgieron. Para conocer 
cual de las secuencias sufrió el cambio es necesario compararlas con 
otras (Devereux el ni, 1984). 

El primer paso en taJes comparaciones consiste en el alineamiento de 
secuencias (Fig-7). Cuando se alinean moléculas de DNA, se utiliza una 
matriz que permite evaluar las diferentes sustituciones que puede sufrir 
un nucleótido, como son: transversiones (de purinas a pirimidinas y 
viceversa); transiciones (de purinas a purinas y de pirimidinas a 
pirimidinas), las cuales ocurren con mayor frecuencia que las primeras 
y por último las inserciones o deleciones (indeles). A cada uno de estos 
cambios se les asignan valores diferentes (Kimura 1981). Los 
alineamientos con proteínas son más complicados ya que debe tomarse 
en cuenta que cada aminoácido puede ser sustituido por otros 19 y aún 
por si mismo. 

Existen diversas tablas que asignan un cierto valor cuando las 
sustituciones se llevan a cabo entre aminoácidos equivalentes en grupos 
funcionales o en carga, y un valor diferente cuando no lo son. Otras 
tablas se basan en el código genético, determinando el número de cambios 
necesarios en un triplete para modificar el aminoácido que se tenía. La 
más utilizada es la tabla de Dayhoff, o matriz PAM250 (Porcentaje de 
Mutaciones Aceptadas) (Apendice-2). Esta tabla se generó de un análisis 
empírico de la frecuencia de sustitución de los aminoácidos, la cual 
asigna valores positivos a las sustituciones que conservan el aminoácido 
o a aquellas sustituciones más frecuentes, las que generalmente son las 
que afectan menos la funcionalidad o la estructura de una proteína, y 
valores negativos a los que causan un cambio drástico. Por ejemplo, en 
aminoácidos como cistefna o triptófano, al mantenerlos conservados se 
les asignan valores positivos muy a1tos, debido a que estos aminoácidos 
están implicados tanto en la estructura como en la función de las 
proteínas. Si alguno de ellos se sustituyera por otro aminoácido, la 
proteína sufriría un cambio importante y a estos se les asignan valores 
negativos (Doolittle 1990). 

Los alineamientos pueden ser locales o globales. Los locales encuentran 
el segmento en dos secuencias donde existe la mayor similitud, sin 
tomar en cuenta el resto de la misma (Smith y \r\laterman, cita 25), con 
la desventaja de que no utilizan la información de los sitios o estructuras 
menos conservadas. Los alineamientos globales, en cambio, aparean dos 
secuencias completas tratando de aumentar la similitud entre ellas, con 
el mínimo número de inserciones o deleciones (Needleman y Wunsch, 
cita 25). Este ú1timo método se utiliza para realizar alineamientos 
múltiples, ya que permite agrupar varias secuencias y así descubrir las 
regiones conservadas y enfatizarlas. 
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Otro método para realizar alillealnientos múltiples es el de Feng y 
DooJitle, el cual primero eJige las dos secuencias más parecidas entre sí 
y las agrupa, la tercer secuencia más parecida a este par se alinea con el 
par anterior formando un nuevo grupo; a estas tres se añade la siguiente 
secuencia más parecida y asf sucesivamente hasta obtener el alineamiento 
completo. 

Secuencia 1 

B L y L A G M E T H w G A L y E 

I I I I I I I I * * I I 
L y T M A e M D D Q w L y 

Secuencia 2 

Figura 7. Alineamiento de dos secuencias de aminoácidos. Las líneas 
punteadas indican sustituciones en las secuencias, las líneas 
sólidas indican aminoácidos conservados y los asteriscos 
indican inserciones o deleciones. 

1.4.5. Los árboles filo genéticos 

Una vez obtenido e l alineamiento múltiple, el paso siguiente es la 
construcción de un árbol filogenético. Un árbol filogenético es una 
representación gráfica de las relaciones evolutivas entre las unidades 
taxonómicas operativas (OTUs), las cuales pueden ser especies, 
poblaciones, indiv iduos o moléculas. Esta gráfica está compuesta por 
nodos y ramas (fig-S). Los nodos externos representan las OTUs actuales, 
y los nodos internos representan las unidades ancestrales de las OTUs 
(Figura 8-l). Las ramas muestran las relaciones entre los nodos en términos 
de ancestro y descendiente. Al patrón que presentan las ramas se le 
denomina topologfa. 

Un árbol filogenético carece de escala evolutiva cuando el largo de las 
ramas no es proporcional al número de cambios evolutivos que se 
indican en ellas (Figura 8-1 y 8-JI), Y tiene escala cuando los cambios son 
proporcionales al largo de las ramas. Por 10 tanto, un árbol es aditivo si 
la distancia entre cualquier par de unidades taxonómicas es igual a ]a 
suma de] largo de todas las ramas que los conectan. 
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Figura 8. Características de los di s tintos árboles filogenéticos. En el 
árbol filogenético T, podemos observar que sus ramas no tienen 
escala, los nodos F, G Y H son los nodos internos y los nodos 
A, B, e, o y E, son los nodos externos, la R significa que es 
un árbol con raíz y las flechas indican hacia donde se puede 
dirigir las ramas a partir de la raíz. En el árbol filogenético n, 
se observa que las ramas si tienen esca la por lo que el largo 
de las ramas son proporcionales al número de cambios 
moleculares . El árbol ITI, es un árbol sin raíz y sin escala. 

Los árboles filogenéticos pueden ser árboles con o sin raíz (Figuras 8-I y 
8-III). La raíz de un árbol nos indica el ancestro común de todos los 
OTUs de ese estudio. La distancia que existe entre la raíz y cualquiera 
de los OTUs corresponde a un tiempo evolutivo. La raíz de un árbol no 
es otra cosa que una OTU que se encuentra evolutivamente más alejado 
de las OTUs que se esten analizando. En un árbol sin raíz solo se 
especifican las relaciones entre los OTUs y no se define un origen para 
estos. Si el análisis d e un grupo de secuencias se realiza con raíz, 
aumenta la cantidad de árboles alternativos, debido a que las OTUs se 
pueden acomodar de distintas formas a partir de la raíz. Al tener una 
gran cantidad de árboles posibles, es necesario escoger aquel que represente 
mejor los datos obtenidos . Los métodos de reconstrucción filogenética 
están diseíiados para resolver este problema (Li et al , 1990; O lsen, 
1994). 
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1.4.6. Métodos de reconstrucción filogenética 

Existen tres métodos principales para inferir filogenias, estos son los 
métodos de máxima parsimonia, los métodos de matriz de distancia y 
los métodos de máxima probabilidad. Otros métodos que se utilizan 
derivan de alguno de estos tres grupos (Nei 1987; Li 1991; Felsenstein 
1988). 

a) Método de Máxima Parsimonia 

Este método se desarrolló originalmente para comparar secuencias de 
aminoácidos (Eck y Oayhoff 1966) y se modificó posteriormente para 
analizar secuencias de nucleótidos (Fitch 1967). El principio de la máxima 
parsimonia involucra la construcción de un árbol, en el cual los puntos 
de unión de dos secuencias representan a un ancestro común, obtenido 
con el mínimo número de cambios. Este método escoge las secuencias 
más parecidas entre sí, e identifica después los sitios informativos de 
las mismas para poder decidir la topología del árbol. Un sitio es 
filogenéticamente informativo, sólo si favorece algunos árboles sobre 
otros . 

Por ejemplo, si tenemos cuatro secuencias, sólo se pueden obtener tres 
diferentes árboles sin raíz. Se acomoda cada sitio (entendiendo por sitio 
a cada nuc1eótido o aminoácido), de acuerdo con la posición que tiene 
la respectiva secuencia en cada uno de los árboles posibles. 
Posterionl1ente, se determina en cuantas ramas es necesario hacer un 
cambio para pasar de un sitio a otro y si en un árbol hay un menor 
número de cambios en cOll1paración con los otros árboles posibles, el 
sitio es informativo. Por lo tanto, un sitio sólo puede ser informativo 
cuando hay dos o más tipos de nuc1eótidos o aminoácidos y además está 
representado en a l menos dos secuencias. Como puede verse estos sitios 
permiten la elección del árboJ de máxima parsimonia (Fig-9). 

Este método ha sido muy utilizado, ya que permite reconstruir la historia 
evolutiva de los organismos, con un buen intervalo de confianza y de 
manera congruente con otros árboles, aunque utiliza estrategias diferentes 
como se pudo observar en la explicación. 
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Figura 9. Ejemplo de los s itios inform ativos para e l método de Parsimonia, 
los pu n tos rep resentan los cambios e n las secuencias (Tomado 
del Li pp 111 -11 2) . 

b) Méto d os de Matriz d e D istancia 

Estos métodos h acen una eva luación de la di stan c ia gen é tica entre cada 
p ar de secu e n cias, basada en el n úmero d e su s tituciones que se observan 
en tre ellas, p roduciendo una m a triz con los datos resultantes. A p artir 
de estos datos, se co ns truye una represe n tación g ráfica, agrupando las 
secuen cias e n o rd en de mayo r a men o r s imi li tud . Es pos ible obtener 
más de un árbol, por 10 que es n ecesario que se el ija aquel cu ya top o logía 
refleje mejor las d istancias obten idas e n la ma triz d e comparación d e 
secu encias. 
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Los métodos más utilizéldos son el de UPCMA (método de promedios de 
distancias) y el de Fitch y Margoliash (1967), que fueron desarrolladas 
originalmente para construir fenogramas (diagramas que sólo expresan 
las relaciones fenotípicas en un grupo).. pero pueden usarse para construir 
árboles filogenéticos, particularmente cuando las medidas de distancia 
del valor esperado son proporcionales al tiempo de divergencia entre 
las secuencias del estudio (Olsen, 1994; Li el al, 1990). 

c) Método de Máxima Probabilidad 

Este método utiliza tablas de frecuencias de sustitución para determinar 
las relaciones entre las secuencias en estudio . Estas tablas pueden ser 
predefinidas u obtenerse a partir de los datos (secuencias) que se 
introducen. 

Para la construcción de los árboles filogenéticos es necesario saber que 
el par de OTUs que se va a unir primero es aquel que tenga la mayor 
probabilidad de estar más cercanas evolutivamente. Por otro lado, también 
es necesario saber que el largo de las ramas de las primeras dos secuencias 
se calcula sólo con respecto a una tercera, y de ésta con respecto a la 
cuarta y así sucesivamente (Fitch el al, 1967). 

1.4.7. Consistencia de los métodos de reconstrucción filogenética 

Todos los métodos mencionados son estadísticamente consistentes, en 
el sentido de que si hay una gran cantidad de datos aumenta la probabilidad 
de obtener un árbol que represente la historia evolutiva real. Sin embargo, 
cuando existen datos cuyo valor de divergencia es muy alto, o cuando 
la velocidad de evolución entre las OTUs es diferente, se pueden obtener 
árboles erróneos. 

Para resolver este problema hay que llevar a cabo análisis estadísticos 
que permitan validar los resultados. Los programas como el Bootstmp y 
jacknJfe no asumen ningún camino evolutivo previo y son 
completamente empíricos. Lo que hacen es modificar los datos¡ ya sea 
reduciendo el tamaño de alguna secuencia, eliminando secuencias 
enteras, etc, para reconstruir los árboles una y otra vez. Esto provee de 
un límite de confianza del 95% para cada una de las ramas en el árbol, 
aunque por ser análisis muy exhaustivos requieren de un gran tiempo 
de computo (Olsen 1994). 

Como hemos visto, la metodología en evolución molecular ha permitido 
reconstruir de manera teórica algunas historias evolutivas¡ abriendo 
así diversas posibilidade para el mejor entendimiento de la evolución. 
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2. ANTECEDENTES 

La mayoría de los trabajos de evolución mol ec ular que se han realizado 
hasta el momento utilizan él las moléculas para determinar las relaciones 
filogenéticas de los organismos. Sin embargo, también se han desarrollado 
algunos trabajos donde se determina la historia evolutiva de las proteínas, 
tomando en cuenta la función que estas tienen dentro de los organismos. 
Este concepto de evolución relacionado con la función de las moléculas 
todavía no es muy familiar (Kleckner 1981). 

Muchos trabajos nos indican que proteínas actuales estan compuestas 
de múltiples dominios funcionales y estructurales independientes los 
cuales provienen de distintos orígenes. 

Este modelo esta apoyado por el trabajo de E. Morett y L. Segovia (1992), 
en donde se hizo un estudio con las proteínas reguladoras que 
interaccionan con el factor cr~. De los alineamientos que se realizaron 
con todo este grupo de proteínas, se identificaron tres dominios 
claramente separables; los cuales son; el dominio amino terminal, el 
central y el carboxilo terminal. En esta familia se observó que sólo el 
dominio central es homólogo en todas las proteínas y es el que define a 
la familia. En el dominio carboxilo terminal sólo se encuentran algunas 
regiones conservadas, mientras CJue el amino terminal, además de tener 
un tamailo variable, no contiene silnilitud obvia. 

El análisis filogenético que se obtuvo con estas proteínas fué realizado 
con la secuencia de las proteínas completas y también con cada uno de 
los dominios independientes que antes se describieron. De esto se obtuvo 
que cada uno de los dominios habían evolucionado de manera 
independiente y que no ha habido mucho intercambio entre ellos, aunque 
algunos hayan coevol ucionado. 

En conclusión este trabajo ayuda a entender la evolución de los distintos 
dominios funcionales de las proteínas EBP's (del inglés, Enhancer Binding 
Proteins). El origen de] sistema de cr~ es muy antiguo ya que este 
sistema ha sido encontrado en organismos tan alejados como firmicutes 
y proteo bacterias. 

Hasta el momento han sido descritas muchas proteínas que forman 
sistemas de dos componentes. Uno de los trabajos que se ha realizado 
con estas farnihas de proteínas es el de J.5. Parkinson y E.C. Kofoid 
(1992), en el cual se analizaron aproximadamente 53 proteínas HPK 
(protefnas histidin cinasas) y 91 proteínas RR (reguladoras de la 
respuesta). 
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Este sistema se encuentra principalmente en bacterias aunque ya han 
sido descubiertos sistemas homólogos en eucariotes. También se observó 
que las proteínas de las dos familias, tanto las sensoras como las 
reguladoras exhiben una gran variedad de arreglos con sus módulos. 
Los cuales pueden ser módulos solos, en tandem o ser la combinación 
de diferentes dotninios. En ese análisis dendográfico se obtuvieron tres 
grupos principales, el primero al parecer esta relacionado por los módulos 
que se asocian a la utilización de nitrógeno, ya que muchas proteínas 
que estan involucradas con esta función forman un grupo tanto en las 
HPK como en las RR. El segundo grupo esta relacionado porque la 
disposición de sus módulos es muy similar, esta agrupación se puede 
hacer tanto en las proteínas HPK como en las RR. En el tercer grupo las 
proteínas RR no se encuentran relacionadas ni comparten alguna 
característica ni de función ni de arreglo en sus dominios, sin embargo, 
las proteínas HPK si se encuentran agrupadas. 
Basados en que proteínas equivalentes en E. coli y en B. subtilis, 
organismos que divirgieron hace más de mil millones de años, contienen 
módulos muy similares Parkinson y Kofoid (1992) proponen que la 
comunicación entre los módulos se ha diseminado por transferencia 
horizontal relativamente reciente. 

Por otro lado la gran variabilidad de módulos en una misma especie 
parecería indicar que la similitud de las secuencias entre las especies 
podría ser el resultado de evolución ya sea convergente o divergente. 
Por último, las secuencias más relacionadas no estan altamente 
correlacionadas con la especificidad en la comunicación, como se puede 
observar con las proteínas HPK ComP y DegS las cuales son muy similares 
en secuencia pero se comunican con receptores muy diferentes (ComA y 
DegU), por 10 que es muy difícil determinar solo por comparación de 
las secuencias, cuales son los determinantes responsables de la 
comunicación específica. 
La conservación de los dominios de las proteínas, en los pares de HPK y 
RR, sugieren que las interacciones entre cada par involucra un mecanismo 
consertado de evolución. Esto quiere decir que si las proteínas han 
estado relacionadas para responder a una función determinada, estas 
pudieron haber evolucionado juntas hasta formar un solo locus. 
En este trabajo estamos interesados en reconstruir la historia evolutiva 
de las proteínas reguladoras del sistema de dos componentes, ya que 
este sistema es un buen modelo para determinar si existe evolución 
concertada entre proteínas, y además nos permite saber si esta evolución 
depende principalmente de la interacción que existe entre los módulos 
que conforman a estas proteínas. El hecho de que los dominios de 
comunicación entre estas proteínas se encuentren muy conservados nos 
lleva a considerar que su evolución no ha sido como proteínas 
independientes, sino como partes de un sistema coordinado que se 
encarga de regular de manera específica la respuesta adecuada a una 
señal recibida. 
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3. OBJETIVOS 

3.1. OBJETIVO GENERAL 

-El objetivo general de este proyecto es reconstruir la historia evolutiva 
de las dos familias de proteínas de los sistemas de dos componentes y 
evaluar si cada sistema de proteínas ha evolucionado de manera 
concertada. 

3.2. Objetivos particulares 

-Realizar una búsqueda en los bancos de secuencias de las proteínas 
relacionadas a las conocidas del sistema de dos componentes 

-Realizar alineamientos de cada una de las familias de proteínas para 
comparar y obtener el grado de similitud que existe entre ellas. 

-Realizar un análisis filogenético que nos sugiera el patrón evolutivo 
que han seguido estas dos familias de proteínas a ]0 largo del tiempo, 
utilizando distintos métodos como el de FITCH y el de máxima parsimonia 

-Analizar la topología de los árboles obtenidos y determinar si estos son 
congruentes entre sí y con la de la otra familia, como para determinar 
si estas proteínas han mantenido una evolución concertada. 
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4. METODOLOGIA 

4.1. Búsqueda 

Para cumplir con los objetivos planteados en cuanto a la busqueda de 
todas las proteínas semejantes él las de Jos sistemas de dos componentes, 
fué necesario tener acceso a bancos de secuencias, como GenBank y 
E1vfBL de DNA y SwissProt de proteínas. Para esto se utilizaron programas 
que se encuentran en el paquete de cee (Genetics Computer Group) 
versión 7.2 (25), de los cuales se hé'lce una breve descripción a continuación. 

FASTA: Este programa utiliza el método desarrollado por Pearson y 
Lipman (59), el cual busca secuencias en los bancos de datos similares a 
la secuencia en cuestión, sea ONA o proteína. En el primer paso de la 
búsqueda se compara a la secuencia en cuestión con las demás secuencias 
del banco y se identifican aquellas secuencias que tengan el mayor 
número de pequeños apareamientos en cada comparación. Este programa 
también utiliza la modificación de Wilbur y Lipman (77), por medio de 
la cual se seleccionan las 10 mejores regiones de simi1itud entre las 
secuencias. En el segundo paso, estas regiones son reevaluadas utilizando 
una matriz que en caso de ser proteínas se utiliza la matriz PAM2501 la 
cual toma en cuenta reemplazos conservativos y símbolos ambigüos, 
entre otras cosas (Apéndice-2). Y por último en el tercer paso utilizando 
el procedimiento para alinear de Smith y Waterman se alinean con la 
secuencia problema, aquellas secuencias con el puntaje más alto de 
simili tud. 

TFASTA: Utiliza el método desarrollado por Pearson y Lipman (59), 
para buscar similitudes entre la secuencia del péptido en cuestión y 
cualquier grupo de secuencias nuc1eotídicas. El TFASTA traduce las 
secuencias nuc1eotídicas en los 6 marcos de lectura. Cada una de las 6 
traducciones es tratada como una secuencia de aminoácidos diferente y 
se somete al procedimiento de comparación de la misma forma que el 
FASTA. 

STRINGSEARCH: Si se utiliza el paquete de cee, cada una de las 
secuencias de los bancos de datos tienen dos descripciones, la primera 
es la definición, la cual contiene el nombre del organismo, el nombre 
del gene, el largo de la secuencia y la fecha. La segunda es la 
documentación, en donde se presentan algunas características 
sobresalientes de la secuencia. Este programa busca tanto en la definición 
como en la documentación, aquella palabra que uno haya especificado 
para la búsqueda. 
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PROFlLEMAKE: U tili za e l método de Cribskov para crear el perfil de un 
grupo de secuencias alineéldas . Este perfil es unél tilbla que contiene la 
información cuantitativa (valores pos ición-es pecificos) obtenida de la 
comparación de un grupo de seclJenciéls éllineildils. Este perfil puede 
entonces ser usado por Jos p rogramas de PROFILESEARCH, para la 
búsqueda o por PROF1LECAP para a lineamientos de secuencias. 

PROFILESEARCH: Es te método lisa e l perfil creado por e l PROFILEMAKE, 
que son un grupo de secuencias a li neadas, como templado para buscar 
nuevas secuencias en e l banco de datos. Util iza el método desarrollado 
por G ribskov. 

FETCH: Este programa copia las secu encias de la librería (bases de 
secuencias) a un archivo con formato cee y lo muestra en la pantalla. 

4.2. Alineamientos 

Para obtener los alineam ien tos, que son e l apareamiento de dos secuencias 
similares, con e l fin de id en tifi car e l grado de conservación y los s itios 
de inserciones o deleciones en las proteínas, se utilizaron también 
programas del paquete cee versión 7.2 de los cuales se hará una breve 
descripción: 

LINEUP: Este es un programa que permite ed itar hasta 30 secuencias 
simultaneamente, acomodar y homogenizar su formato para que con e l 
programa PTLEUP estas puedan se r a lineadas correctamente. 

PILEUP: Este programa reali za a lineamientos múltiples, los cuales pueden 
contener hasta con 300 secuencia s de un tamaii.o máximo de 5000 
caracteres. Utiliza una simplificación del a lin eamiento progresivo del 
método de Feng y Doolittle, que es parecido al descrito por Higgins y 
Sharp. Los a lineamientos se realizan por pares de secuencias y son 
progresivos, las secuencias son agrupadas por similitud para producir 
un esquema que muestra las relaciones que ex isten entre las secuencias 
(dendograma). 
PRETrY: Este programa muestra los alineamientos de secuencias 
múltiples y calcula la secuencia consenso. No crea e l alineamiento, solo 
lo muestra. 

4.3. Análisis filogenético 

Para conocer la distancia genética que existe entre las disti ntas proteínas 
es necesario hacer pruebas estadísticas. El paquete Phylip (59), contiene 
programas que n os permiten realizar estos cálcu los. 

24 



Muchas d e las ge ne ralidades y difere ncias de este tipo de métodos se 
muestran en la introducció n, por lo que aquí se desc riben brevemente 
aquel10s programas qu e se utilizaron. 

PROTDIST: Con este programa se calculan las di s tancias de secuencias 
de proteínas, u sa ndo el es timdo de máxima probabiljdad basado en la 
matriz de Dayhoff P AM250 (Apéndice-2) o en un modelo basado en el 
codigo genético. Este programa utiliza sec u e ncias de proteínas para 
calcular la matriz de distancia bajo tres diferentes modelos de sustitución 
de aminoácidos. La matri z obte nida puede ser u sada en los programas 
de matriz de distanc ia como e l Fitch y el Ne igllbo r. La distancia entre 
cada par de OTU's estima el largo to tal de las ramas entre los dos . 

NEIGHBOR: Fué impleme ntado p o r Mary Kuhner y John Yamato a 
partir del método de Ne;g libo¡· IO;ll;llg, o riginal de Saitou y Nei que 
utiliza una matriz de di s tancia producto del programa PROTDIST. Este 
produce un árbol s in raíz y s in la suposición de un reloj molecular. El 
largo de las ramas no está optimizado, pero el m é todo es muy rápido. 

FlTCH: Es tima las filogenias de los datos obtenidos de una matriz de 
distancia (PROTDIST) bajo el modelo d e árbol aditivo, UPGMA. 

PROTPARS: Estima la filogenia de secue ncias d e proteínas utilizando el 
método d e máxima parsimonia, donde solo los cambios de nucleótidos 
que provocan un cambio en aminoácido, son tomados en cuenta, ya que 
se a sume que los cambios silenciosos se realizan con mayor frecuencia. 

DRAVVTREE: Dibuja los árboles filogen é ticos de las secuencias 
proporcionadas ya sean d e D NA o de proteínas . 
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4.4. Equipo 

Las computadoras que se utilizaron fueron: 

- MicroVAX, Mod. 3300 (de Digital Sistems), con un sistema operativo 
VMS versión 5.3 (Centro de Investigación sobre Fijación de Ni trógeno 
U.N.A.M.). 

pe 386 DX (Centro de Investigación sobre Fijación de Nitrógeno 
U.N.A.M.) 

-MsDOS versión 5 

-Windows versión 3.1 

-programa comunicación Telnet pe/Ter para 0051 versión 

2.05 p14. 

-Protocolo de comunicación FTP/lP (File Transfer Protocol) 

Silicon Graphics, Mod. 4D/35, con un sistema opera ti vo irix 4.0.5 
(Instituto de Biotecnologfa U.N.A.M.) 
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5. RESULTADOS YDISCUSION 

5.1. Búsqueda 

Para cumplir COIl los objetivos planteados y obtener todas aquellas 
secuencias de proteínas pertenecientes a la familia de dos componentesl 

se realizó una búsqueda en los bancos de datos de CenBank, EMBL y 
SwissProt. Para esto fué necesa rio utilizar algunos programas como el 
FASTA, el TFASTA, el STRTNCSEARCH y el PROFILlSEARCH, los cuales 
se encuentran en el paquete cee versión 7.2 (25) Y fueron descritos en 
la metodología . 

De las proteínas obtenidas se seleccionaron aquellas que guardaban un 
grado de identidad de por lo menos el 25% en cada 100 aminoácidos al 
compararlas COn las proteínas más conocidas de los sistemas de dos 
componentes, como NtrB y EnvZ, las cuales son proteínas sensoras y 
N trC y ArcA que son proteínas regu ladaras. Además de esto, las proteínas 
seleccionadas tenían que presentar todas o la mayor parte de las regiones 
conservadas que han sido identificadas para la familia de proteínas de 
dos componentes. De esta manera se aseguraba la homología de las 
proteínas para realizar el análisis. 

En total se obtuvieron 52 proteínas sensoras (HPK) y 83 proteínas 
reguladoras (RR). De estas proteínas se seleccionaron todos los pares 
que formaran sistemas de dos componentes, por lo que el análisis esta 
basado sólo en 49 proteínas HPK y 56 proteínas RR (Apéndice-l). 

5.2. Alineamientos 

Para identificar las reglones más conservadas entre los miembros de 
estas familias, así como los dominios ya sea funcionales o estructurales 
de los que estan compues tas las proteínas, se realizaron alineamientos 
múltiples mediante el programa PILEUP, los cuales fueron optimizados 
manualmente. Para identificar los aminoácidos presentes en más del 
75% de las proteínas se utilizó el programa PRETTY, este programa nos 
presenta c1aramente las regiones consenso para cada una de las familias 
de proteínas. Inicialmente, se realizaron los alineamientos de las 
secuencias c01l1pletas con las proteínas HPK y RR seleccionadas, las 
cuales formaron 33 sistemas de dos componentes (Figs. 10 y ll). 

Del alineamiento con las proteínas HPK completas se pudieron identificar 
c1aramente los lfmites del módulo de transmisió n de la señal, el cual 
está localizado en ]a región carboxilo terminal de todas las proteínas 
HPK. En la región amino terminal de estas proteínas, se identificaron 
por lo menos dos regiones hidrofóbicas para cada una de ellas. 
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Figura 10 (a). Alineamientos de las proteínas HPK completas realizados por el programa PILEUP, en donde se muestran los 
dominios de ]os que estan compuestas estas proteínas. La caja negra nos indica el módulo de transmisión 
conservado de estas proteínas. Las rayas paralelas encontradas en la secuencia de la proteína Slnl representa 
un "indel" que no fué considerado para el análisis. ~ 
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Figura II (a). Alineamientos de las pI"oteínas RR completas rL'alizados por el programa PILEUP, en donde se muestran los dominios de 
los que estan compuestas estas proteínas. La caja negra indica el módulo receptor que es el mós conservado. La caja 
transparente nos muestra el dominio de las proteínas activadoras de la familia de 13,,1, por último la caja transparente con 
las letras resaltadas es un dominio identificado como de unión a DNA. 
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Figura 1 J (b) 
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Figura 11 (e) 
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Estas regiones no presentan similitud en la misma proteína, ni entre 
las regiones de las demás proteínas. Se ha determinado que estas regiones 
permiten que la s proteínas se anclen a la membrana para favorecer la 
recepción de las sei1ales ambientales (63). Algunas de las proteínas de 
esta familia, como NtrB, DegS, Sp2] y Che A, reciben las sei'1ales en e l 
citoplasma y se comprobó que carec€n de regiones hidrofóbicas (Figura 
12-A). 

Por otro lado, en el alineamiento realizado con las proteínas RR 
completas, se observó que todas las proteínas contienen el módulo 
receptor de la región amino terminal conservado. Algunas de estas 
proteínas contienen otros dominios, los cuales permiten formar 4 
subgrupos principales (Figura 12-B), los cuales se describen a 
continuación: 

El primer subgrupo contiene a las protefnas NtrC OctO, HydG, PilR, 
NtrX y PgtA, las cuales constan de 3 dominios; el dominio amino 
terminal o módulo receptor; el dominio central y el carboxil0 terminal. 
El dominio central de estas proteínas es una región muy conservada, la 
cual pertenece a ]a familia de proteínas que se unen a regiones de DNA 
en procariontes parecidas a los enhnncers eucariontes. Al unirse al 
ONA activan genes que se transcriben por la familia de factores cf4. Por 
último, la región carboxilo terminal en este grupo de proteínas no está 
conservada. 

El segundo subgrupo contiene a las proteínas, OmpR, VirG, ArcA, PhoF, 
PhoB, BasR, BaeR, CreB, AfsQl, VanR, KdpE, y PfeR. Estas proteínas 
están formadas por dos dominios muy conservados, el primero es el 
módulo receptor, localizado en ]a región amino terminal, y el segundo 
en la región carboxilo terminal. Este último agrupa a las proteínas en 
una familia de activadores que se unen a O NA. l\1ediante este dominio 
las proteínas son capaces de reconocer regiones específicas del promotor 
favoreciendo la regulación de los genes involucrados. Para detenninar 
si existen más proteínas con este dominio, se realizó una búsqueda en 
los bancos de datos mediante el programa FASTA utilizando el dominio 
carboxilo terminal como referencia y no se encontraron más proteínas 
homólogas a esta familia. 

En el tercer subgrupo se encuentran las proteínas Fix], Nod\J\1, DegU, 
NarL, ComA, RcsB, CheB, SpoOA, AgrA, BvgA, EvgS y LemA, que 
cOl'1;tienen dos dominios, el mód u]o receptor muy conservado y un 
dominio de salida, no conservado. 

El último subgrupo contiene a las proteínas SpoOF, CheY y a la proteína 
CheB de B. sl/b61is, que estan compuestas solo por el módulo receptor, 
y carecen de dominio de salida. 
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Por otro lado las proternas Etr1 , Sln1, LemA, EvgS, A rcB, BarA y RcsC, 
so n un solo po lipé ptido, fo rmado por los d os d o minios de comunicación, 
e l d e las HPK y e l de la s RR (Figura 12-C). El arreglo que p resentan lo s 
d o mini os e n las protefnas nos mues tra la g ra n va ri edad d e combinatorias 
entre estos. 

N e L.l mayaña de las HPK, con dos o • más regiones hidrof6bicas. 

Módulo de 

HPK Transmisión 

N e NtrB, DegS, Sp2J y CheA • 
N e NtrC, OciO, HydC, PiIR, NtrX 

y PgtA 

Módulo Dominio de Dominio no 

Receptor activadores de la conserv.ldo 
familia 054 

OmpR. VirC, ArcA, Pho!'. PhoB. 

2 N e B..lsR, BaeR, CreB, AfsQl. VanR. • KdpE Y PfeR 
RR Dominio de 

unión a DNA 

Fi)(J, NodW, DegU, NarL, 
3 N e ComA, ResB, CheB. SpoOA, • AgrA,y B\'gA 

Dominio no 
conservado 

4 N e CheY, CheB de 1J.5l1btil is y • SpoOF 

HPK + RR N e ResC, Etrl, Sin!, 
lemA, EvgS, ArcB, y 

BarA 

Figura 12. 

• 
Dominios d e las praternas HPK (A) Y RR (B), determinados 
m edi a nte los a lineamientos con las proteínas com p letas. El 
te rce r agrupa miento incluye a las proteínas que contienen 
los d os d o minios conservados, tanto d e las HPK como el d e 
la s R R (O. Los colores ilus tran e l g rupo estructural que 
estan forma nd o 
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COIno se me ncionó co n anterioridad, e l principal obje tiv o de es te proyecto 
es anali zar la hi s toria evolutiva e n los dominios de co municación de la 
familia de prote ínas de dos componentes; ya que es interesante saber s i 
la interacción de los módulos entre la s pro te ínas ha influido en su 
evolución. 
Se reaJizaron alineamientos únicamente co n los módulos de 
comunicación ya que es tos son los módulos d e interés además de que 
las regiones no cons ervadas podrían d esviar los res ultados. En estos 
alineamientos se observ ó clarame nte en las dos familias de proteínas 
que los aminoácidos impo rtantes para la comLlI1icación, histidina (H) 
para las proteínas HPK y ácido aspártico (O) o g lutámico (E) para la s 
proteínas RR se mantienen muy conservados . En gen e ral, los residuos 
de aminoácidos qu e fo rman los bloques más conocidos d e las dos familias 
de proteínas (HPK y RR) se e ncuentran conservad os en más del 70% de 
estas . 

5.3. Análisis filogenético 
Los alineamientos realizados con los módulos de comunicación se 
utilizaron para realizar la reconstrucción filogenética de ambas famjlias 
de proteínas, mediante dos programas que utilizan estrategias de 
reconstrucción fi]ogenética distintas: uno de los programas es el de 
matriz de distancia (FITCH*) (Figs. 13 y 14) Y el otro es el de máxima 
parsimonia (PROTPARS) (Figs. 15 y 16). En los árboles obtenidos con 
cada uno de los programas, se mantiene de manera general, ]a misma 
relación evolutiva entre las proteínas, tanto en las HPK como en las 
RR. 

Como ya se ha mencionado, los árboles filogenéticos son los que mejor 
representan las relaciones evoluti vas de los OTU"s. C abe mencionar 
que aunque la mayoría de las proteínas de este estudio se encuentran 
más relacionadas con p roteínas de su grupo, algunas de ellas mantienen 
una menor distancia con otras proteínas. Esto se observó utilizando las 
distancias entre las proteínas dadas por el programa PROTDIST (Apéndice-
4), lo que permitió mejorar la interpretación de las relaciones evolutivas 
entre estas. 
De los árboles realizados con el prog ram a FITCH se determinaron 
aquellas proteínas más alejadas evolutivamente o con una mayor 
divergencia para poder en raiza r los árboles y determinar las relaciones 
filogenéticas de las dos fami li as de proteínas. La prote ína que permitió 
enraizar el árbol de las HPK, fué Che A de B. s /lblilis y para enraizar el 
árbol de las RR se utilizó la proteína ComA de B. s/lblilis (Figs. 13 y 14). 
Estas raices no son verdaderas, debido a que no conocemos el ancestro 
en común de cada una de estas familias de proteínas, sin embargo, nos 
permiten agrupar y observar las relaciones filogenéticas que existen 
entre ellas . 

·PolTiI obtener la m¡¡tri" de ),lS di .. t.1nci.l s entre 1,1$ protl'Ín., ,,", ~ u!il i"ó e l programa PROTDIST. 
A partir de la nliltri z o bll.· n id,l SI.' puede reco ns tru ir ... ·1 .irbo l fil0f; e né lico con el pro grama 
FlTCH. 
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Figura 15. Proteínas HPK. Arbol realizado mediante el programa PROTPARS, 
los números romanos indican el grupo al que pertenecen las 
proteínas en el árbol realizado con el programa de FITCH 
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Figura 16. Protefnas RR. Arbol realizado mediante el programa PROTPARS, 
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protefnas en el árbol realizado con el programa de FITCH 
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Los árboles que se élnélliz<'lr0n con más detalle fueron los que se obtuvieron 
por el programa de FITCH, y los que se realizaron mediante el programa 
PROTPARS ayudaron a corroborar si mediante los dos métodos las 
proteínas mantienen la misma relación. 

En el árbol de FlTCH de las proteínas HPK y utilizando las distancias de 
sustitución que se muestran en el Apéndice-4, se pudo identificar un 
grupo bien definido (Fig. 13-1), el cual contiene a las proteínas PilS de 
P. aerllginosn; VirA de A. tllll/('fnál'11S-6, A. tlll11l'fncil'J1S-9; NodV de 
Brndyrhizobium jnpolli('tllI1; FixL de R. m(,/iloti, B. japonicllm y 
Azorhizobilllf1 cnlllillonnJ/s; PgtB de A. ('nuliI10nnllS; DctB de R. 
leguminosnnl1n y R. l11!'liloti; Sp2J de S. tYJ'''i1l1Ifri1l1n; NtrY de A. 
eaulil1orlnlls; NtrB de Rhodobnctc1' enl'slIlnt/{s, Vibrio algil101yticus, 
P,'ofeus vulgnris, K. pl1fll1l101lil1c y E. eolio El hecho de que todos los 
árboles mantengan agrupadas a estas proteínas y que incluso conserven 
la misma relación entre ellas, nos habla de que este agrupamiento es 
verdadero. Una de las principales características de este grupo es que 
contiene a todas las proteínas involucradas en el proceso simbiótico de 
fijación de nitrógeno, como las FiXL, NodV, NtrB, NtrY y DctB. 

De este grupo, las proteínas NtrB se encuentran más cercanas entre sí 
que con cualquier otra proteína. En los árboles realizados tanto con el 
programa FITCH (Fig-13) corno con el de PROTPAR5 (Fig-lS), estas 
proteínas siempre estan juntas. 

Por otro lado, el agrupamiento de estas proteínas es congruente con los 
árboles realizados con 165 ribosornales (Apéndice-3), ya que las proteínas 
NtrB de proteobacterias de ]a subdivisión <X se encuentran separadas de 

las proteobacterias de la subdivisión "t, siendo esto congruente con la 
separación evolutiva de los organismos. Las proteínas NtrB son ortólogas, 
es decir, que se originaron antes de la especiación, ya que se mantiene 
la función en organismos diferentes. 

La proteína NtrY de A. cnlllillonnns, se encuentra más cercana a las 
NtrB que a cualquier otra proteína. En todos los árboles realizados 
siempre se agrupa con NtrB, por lo que podemos decir que estas proteínas 
comparten un ancestro, siendo esto altamente probable ya que incluso 
las dos participan en la regulación de la asimilación de nitrógeno. 

También dentro de este grupo están las protefnas FixL, la relación que 
guardan estas proteínas es congruente con los árboles obtenidos por 165 
ribosomales (Apéndice-3) estas proteínas se han identificado en tres 

organismos pertenecientes a la subdivisión <X de las proteobacterias, 
estos son B. jnpOlliCllH1, A. cnIllil1onn11.s, R. mcliloti y guardan la misma 
relación en los árboles, Estas proteínas son ortólogas, ya que las 
encontramos en distintos organismos realizando la misma función. 
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Se observó que FixL y NodV s iempre aparecen febcionadas. La proteína 
NodV de B. jnpoHiclI/Il se encuentra más cercana evolutivamente de las 
proteínas fixL que de cualquier o tra. Se puede decir que incluso NodV 
de B. jnpo1ÚC1l111 puede ser una proteína paráloga a FixL de B. jnponicll1n, 
ya que las dos se encuentran e n un solo organismo y realizan funciones 
diferentes. La explicación a esto es que antes de la especiación ]a proteína 
ancestral se duplicó dando origen a NodV y a FixL, posteriormente las 
especies divirgieron conservando la s dos proteínas con funciones 
diferentes. No sab e m os si las proteínas NodV de A. cnlllinorlans y R. 
meliloti no han sido encontradas o secuenciadas e n estos organismos, 
o estos sufrieron una deleción de NodV en algún momento de su 
historia. 

Las proteínas OctB y PglB se encuentran agrupadas en todos los árboles. 
Las proteínas OctB en R. mcJilotiy R. legllmil1osn7"lun, estan involucradas 
en el transporte de C4-dicarboxílicos y la proteína PgtB de S. Iyplúmur¡um 
regula el transporte de fosfoglicerato. Es muy interesante que se agrupen 
proteínas que comparten una función relacionada, en este caso el 
transporte. Estas proteínas comparten un ancestro, el cual quizá comenzó 
siendo un transportador más laxo y a partir de este, mediante mutaciones 
y la fijación de estas, se fueron especializando ha s ta llegar a las proteínas 
que ahora conocemos, aunque también una d e las protéinas pudo dar 
origen a la otra. 

Las distancias que existen entre Sp2J y las proteínas de el grupo 1 de las 
HPK, son menores que las de Sp2J con otras proteínas (Apéndice-4). 
Cabe mencionar que en los árboles realizados por el programa FITCH, 
esta proteína aparece más relacionada con las proteínas OctB, PgtB, FixL 
y NodV que con las demás, en tanto que en los árboles realizados por el 
programa PROTPARS, Sp2J tiene una relación más cercana con VirA y 
NtrB que con las demás de] grupo. Sin embargo, a pesar de esta diferencia 
esta proteína pertenece a este primer grupo independientemente de con 
cual proteína se relacione más. 

Las proteínas VirA de A. tllmefnciel1s-6 y 9 se encuentran muy 
relacionadas con las proteínas de e] grupo T de las HPK. Es muy probable 
que la relación se deba a que estas proteínas están involucradas en la 
inducción de tumores en plantas, ]0 cual puede ser un proceso parecido 
al de simbiosis para ]a fijación de nitrógeno, siendo ambos eventos una 
interacción entre bacterias y plantas. Aunque hay que tomar en cuenta 
que las distancias de las proteínas VirA con PgtB es mayor que con 
otras proteínas que no son del grupo (Apéndice-4), como Cree, VanS, 
BvgC, BvgS, BarA y PhoR. Una de las explicaciones de que la proteína 
PgtB guarde una evidente rel<>ción con las proteínas de este grupo y que 
sin embargo este muy alejada evolutivamente, es que pudo haber 
divergido con mayor rapidez gue las demás. 
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Por último, la proteína P¡IS de P. nl'rllsiI10Sf7, la cual tiene que ver con 
la presencia de fimbria s en el organismo, mantiene valores de distancia 
menores con este grupo de proteínas que con cualquier otra proteína y 
en todos los árboles observados forma parte de este grupo, aunque sea 
la proteína más alejada del mismo (Apéndice-4). 

Debido al arreglo que tienen las proteínas del grupo T, quizá indique 
muy probablemente, que el proceso simbiótico de fijación de nitrógeno 
como tal, se originó una sola vez y que a partir de las proteínas 
ancestrales el sistema se ha ido especializando y divirgiendo, de manera 
que ahora es un proceso muy complejo que requiere ser regulado por 
distintas seiiales para mantener un buen funcionamiento. Cuando los 
organismos entran en simbiosis necesitan coordinar todos aquellos genes 
que participan en el evento, es por esto que no es de extrañarse que 
estas proteínas se mantengan evolutivamente muy relacionadas. 

En el segundo grupo (Fig. 13-IT), las proteínas EnvZ de E. coZ¡ y s. 
typhimll1"ium; PfeS de P. ne.ntg;l1osn y CpxA de E. col; se encuentran 
claramente relacionadas en todos los árboles realizados. Al parecer, 
estas tres proteínas comparten un ancestro común, siendo la proteína 
PfeS la que más ha divergido de las tres. En cuanto a función estas 
proteínas no se encuentran relacionadas. Cabe destacar que la proteína 
CpxA transduce la seíial a la proteína ArcA de E. coli, al igual que la 
proteína ArcE. Sin embargo estas dos proteínas HPK no son muy parecidas 
entre sí. En general, las demás proteínas de este grupo se encuentran 
muy relacionadas entre ellas. Las distancias sin embargo, no son tan 
diferentes entre estas proteínas y las del segundo grupo (Apéndice-4). 
Inclusive la proteína CreC se encuentra tan relacionada con proteínas 
del segundo grupo como con protefnas del cuarto grupo. 
Finalmente se encuentran las proteínas CheA, las cuales son las proteínas 
más alejadas. Estas son proteínas ortólogas y su arreglo es congruente 
con los datos obtenidos por 165 (Apéndice-3). La proteína CheA transduce 
la señal a dos proteínas RR diferentes en secuencia, que son CheB y 
CheY. 
El tercer agrupamiento de las HPK, contiene a las proteínas ArcB de E. 
coU, S1n1 de Sncnromyecs ccrev;ciac, LemA de Pseurlomona syringae, 
BarA de E.coZ¡, Etr1 de Ambidopsis tllnliflllfl, RcsC de E. coZ¡, Evg5 de E. 
coli, Bvg5 de Bordetdla brollcllisel'tica y BvgC de B. pe¡-t"sis (Fig. 13-IIJ). 
Este agrupamiento se mantiene en cualquiera de los árboles realizados, 
sin embargo, al corroborar esto con las distancias (Apéndice-4), se 
observó que no siempre estas son menores entre las proteínas de este 
grupo que con las demás, aunque generalmente ocurre así. Una de las 
proteínas más llamativas en este grupo es 51n1 de S. ceJ"eviciae, esta 
proteína aunque está muy alejada, todavía conserva las regiones que le 
permiten relacionarse con esta familia y en particular con este grupo, 
ya que en todos los árboles se encuentra agrupada de la misma forma, 
inclusive la distancia evolutiva es menor con estas que con las demás 
(Apéndice-4). 
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Por otro lado, la mayoría de las proteínas de este grupo estan más 
cercanas a otras que él Sln1, esto nos habla de que muy probablemente 
esta proteína ha divergido más rápidamente que las demás de su grupo 
aunque s iga n compartiendo un ancestro. Con la proteína EvgS de E. eoIi 
pasa algo similar ya que LemA de P. syril1snf, es tá más cercana a PhoR 
que a EvgS que s í es de su grupo (Figura 13-111). 

Es importante resa ltélr que en el árbol rea li zado con esta familia de 
proteínas, se observa una clara división entre la s proteínas del grupo 
III (Fig-13) y los demás grupos. Una de las características más sobresalientes 
del grupo IT es que casi todas las proteínas contienen fusionados tanto 
el dominio conservado de las HPK como el de las RR (Figura 12-C), tal 
es el caso de las proteínas de eucariotes SIn1 y Etrl y las mayoría de las 
otras proteínas de procariotes que se encuentran e n este grupo. U na de 
las explicaciones a es to puede ser que debido a que en la mayoría de los 
sistemas de dos componentes, las proteínas HPK y RR se encuentran 
codificadas en el misrno operan, al darse una duplicación en alguna de 
las dos proteínas, ocurra la fusión entre una proteína HPK y una RR, 
este sistema ya fusionado tuvo que haberse formado antes de la 
divergencia entre procariotes y eucariotes, por lo que las proteínas de 
eucariotes fusionadas que se encuentran en este g rupo (Figura 13-III), 
tuvieron que haber su frido la inserción de los intrones posterior a ]a 
divergencia ya que ninguno de los organismos procariotes contienen 
intrones. La teoría de los intrones tardíos está más aceptada que la de 
los intrones tempranos, no porque alguna de e llas se pueda descartar, si 
no porque existen más evidencias a favor de la primera que de la 
segunda. 

El cuarto grupo (Fig. 13-1V) contiene a las proteínas NarX de E. coli, 
OegS de B. subtilis, ComP de B. s/lblilis, NarQ de E. coli, HydH de E. col; 
UspT de E. eoli y AgrB deS. nll1'Cl.ls. Como en el grupo anterior, las 
distancias que existen entre ellas son en general menores que con las 
demás proteínas a excepción de AgrB, la cual se encuentra más cercana 
a proteínas fuera del grupo que a algunas de su grupo (Apéndice-4). Las 
proteínas OegS y ComP de B. s/lbtilis, pudieron haberse generado a 
partir de una duplicación, s iendo así proteínas parálogas. 
Las proteínas NarQ y Na rX son muy parecidas entre sí, es muy probable 
que estas hayan surgido por un evento de duplicación reciente, ya que 
incluso las dos proteínas son capaces de transducir la seJ;al a la proteína 
NarL. Que estas dos proteínas HPK sean funcionales para una misma 

. proteína RR, quizá nos pueda dar evidencia de como han ido surgiendo 
los sis temas de d os componentes (Fig. 13-1V) (ver más adelante). 
Finalmente, las proteínas UspT y HydH de E. coli, son más parecidas a 
este grupo de proteínas, s in embargo, las distancias (Apéndice-4) con las 
demás proteínas de la familia HPK no varfan demasiado, es decir que 
estas proteínas no han divergido tanto cotno las demás de su grupo o 
que acaban de surgir de algún evento de duplicación reciente. 
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Lo que podemos decir en general del dominio de las proteínas HPK es 
que se encuentra muy conservado ya que los intervalos de divergencia 
que existe entre ellas no es muy grande, las proteínas más alejadas 
incluso comparten más de un 40% de similitud, evidentemente estas 
proteínas forman una gran familia de HPK. 
A l igual que con las rroteíné'ls HPK, el análisis con las RR se corroboró 
con las distancias obtenidas por e l programa PROTDl5T (Apéndice-4). 

En esta familia de proteínas fué identificado un grupo bien definido, el 
cual contiene a las proteínas NtrC de R. cn1'slIlntl/s, R. leguminosnnl1n, 
B1'adyrhizobi//1n sI', P. 1I111gnris, R. 1I7r1iloti y E. coZ;; HydG de K. 
p11.elttJ1onine y S. tyJ'l1;mllrillm; PilR de P. n('nfS;l1osn; NtrX de A. 
cnlllil10nnl1s; PgtA de S. typhillll1rilll11; DctO de R. meliloti y R. 
legumi110Sn1'llm; Nod\V de B. jnpol1icll1l1; FixJ de A. cnlllinorlans, B. 
japol1icllm y R. meliloli; 5poOF de B. s1/blili5 y CheB de B. «/btilis (Fig. 
14-1). 

Las proteínas FixJ son proteínas ortólogas; las relaciones evolutivas que 
estas guardan entre sí son congruentes con Jos árboles obtenidos para 
los genes ribosomales 165 (Apéndice-3). En los árboles realizados por el 
programa PROTPAR5 (Fig-16), se observó que las proteínas FixJ están 
más relacionadas con la proteína NodW, sin embargo, mediante el 
método de FITCH, aunque las proteínas se encuentran aparentemente 
más relacionadas con NodW, las distancias que existen son menores 
con las proteínas DctO que con NodW (Apéndice-4), muy probablemente 
esto quiera decir que la proteína NodV" ha divergido más rápidamente 
que las demás proteínas. Las proteínas DctD, en los árboles realizados 
con el programa PROTPARS muestran que están más relacionadas a 
NtrX que a PgtA, a l obtener las distancias entre estas proteínas, 
efectivamente OctO se encuentra más cerca a NtrX que a PgtA. Por otro 
lado, es posible pensar que la s proteínas OctO y PgtA comparten un 
ancestro común ya que estas proteínas esta n encargadas de regular 
sistemas de transporte. NtrX es una proteína más parecida a OctD que a 
NtrC, aunque con estas últimas compartan sistemas de regulación 
parecidos, ya que los dos estan involuc rados en la asimilación de 
nitrógeno. 
En este árbol se observó que las proteínas NtrC se encuentran claramente 
separadas por las proteínas HydG y PilR. Sin embargo, existe una menor 
distancia entre las proteínas NtrC que con cualquier otra proteína 
(Apéndice-4). Por otro lado, las relaciones evolutivas que guardan estas 
proteínas son congruentes con los árboles obtenidos con los genes 
ribosomales 165 (Apéndice-3), ya que R. capsulalus, R. meliololi y 
BradYl'hizobillm sp; son proteobacterias que pertenecen a la subdivisión 

ex y P.vlllgnris, K.pl1(,llIlIol11ne y E. coli son de la subdivisión y. Sin 
embargo, las proteínas HydG a l igual que Pi IR se encuentren más cercanas 
de las NtrC que de cU(llquier otra proteína y es por esto que se agruparon 
ah!. 
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Las proteínas de este primer grupo esta n relacionada s can las HydG que 
se encargan de la reg ulación de la s hidrogenasa s . Es tas proteínas 
mantienen una alta s imilitud con N trC y un alto grado de conservación 
en algunos aminoácidos al igual que con otras proteínas. De la proteína 
PilR se sabe que participa en la regulación de fimbria s . Esta proteína, al 
igual que en las sen so ras, se encuentran relacionadas con este primer 
grupo sin compartir una función m\.ly parecida. Estas proteínas ad emás 
de estar muy relacionadas en todos los árboles realizados, pertenecen a 
la familia de activadores del factor 0

54
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La proteína SpoOF de B. 5I1hti!i5, se encuentra más cercana de las proteínas 
de este grupo que de cualCJuier otra. SpoOF es mejor receptor que SpoOA 
y que SpoOF CJue es el s u s trato real de Sp2J. SpoOF es menos parecida a 
SpoOA que a otras proteínas. 

La proteína CheB de B. s/lb /ilis, es más parecida a SpoOF de B. sub/ilis, 
luego a las proteínas CheY y por último a las otras proteínas CheB. La 
primera explicación es que esta proteína, junto con SpoOf de B. subtillis 
pueden provenir de un ancestro común, y que divigieron en B. subtillis 
después por un evento de duplicación s urgieron las dos proteínas, las 
cuales divirgieron has ta responder a di s tintos estímulos. El que CheB 
realice la misma función en B. subtillis que las demás CheB de otros 
organismos es quizá un evento de convergencia funcional o transferencia 
horizontal. 

En un segundo grupo (Fig. 14-TT), están las proteínas PfeR de P. aeruginosa; 
ArcA de E. eoli; Afsql de S. cOl'licolol'; OmpR de P. nerllgi nel.lm, Cyanidi UIn 
caldnrium, S. typhilllllJ"ifl111 y E. coli; VirG de A. tumefnciel1s-5, A. 
tumefnciens-6 y A. rllizogrl1cs; CreB de E. coli; VanR de El1terococcus 
faecittm; BaeR de E. coh; PhoP B. s/lb/ilis, S. /yphimtt rillm y E. coli; 
PhoB de R, melilo/i, P. nentgillosn, y E. coli; BasR de E. coli, y KdpE de 
E. eolio Este agrupamiento coincide con el agrupamiento por estructura, 
ya que todas estas son proteínas de que contienen un dominio particular 
de unión a D NA. 
Las proteínas Vi rG se encuentran más cercanas entre ellas que con 
cualquier otra proteína, y todas ellas se parecen más a las proteínas de 
este grupo que a las demás . Las proteínas PhoB se encuentran más 
cercanas entre ellas que con cualquier proteína, su distribución en el 
árbol es congruente con ]05 árboles obtenidos COIl RNA ribosomal 16S 
(Apéndice-3), ya que PhoB de E. eoli y P. ncrllgillosn se encuentran más 
cercanas y los dos organismos pe rte necen al grupo de proteobacterias de 
la subdivisión y. La de R.l11eliloti está un poco más alejada, ya que 
pertenece a ]a subdivisión u. 

Por otro lado las proteínas PhoP de S. tYl'hil111/1"illln yE. eoli estan muy 
cercanas, ya que pertenecen a la misma subdivisión y de las 
proteobacterias. 
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Sin e mbargo, no todas la s proteínas PhoP forman un grupo, ya que 
PhoP de B. slIhtil is se encuentra más alejada de las demás proteínas Pho 
que de otras proteíné'ls. La pro teína Bas R de E. coli está muy relacionada 
con las proteínas PhoP, es tas se e ncuentran distribuidas de la misma 
forma en todos los árboles realizados y compC'lrten un ancestro. 

La proteína KdpE de E. coli funciona como regu lador del transporte de 
potasio, y se encuentra muy re lacionada con las proteínas PhoB, PhoP y 
con CreB. La proteína e reS se encuentra l11Uy relacionada con las proteínas 
Pho y comparten un ancestro. Tncluso reali za n funciones involucradas 
en la regulación de fosfato. La proteína VanR de E. fnecium regula la 
expresión de un gene que da res iste ncia a antibióticos y la producción 
de D,D-carboxipeptidasa. Está muy relacionad a con este grupo de pro ternas 
y en particular con las proteínas Pho. 

Otras proteínas de este grupo son las OmpR, las de E. coli yS. typhimU1"ium 
se encuentran muy cercanas debido a que pertenecen a la nlislna 

subdivisión y. Las otras OmpR son de plantas, por lo que se encuentran 
más alejadas y coinciden con los árboles obtenidos mediante los 165 
ribosoma]es (Apéndice-3). Estas se encuentran separadas por la proteína 
BaeR de E. coli, de la cual no se conoce s u función. En estas proteínas es 
interesante saber como se pueden presentar proteínas OmpR tanto en 
bacterias como en plantas. Uno de los caminos que esto pudo haber 
seguido es que debido a que las proteínas OmpR de bacterias son muy 
parecidas a las proteínas VirG, es muy probable que estas compartan 
una proteína ancestral, la cual se fué especializando ya sea hacia VirG o 
a OmpR. Posteriormente por un evento de tran s ferencia horizontal ]a 
proteína VirC de bacterias pasó hacia las plantas y una vez ahí se 
diferenció nuevamente hacia OmpR" por un evento de revers ión en la 
función. Otra de las explicaciones es que se pudo haber dado un evento 
de convergencia funcional entre las OmpR d e bacterias y las de plantas. 

Las proteínas de este grupo, guardan en general la l11isma relación entre 
ellas y comparten un ancestro en todos los árboles que se realizaron. 

En el tercer grupo (Fig. 14-lTT), encontramos a las proteínas SIn! de S. 
cerevic ine; LemA de P. syrillgne; RcsB de E. coli; Etrl de A. thaliana; 
RcsC de E. coZ¡; EvgS de E. coli ya las CheY de S. typ/¡imll1'ium y E. coli. 
Estas proteínas se encuent ran agrupadas de la misma forma en todos 
los árboles realizados, aunque e n algunos de ellos la relación entre las 
proteínas es un poco promiscua, ya que en algunas ocasiones estas 
proteínas se encuentran en distancia má s cercanas a otras que con las 
del grupo (Apéndice-4), sobre todo con proteínas del grupo IV como 
C heB. 
Por otro lado tenemos a la proteína S1n1 de S.ce1·evicine, esta proteína 
no esta bien caracterizada, solo se sabe que mutantes en el gene son 
letales. 
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El último grupo (Fig. 14-IV) no está muy bien definido. En este se 
encuentran las proteínas SpoOA de B. 5I1b/1"'::;; CheS de S. typhimuriul11 
y E. coli; BvgA de B. 11(,1"1I5i5; Na rL de E. coli; DegU de B. sllbtilis; estas 
proteínas estan mu y relacionadas con las del grupo tres, incluso en los 
árboles realizados COI1 el programa PROTPARS, el grupo tres y cuatro se 
encuentran mezclados. Las proteinas má s alejadas de toda la familia 
son las proteínas ComA de B. s/{btilis y AgrA de S. n/Il·el/s. 

Como se puede observar, en todos los árboles realizados se encontró 
que estas proteínas mantienen de manera general1as mismas relaciones, 
sobre todo y más evidentemente en e l grupo uno, en donde se encuentran 
todas aquellas proteínas q\.le participan en el proceso simbiótico de 
fijación de nitrógeno. Las proteínas más alejadas de esta familia 
mantienen un porcentaje de similitud del 50% . En estos árboles, el 
intervalo de variabilidad es mayor entre las proteinas RR que entre las 
HPK, es por esto que el tamaíio de las ramas son menores en este 
último. 

Es muy interesante que al comparar los árboles de las proteínas 
reguladoras con las sensoras se observa el mismo agrupamiento entre 
los pares de proteínas que forman los sistemas de dos componentes. 

Las relaciones son más evidentes entre las proteínas de los grupos uno 
de las HPK y de las RR, en las dos familias de proteínas además de estar 
agrupadas de la misma forma/ comparten historias evolutivas similares. 
Por ejemplo, proteínas como FixJ y NodW comparten un ancestro en 
común al igual que las proteínas FixL y NodV. También se guarda la 
misma relación entre PgtA y DctO que entre PgtB y OctB. Todas estas a 
su vez se encuentran relacionadas con las proteínas NtrB y NtrC 
respectivamente. 

Como se pudo observar en este grupo se encuentran una gran parte de 
proteínas que participan en el proceso simbiótico de fijación de nitrógeno. 
Muy probablemente esto nos hable de que originalmente exitían proteínas 
encargadas de reallzar estas funciones y mediante eventos de duplicación 
y mutación estas se fueron especiali zando para responder a cada uno de 
los estímulos que afectan la simbiosis, hasta formar distintos sistemas 
capaces de sensar y responder a cada uno de los estímulos, esto comprueba 
que las proteínas HPK y RR han compartido una historia evolutiva . 

Los árboles realizados con todas las proteínas reguladoras ,y sensoras 
localizadas en los bancos de datos 110S permitieron saber que las proteínas 
mantenían su relación, y que esta no se veía afectada por el número de 
proteínas, comparándolas con los árboles que solo contenían aquellas 
proteínas que forman sistemas de dos componentes. 
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Evidentemente no podemos decir que la re laci ó n evolutiva entre las 
proteínas sea exac tamente como la presentamos, ya que creemos qu e 
todavía ex is ten muchas proteínas del s is tema de dos cOJl1ponentes las 
cuales no se han e ncon trado y que pudieran cé'lmbiar d e alguna manera 
la topología de los á rbo les a unque 110 la re lación gene ral que hemos 
observado de es tas d os familias d e proteínas. 

Ahora con todos estos datos, es necesa ri o proponer como han surgido y 
como ha s ido la hi s toria evoluti va de las proteínas de dos componentes. 
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5.4. Propuesta de evolución del sistema de dos componentes 

Una de las vi as evolutivas que pudieron haber seguido estas proteínas 
se describe a continuación (Fig. 17). Tnicialmente, existió un sistema de 
dos componentes HPK-RR capaz de sensar y responder a los cambios en 
el ambiente, transduciendo la señal de manera específica. Al surgir un 
evento de duplicación en la proteína HPK, este puede fijarse o no en la 
población, si se fijase, el sistema cambia un poco, ya que ahora dos 
proteínas HPK las cuales responden a la misma seiial son capaces de 
transducirla a una sola proteína RR, como por ejemplo, en el sistema 
NarQ y NarX que transducen la seiial a NarL o en el de BvgC y BvgS 
que la transducen a BvgA. Algún tiempo después una de las dos proteínas 
sensoras comienza a divergir, pero siguen manteniendo la comunicación 
con la misma proteína RR, como por ejemplo las proteínas CpxA y 
ArcB que son proteínas muy diferentes las cuales transducen la señal a 
la misma protefna que en este caso es la proteína ArcA, y lo que se 
observa en este caso es que ahora cada una de las proteínas HPK provoca 
que la proteína RR regule la respuesta de manera diferente, ya sea 
positiva o negativamente. Luego al darse una duplicación de la proteína 
RR solo una de las proteínas HPK es capaz de interaccionar con las dos 
proteínas RR. Al darse la transducción de la señal la proteína HPK 
interacciona preferencial mente con alguna de las dos proteínas RR, 
como en el caso de Sp2] que envía la señal a las proteínas SpoOA y a 
SpoOF. A partir de este paso se pueden seguir dos caminos, el primero 
es que la proteína HPK se especialice por una sola de las proteínas RR y 
que de esta manera se forme el nuevo sistema, como en la mayoría de 
los casos que se encontraron en el estudio. En el segundo camino, 
puede ser que la proteína HPK establezca una interacción eficaz con las 
dos proteínas RR, siendo necesaria una mayor divergencia de la proteína 
HPK para poder seguir interaccionando con las dos, tal es el caso de 
CheA que es una proteína muy alejada e interacciona tanto con CheY 
como con CheB, que son dos proteínas diferentes. 

Esto corrobora que aunque la comunicación cruzada se pueda dar en 
condiciones forzadas, esto no se ha dado a lo largo del tiempo ya que las 
proteínas tienden a especializarse por pares, debido a la función 
compartida que estas guardan. 
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Figura 17. Representación esquemática del surgimiento de los sistemas 
de dos componentes, con algunos ejemplos de proteínas 
actuales para cada uno de Jos cambios. 

Según este modelo, la duplicaci ó n de un miembro de una de las familias 
de . proteínas podría fijar la duplicación de su contraparte, esto está 
favorecido por la interacción que llevan a cabo las proteínas, 
principalmente en los módulos de comunicación. Debido a que hemos 
observado que los módulos de comunicación comparten una historia 
evolutiva en común, podemos decir que estos han evolucionado de 
manera concertada. 

Mediante este aná1 is is se pudo observar también que este sistema de 
transmisión de sei'1ales esta ampliamente distribuido principalmente en 
las bacterias aunque también se ha encontrado en organismos eucariontes. 
y que además es un s iste ma muy antiguo ya que éste~ era funcional 
antes de que los organismos divirgi eran (inclus ive antes de la divergencia 
de B. sllbtillis). 
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6. CONCLUSIONES 

-Como se pudo observar en todos los árboles realizados, tanto por el 
programa F1TCH como por el de PROTPARS, las proteínas mantienen 
su relación tanto en las proteínas HPK como en las RR. La historia de 
las dos familias es comLIIl por lo que se trata de un evento de evolución 
concertada, el cual está e videntemente favorecido por la interacción de 
los módulos de cOTlluniGl.ción que existe entre las dos falnilias. 

-Los grupos T de las dos f"l1lilias (HPK y RR), contienen una gran parte 
de proteínas que participan en el proceso simbiótico de fijación de 
nitrógeno, esto es muy interesante ya que en primera se eligió el sistema 
de dos componentes para regular este proceso, que aunque no es vital, 
si es muy importante; y en segundo lugar estas proteínas surgieron de 
un ancestro en común del cual se han especiali zado los distintos sistemas 
que ahora regu1an el proceso simbiótico. 

-Finalmente, estos sistemas son muy antiguos y se han mantenido a lo 
largo del tiempo, ya que incluso se encuentran en organismos que 
divirgieron hace mucho tiempo como B. sIlbtilis que divirgió de E. eoli 
desde hace aproximadamente mil millones de años. Por otro lado este 
sistema está ampliamente distribuido ya que se ha encontrado en 
organismos eucariotes como plantas y levaduras. 
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Apéndice 2. Matriz de Dayhoff PAM250 (Mutaciones de Aminoácidos por cada 100 residuos de 
.aminoácidos). Los aminoácidos estan arreglados asumiendo los valores positivos que 
representan los reemplazos evolutivos conservados, los grupos estan formados en 
base a las propiedades fisicoquímicas de los aminoácidos. 
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Apéndice 3. Arboles realizados con los genes ribosomaJes 165 donde se muestran las subdivisiones a, p y y (Young, J. P. 
1992; Olsen, G. el al 1994). 

Subdivisión Alfa (a) 

-e::::::::: 

Aquaspiri/llm i/asoni/ 
Rhod""piri/II,n phoromdricum 
R. n/brllm 
R./u/vllm 
R. mo/isxhianurr, 
Rhodopl.i/a g/abi/ormis 

Awspiri/llm /ipofaum 

A. brasi/ense 

A. ha/oprae/erens 
A. anrazontnse 
BrJlsel/a abor/u. 
PI.yl/abac/erium myrsinauarum 
Agrobac/erium /IImefac~n. I 
A . /hu",efaam. 2 

RI.izabiurn /egurr.inosarum 
R. melilo/i 
R. fredii 
R. galegae 
Mycoplana bul/a/a 

Rhizobillrn lo/i 
Rhochalimaea quintana 
Rhadorn;crob;um vannielil 

RI.odopselldomonas v;ridis 
R. pallls/ris 

Bradyrhizobium japon;wm 

B., sI' (L",,;"us) 
Ni/robader winoJlradsky/ 
Awrl.izobillm caulinodarlS 
XanlllOoocla flav ... 

Beijcrinckia i"dica 
Rlrodopsel/domo"as acidophila 

Mell.ylocys/is parous 
Me/hy/osporollibrio melhanica 

Methy/osi'lIIs /rich""porium 
M ell.y/omonas alb ... 
Me/hylobaclerium orgallophi/um 

Paracoccus denilrificans 
Rhodobader capsl/lahlS 
R. sphaeroi,les 

Are/obader diazo/rophicus 
Zymomotlas mohilis 
(Psel/dornotlas) azofocol/iga,JS 

P. l"'l/cirnobilis 
(nal'Obac/eril/m) capsula/um 
EryllJrobacltr longl/s 

Subdivisión Alfa (a) 

.-----__ Melhylobac/erium ex/orquens 

Beijerinckia i"dica 
Hyphocrobium vulgare 

..... ----- Rhodomicrobium vann~lii 
Agroooc/trium /umefac~ns 

Bnfulla abor/us 
..... --- RochalimlWl quintana 

L.. ____ Rhodopseudo",onas marina subsp. agi/is 
ua mays

milocondria r--------- Rickt/lsia rickt/lsii 
L..----i EIJr/icma ris/icii l..t=: Wolbocl.ia pipi,.,,/is 

Anaplasma JJJI1rgina/e 
Ery/hrabacltr /ongus 

Rhodospirillum ,"/exigens 
L.. __________ Rhndobadtr capsu/a/us 

Azospirillum lipoftrum 
L.. ______ Rhodospirillum mbrum 

Edo/hiorhodospirll shaposhnikovii 
----- Clrromalium t1inosum 

Subdivisión Gamma (y) 

Subdivisión Beta (~) 
Eiktne/la corrodnlS 
Neisseria gOllorrl.oeae 

Vitreo5cilln slercornria 
Ch".omobaclerium ttiolaccum 

.--------- A/calige"es faecalis 
Rl/brillWax gela/illosus 

L.. _____ PseudomollllS /es /os/eroni 
L.. ________ Ni/rosomonas europoe 

5piri/ll/'" lIo/u/ans 

Mell.y/omOlUlS me/lumica r------- Cardioooderium homillis 
L.... ________ Xan/homollQS mallophi/ia 

-4 Coxiella burne/ii 
L.... ________ Lcgionel/a pneumopl.i/a subsp. pneumophi/a 

Ouanospirillum /inllm 

.... r--------- A cint/obacler calcooce/icus 
Pseudo monas Qt ruginosa 

Haemorhi/us i"fI·u:nzae 
Vibrin ("'rahaemo/y/ic .1S 

.------ Pro/tus vulgaris 
Erwinia carot(1f}ora 

Es chtrichia coli 

Subdivisión Gamma (y) 



Apéndice 4 (a). Distancias de las proteínas HPK. 

N8rq~o 

Har",eco O)~ 000 

Compblru 081 012 000 

Deo¡.t-.\J 081 07' on 000 

Ch<l!t8<1!t<'"O 161 2)1 119 HO 

Ch<l!t8sty no 410 492 ... ~ 019 000 

Cheab.u J01 1'0 ·41 2 409 016 0-'6 000 

Ntrbl!eo 099 lIS lSf 173 261 lOS 2115 000 

Ntrb~n 099 Il1!1 lH 111 257 111 296 004 000 

Nt.rbpvu lt U6 11' 161 171 272 JI' 2tf 014 OU 000 

Ntrbval 11 103 116 15f 166 271 109 299 022 024 025 000 

Ntrbrc_ 12 106 tU U6 171 266 ,n 3-42 059 O!l' Mt 060 000 

Ntrbbt:p U 112 13' 191 In 266 )01 298 060 061 061 062 041 000 

Ntryac:a lt 114 140 tf1 162 112 149 291 01-:' 018 077 090 (17' 000 

Vlul!lt6 11 119 137 Isa 1"1' 235 325 293 OU 081 019 081 099 O,. 091 

Viral!lt.9 " 120 111 159 180 236 325 294 094 081 088 100 094 091 000 000 

Hydh@<;,Q IJ 031 0-'0 ItO 112 15t 29. 252 0111 082 oe5 081 OU Oa. 0" 019 089 000 

Sp2jb.u l' 094 124 lH 157 214 )S~ 295 088 0'9 on 085 082 08S oes 078 071 061 000 

~t.brl<l!t " 09' 107 \45 lU 233 )00 291 089 091 090 097 079 091 090 080 06S 000 

[):tblme 21 O,. 106 116 142 226 )01 299 OS8 089 090 081 079 086 081 090 090 069 068 018 !;JOO 

FlxIaca :u 101 lU 153 164 271 392 Jl7 088 089 091 090 089 095 095 094 0$4 076 067 M5 069 000 

Fi)o:lbja n 099 111 1"1 1fi5 221 147 190 08 .. 085 091 090 096 089 080 oeo 014 067 061 064 OH 000 

Fixlrme 104 112 148 In 264 JU 215 096 091 091 01) 090 085 086 085 081 069 OS9 062 032 OH 

Nod ... bla 097 112 149 141 234 HO 284 087 095 090 094 091 091 092 079 011 01) 072 066 062 057 05' 000 

P~tb .. ty Ji 094 10. 139 2U 359 lfl 104 102 110 100 106 111 106 100 099 07' 062 060 069 06'5 071 077 000 

rihpIJe :u 104 128 138 1'58 229 316 273 095 092 099 092 108 112 087 081 088 077 OU OU 089 090 086 092 000 

rhort'!IIu 21 100 102 1]2 151 234 300 292 089 089 095 090 097 105 091 092 092 085 0.0 091) 091 099 090 098 102 102 101 000 

Phoreco 28 089 106 121 121 2-46 299 253 101 101 101 096 109 096 106 lOS 105 O".. 096 10'5 101 lO' l(Jl 104 109 OS7 000 

Vanrda n 100 120 134 136 2011 301 298 09'5 0'4 095 093 098 102 101 09' 098 094 091 091 Q!Jl 110 100 101 109 102 101 060 075 000 

Crececo 099 109 121 114 2~2 367 1'5: 09' o,. 096 094 09'5 103 095 092 091 094 092 094 088 111 104 112 0~'8 106 105 072 070 076 000 

Af'q2.c:o)1 101 lO! U6 1'56 2 .. 10'5 211 110 109 113 107 110 11'5 109 1101 114 104 100 O" 100 118 105 111 119 102 096 070 073 0'0 079 000 

8v'1c:1:.~e n 099 119 1016 '69 210 27' 218 104 102 105 100 tU lU 122 099 0.,9 095 099 106 103 098 09) 096 1')2 10. 106 084 09J 0'2 081 000 

Bvo¡sH:Jr J) 102 121 16-' 232 279 273 106 103 107 101 111 111 120 098 099 091 098 105 104 097 090;, 096 104 10'5 109 016 Oe. 094 091 081 001 000 

ev'Ol!lleco 3. 124 136 215 167 199 26-4 265 lB 131 111 125 118 139 131 120 110 112 121 04 132 120 132 lJII 119 129 105 112 107 061 000 

)$ 0~6 U9 15" 2B )D ~OI 106 107 107 101 H2 111 112 096 096 090 092 101 10'5 100 102 109 0''' 117 067 0'5 085 097 095 OS7 0'51 ()9t 

~p.y U 100 121 159 151 235 ~04 2~8 104 101 107 103 10. tl~ 

Etrlath n 116 151 169 154 298 3H 295 112 111 115 109 126 116 123 

104 104 088 09'5 096 101 100;, 101 10J 09'9 115 066 081 085 102 096 O~) 05) 070 033 

114 104 10~ 115 116 128 121 t25 121 111 130 OH> 091 095 097 101 OH 072 090 !'J58 060 000 

Rcsce-::? )f 10'5 129 1)2 142 3B 30] 124 124 124 123 116 lB 116 1(J9 109 097 099 110 101 115 112 109 102 104 124 OH 0116 0119 090 096 06) 062 080 00;,4 050 on 

.\n:boeco 090;, 119 146 161 20;,7 B'5, 295 112 112 114 109 116 114 109 116 116 095 102 120 121 120 109 106 114 118 119 OH OH 095 081 096 062 061 090 060 056 061 069 000 

slnl.c~ la 4H 611 406 286 B6 192 199 H6 194 212 207 2!:>5 2B 21) 218 206 221 224 247 229 219 218 n6 229 1ft 169 192 218 2M 1St 150 149 129 123 142 135 1)6 000 

Kdpd~c:o 102 119 112 250 315 091 097 099 097 102 109 100 106 101 102 102 0\16 091 119 102 110 111 110 106 071 084 084 088 090 07. 078 091 082 0'2 089 091 085 177 

Envzec:'? n 101 119 143 1315 280 327 291 112 110 llS 102 115 110 100 125 126 099 111 100 099 121 121 115 121 lU 111 Otl 076 091 098 092 091 0';16 129 09'1 102 115 090 101 206 083 0(10 

BnvZIJty 

Cpy...a<l!tc:o 

t1 'pte<::o 

103 121 146 tl5 287 322 2H 110 111 116 101 116 114 099 126 127 091 11" 105 105 121 124 120 121 121 117 081 078 (199 100 097 098 099 129 100 102 115 091 104 112 094 004 000 

107 119 140 147 236 273 243 100 099 106 100 116 115 095 113 114 092 096 100 09'5 110 110 115 113 H" 115 (7) 074 09) 087 087 092 093 107 090 0'1 09. 089 092 117 084 oe, 063 

0'S~ OS) 108 1)0 10;,9 He 294 102 102 In9 ID 116 1~4 124 058 115 107 OU 118 117 114 121 120 111 091 086 O., 086 100;, 101 104 130 10lS 106 118 091 2Jf 093 075 078 

Pfe"pae 106 126 1'j5 162 241 29J 290 123 122 124 119 127 U6 152 153 092 120 127 lB 138 116 113 139 1)) 112 094 090 .l01 091 104 099 099 123 10. 105 118 091 099 232 092 069 071 072 084 000 

e8S.4<'J t)91 101 IUl 1"0 265 )08 319 101 100 107 116 124 124 095 10. 097 113 109 109 121 111 110 0116 011 0');1 090 095 09'5 OU 117 094 095 110 095 096 197 091 010 092 076 0115 000 

Phoqeo:Co 092 108 128 164 Jl9 288 0911 100 103 lOS 104 1J3 106 122 122 09. 1(10 103 100 115 104 112 118 100 116 0'1 082 084 0.1 096 095 091 116 100 099 113 092 091 231'i 081 09~ 096 092 094 0(18 000 

A'Olnuao 100 142 153 U3 29-4 3119 375 139 139 1f3 138 156 175 149 163 104 143 146 !l8 149 ISO 163 169 155 169 125 122 'al!! 119 132 UO 136 155 12~ 128 lf'S 125 123 401 127 120 118 122 100;, 123 121 103 000 

~r0t.ína • te 11 n u u. 15 U 11 " ~ 10 11 ,., :Jl 2' n :u :n n :rt )0 31 31 " ,. n ,. 17 JI )9 .. " .. ." ... 
¡-l 
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