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Abreviaturas de los aminoacidos y de los organismos utilizados

NOMBRE ABREVIATURA ABREVIATURA
CON TRES LETRAS CON UNA LETRA
Alanina Ala A
Arginina Arg R
Asparagina Asn N
Acido Aspdrtico Asp D
Cisteina Cys C
Acido Glutdmico Glu E
Glutamina Gln Q
Glicina Gly G
Histidina His H
Isoleucina Ile I
Leucina Leu I
Lisina Lys K
Metionina Met M
Fenilalanina Phe F
Prolina Pro P
Serina Ser S
Treonina Thr i
Triptofano Trp W
Tirosina Tyr Y -
Valina Val \Y%

Abreviaturas de los nombres de los organismos:

aca, Azorhizobium caulinodans; aeu, Alcaligenes eutrophus; asp,
Anabaena sp. ath, Arabidopsis thaliana; atu, Agrobacterium tumefaciens;
avi, Azotobacter wvinelandii; bbr, Bordetella bronchiseptica; bja,
Bradyrhizobium japonicum; bpe, Bordetella pertusis; bsp,
Bradyrhizobium sp.; bsu, Bacillus subtilis; cca, Cyanidium caldarium;
ccr, Caulobacter crescentus; eco, Escherichia coli; efa, Enterococcus
faecium; kpn, Klebsiella pneumoniae; lin, Leptospira interrogans; mxa,
M. xanthus; pae, Pseudomonas aeruginosa; pae, Porphyridium
aerugineum; psy, Pseudomona syringae; pvu, Proteus wvulgaris; rca,
Rhodobacter capsulatus; rle, Rhizobium leguminosarum; rme,
Rhizobium meliloti; sau, Staphylococcus aureus; sce, Sacaromyces
cereviciae; sco, Streptomyces coelicolor; sty, Salmonella typhimurium;
val, Vibrio alginolyticus; xca, Xanthomonas campestris.



1. INTRODUCCION

1.1. Generalidades del sistema de dos componentes

Las bacterias viven en ambientes donde la variacién en algunos
parametros fisicos, como la temperatura, osmolaridad, viscosidad o luz;
los cambios en la concentracién de diversos compuestos quimicos; la
presencia de organismos hospederos y los niveles de toxinas o nutrientes,
ocurren réapida e inesperadamente (Gross et al, 1989; Parkinson et al,
1992; Stock et al, 1990). Las bacterias perciben estos cambios y pueden
responder a ellos de muy diversas formas, ya sea movilizdndose hacia
lugares mads favorables; realizando ajustes en su estructura o fisiologia,
o incluso modificando su expresién genética. Todo esto les permite
sobrevivir y multiplicarse (Gross et al, 1989; Stock et al, 1989).

Gran parte de las respuestas celulares a variaciones en el ambiente,
estdn reguladas por proteinas que forman sistemas de dos componentes.
Uno de los cuales recibe la senal especifica, mientras que el otro regula
la respuesta (Nixon et 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
estd localizado generalmente en la membrana citoplasmaética, lo que le
permite recibir las sefiales del exterior, transducirlas hacia el citoplasma
y asi cumplir la funcién de sensor. La sefial es transmitida hacia el
segundo componente del sistema, el cual modula la respuesta adecuada
a la sefial recibida. Este segundo componente es una proteina reguladora
de la respuesta (RR) (Stock et al, 1990).

Se ha demostrado también, que la transduccién de la senal ocurre
mediante una cascada de fosforilaciones y desfosforilaciones. Al recibir
la senal inductora particular, la proteina HPK se autofosforila en un
residuo de histidina (H). Mediante una interaccién especifica reconoce
e interactia con la proteina RR de su sistema, la cual se autofosforila
en un residuo de &cido aspaértico (D), desfosforilando a la protefna HPK,
s6lo en esta forma regula los genes involucrados en generar la respuesta
adecuada (Stock et al, 1989y 1990; Gross et al, 1989; Nixon et al, 1986;
Albright et al, 1989).

La quimica de la fosfotransferencia se resume a continuacién:
HPK + ATP —» HPK-P + ADP
HPK-P + RR—% HPK + RR-P

RR-P—®» RR +Pi



1.2. Organizacion estructural de las proteinas del sistema de dos
componentes

Al comparar las secuencias de aminodcidos de las proteinas, tanto de la
familia de las HPK como de las RR, se identificaron regiones muy
conservadas que permitian subdividir a estas en distintos dominios
estructurales y funcionales muy caracteristicos. Los dominios mads
conservados son los que estdn involucrados en llevar a cabo las reacciones
de fosfotransferencia (Fig-1). Otros dominios les confieren caracteristicas
particulares para cada sistema (Parkinson et al, 1992).

SENAL DE SENAL DE
ENTRADA SALIDA

N fen -

DOMINIO DE ENTRADA TRANSMISION RECEFTOR DOMINIO DE SALIDA
SENSOR REGULADOR

Figura 1. Transmisién de las sefiales mediante los dominios de
comunicacién de las proteinas de dos componentes. Los
moédulos en negro de transmisién y el receptor, estdn muy
conservados. Los dominios en blanco de entrada y salida,
son variables.

1.2.1. Proteinas sensoras o histidin cinasas (HPK)

Generalmente, las proteinas HPK tienen dos dominios: El dominio C-
terminal es homdlogo en toda la familia y estd muy conservado. Este
dominio se denomina mdédulo de transmisién, el cual contiene
aproximadamente 250 residuos aminodcidos, formando cinco bloques
estructurales conservados (Fig-2). El primer bloque es el més variable, y
contiene una histidina (H) 100% conservada en la posicién 48. El segundo
bloque contiene algunas asparaginas muy conservadas, aunque se ignora
su funcién. A continuacién se encuentran los bloques G1 y G2, los
cuales son ricos en glicina y probablemente forman dominios de unién
a nucleétidos. Estos se encuentran separados por el bloque F, el cual
contiene dos fenilalaninas, altamente conservadas (Parkinson et al, 1992).
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Dominio C-terminal de las proteinas HPK

Figura 2. Caracterfsticas estructurales del dominio C-terminal de las protefnas
sensoras ortodoxas con sus 5 motivos principales. Las letras indican
los aminodcidos presentes en al menos 70% de las protefnas alineadas.
Los diamantes indican que por lo menos el 50% de los aminodcidos
pertenecen a la misma familia qufmica. Los blancos son no polares
(I, L, M, V); los negros son polares (A, G, P, S, T); el signo positivo
son bdsicos (H, K, R); el signo negativo son dcidos o amfdicos (D, E,
N, Q). Los puntos negros representan menos del 50% de conservacion.

El dominio N-terminal de las proteinas HPK es caracteristico para cada
sistema. Este dominio no homélogo es muy variable y probablemente
estd involucrado en recibir una sefial de entrada especifica; la cual
puede ser, por ejemplo, variaciones en los niveles de nitrégeno o de
oxigeno. Este dominio de entrada contiene generalmente dos secuencias
hidrofébicas transmembranales, las cuales conectan a la regién
superficial, que recibe el estimulo, con la regién intracelular, que controla
la actividad de cinasa en el médulo de transmisién (Ronson et al,
1987).

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

en las proteinas CheA y NRII con [y-*?P] ATP. En estos experimentos se

demostré que el residuo marcado por el grupo *’RO, en ambas proteinas
fue la histidina 48 (Stock et al, 1989).

La familia de las HPK se organiza en dos grupos (Fig-3), el primero
presenta la tipica topologia transmembranal de las proteinas HPK, donde
estdn incluidas VirA, BvgC, FixL, DctB, PhoR, UhpB, PhoM, CpxA, y
NarX. Dentro de este grupo VirA de Agrobacterium tumefaciens, FixL
de Rhizobium meliloti y BvgC de Bordetella pertussis, mantienen una
gran similitud tanto en la regién C-terminal, como en la N-terminal
(Stock et al, 1989; Gross et al, 1989).



El segundo grupo de la familia consiste de proteinas citopldsmicas que
carecen de dominios transmembranales obvios, este grupo incluye a las
proteinas NtrB, DegS y CheA. Se ha propuesto que estas proteinas
reconocen o perciben sefiales internas, o que incluso estdn moduladas
por proteinas sensoras adicionales, necesarias para iniciar la transmisién
de una senal. Un ejemplo de lo anterior es la proteina CheA, la cual no
percibe directamente los cambios en el ambiente, pero integra las sefiales
recibidas por otras proteinas sensoras, denominadas MCPs o
quimiosensores, para posteriormente mandar la sefial fosforilando a las
proteinas reguladoras CheY y CheB (Ames et al, 1988).

Lista de Estructura modular o
Grupos Modu_lo_s o] de las proteinas jemplos
Dominios

VirA, BvgC, FixL, DctB,
[ ET N C  PhoR, UnpB, PhoM, CpxA
y NarX
et v ) ICEEEEENEEE-C e DsgSyChea

Figura 3. Estructura modular de las protefnas sensoras. En la lista de la
izquierda encontramos los médulos o dominios, en orden, a
partir del amino terminal. El simbolo E representa el dominio
de entrada, T es el médulo de transmisién y ¢ que indica que
es citopldsmico. Algunos dominios de entrada tienen sitios de
anclaje a la membrana representados por las barras rayadas.

1.2.2. Proteinas reguladoras de la respuesta (RR)

Los alineamientos de secuencias en las proteinas RR demuestran que
éstas tienen generalmente dos dominios independientes: un dominio
regulador homélogo para toda la familia y muy conservado, denominado
moédulo receptor, el cual recibe las sefiales del médulo de transmisién
de las HPK, y un dominio no homdélogo muy variable, denominado
dominio de salida, el cual se localiza hacia el extremo C-terminal.

El médulo receptor consta de 100 a 120 aminoécidos, los residuos
aspartato (D) en las posiciones 13, 14 y 57 y la lisina (K) en la posicién
109 son invariables. El andlisis de la estructura cristalogréfica de la
proteina CheY, demostré que los aspartatos estdn muy cerca
topolégicamente y forman una bolsa 4cida en una zona estructurada en

forma de hoja B (Fig-4). El aspartato de la posicién 57 es el aminodcido
que se fosforila preferencialmente, aunque los otros también llegan a
fosforilarse. Mutaciones en cualquiera de los aspartatos conservados
reducen la capacidad de quimiotaxis en la célula (Parkinson et al, 1992;
Ronson et al, 1987; Gross et al, 1989; Stock et al, 1990).



El mecanismo de transferencia del grupo fosfato de las proteinas HPK a
las RR, se demostré utilizando el sistema OmpR/EnvZ. En estos
experimentos se observé que la proteina EnvZ (RR), cataliza tanto la
desfosforilacién del aminodcido H en OmpR (HPK), como su
autofosforilacién en el aminoéacido D, localizado en el médulo receptor
(Stock et al, 1989).

Por 1ultimo, el dominio de salida de las RR es el encargado de iniciar la
respuesta al estimulo original. Estas proteinas tienen distintas funciones,
dependiendo del sistema de que se trate, tales como la de regular la
transcripcién, por su unién al DNA o presentar actividad enzimaética,
entre otras (Parkinson et al, 1992).

Bolsa
4cida D
I\
A %7

D
7 -':.ny,/é‘

Figura 4. Caracteristicas estructurales de las proteinas reguladoras. Las

flechas indican las hojas B y los cilindros las hélices a. En el
circulo negro se encuentra el aspartato, que es el sitio activo
donde se lleva a cabo la fosforilacién, los demds aminoacidos
conservados se encuentran encerrados en los circulos.

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

El primer grupo contiene a las proteinas CheY de Salmonella
typhimurium, Escherichia coli; y SpoOF de Bacillus subtilis, que solo
estdn formadas por el médulo de recepcién de la sefial.

El segundo grupo comprende a las proteinas activadoras de la trascripcién,
como OmpR, SfrA, PhoB, PhoM, en E. coli; OmpR en S. typhimurium y
VirG de A. tumefaciens con un dominio C-terminal no conservado.



El tercer grupo contiene una regién C-terminal conservada dentro de
este grupo, pero diferente de la del segundo grupo. Este grupo comprende
a las proteinas BvgA de B. pertussis; DegU de B. subtilis; Fix] de R.
meliloti, NarL y UhpA de E. coli.

El cuarto grupo contiene a las proteinas NtrC de Klebsiella pneumoniae,
S. typhimurium, E. coli, y R. meliloti y DctD de Rhizobium
leguminosarum, y R. meliloti. Este grupo lo forman reguladores

transcripcionales que interactian con el factor ¢°* mediante su dominio
central el cual esta conservado en estas proteinas. Existen otras proteinas

como NifA, XylR que también requieren el factor ¢°* para activar la
transcripcién, estas protefnas comparten el dominio central de interaccién
con ¢, pero no el dominio perteneciente a la familia de proteinas de
dos componentes (Morett y Segovia 1992).

L'sta de Estructura
Grupos ggg‘;lﬁizg modular de las Ejemplos
proteinas
[ R CheY y SpoOF
PO OmpR, SfrA, PhoB,
Il RS N NN PhoM y VirG

LA S

BvgA, DegU, FixJ,

I RS NarL y UnhpA

C NtrC y DctD

Figura 5. Estructura modular de las proteinas reguladoras. En la lista de
la izquierda se observan los modulos en orden de aparicién
de la regién amino hacia la carboxilo.



1.3. Comunicacidn cruzada

Como ya se menciond, el sistema de dos componentes funciona mediante
reacciones de fosforilacién y desfosforilacién entre las proteinas HPK y
las RR. La gran similitud que existe entre las proteinas de cada familia,
particularmente en los aminodcidos donde se llevan a cabo las reacciones
de fosforilacién y desfosforilacién, demuestran que estas proteinas son
homologas, es decir, que provienen de un ancestro comun. Debido a
esta homologia se propuso la hipétesis de que dentro de una misma
célula, las proteinas de dos componentes forman dos capas; las de las
cinasas y las de las reguladoras; y que cada una de las proteinas de estas
capas podia comunicarse con cualquier proteina de la otra capa, formando
una red de fosfotransferencia. La comunicacién entre proteinas de
distintos sistemas HPK-RR, se denomina comunicacién cruzada (Fig-6).
Sin embargo, se ha observado que cada una de las protefnas han formado
distintos sistemas que responden a sefiales especificas y que si se llega a
dar la comunicacién entre sistemas diferentes, esto no tiene efectos
fisiol6égicos importantes (Stock et al, 1989).

Estimulos
ambientales

MEMBRANA

<«

CITOPLASMA \

Figura 6. Representacién esquemaética, de lo que puede ser la “comunicacién-
cruzada”. La protefna “B” que es una HPK (histidin-protein-cinasa)
puede fosforilar tanto a “b” como parcialmente a “g” que son
protefnas RR (reguladoras de la respuesta). La transferencia de "B"
a "g" origina que "g" induzca la expresién genética en respuesta a un
estfimulo diferente del que normalmente responde. Las 3 protefnas
responden a distintos estfmulos ambientales (1, 2 y 3). La C indica
la regién carboxilo-terminal de las protefnas y la N la regién amino-
terminal.



La comunicacién cruzada se ha observado en mutantes que carecen de
una HPK determinada o que exhiben bajos niveles de expresién. Asi, la
respuesta de estos sistemas depende principalmente de la concentracién
de proteina RR que haya en la célula. Por ejemplo, cuando una célula
se encuentra en un ambiente de baja concentracién de fosfato, la proteina
sensora PhoR activa a la proteina reguladora PhoB. Mutantes phoB™ no
activan el regulén de fosfato. Por otro lado, mutantes en el gene phoR,
no responden a la concentracién de fosfato, pero si a la presencia de la
proteina CreC. La estructura de la proteina CreC es muy parecida a la de
PhoR. La expresién debida a la comunicacién cruzada con CreC se da a
muy bajos niveles y sélo se puede detectar en células mutantes de PhoR
(Wanner 1992). Uno de los experimentos mds sobresalientes que probaron
la existencia de comunicacién cruzada, fué el que se realizé con sistemas
heterélogos in wvitro, en donde la proteina sensora NR,, es capaz de
fosforilar a la protefna CheY en ausencia de su activador CheA y la
proteina CheA es capaz de fosforilar a la proteina NR, también en
ausencia de la proteina NR, (Ninfa et al, 1988). Otro ejemplo de
comunicacién cruzada in vivo fué observado en sistemas heterélogos
formados por las proteinas HPK, Bvg de Bordetellay AlgR de Pseudomonas
aeruginosa, en donde se probé que ambas protefnas son capaces de
activar a la proteina OmpR de E.coli (DeVault 1989).

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

La comunicacién que han tenido las proteinas del sistema de dos
componentes a lo largo del tiempo, y la formacién de mdédulos de
transmisién de la senal relativamente especificos, nos inducen a pensar
que las proteinas de las dos familias han mantenido una historia evolutiva
comun, no como proteinas 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, asi como las herramientas maés
frecuentes para realizar este tipo de estudios.



1.4. Evolucién molecular
1.4.1. Paleontologia, taxonomia y evolucién molecular

Las preguntas centrales en los estudios de evolucién estdn enfocadas en
conocer cudl o cudles han sido los mecanismos por los que ocurre y
cémo ha sido la historia evolutiva de los organismos. Diversas disciplinas
cientificas han tratado de resolver estas preguntas mediante
investigaciones que van desde la clasificacién taxonémica de algunos
organismos actuales, hasta la reconstruccién filogenética de sus ancestros
mediante técnicas de biologia molecular (Futuyma 1986).

La primera evidencia tangible de que los organismos han ido cambiando
a lo largo del tiempo son los restos fésiles. Se han propuesto teorias
acerca de la secuencia evolutiva de algunos linajes, las cuales se basan
tanto en el tiempo geolégico en donde se localizan los fésiles, como en
las caracteristicas morfolégicas y taxonémicas que muestran. Sin embargo,
no se puede ni podré tener un registro fésil completo, ya que no estdn
representadas todas las especies, ni todos los intermediarios evolutivos
de cada linaje. En otras palabras, el registro fésil s6lo nos puede indicar
la evolucién de los organismos de manera muy general y fragmentada,
por lo que es necesario complementar esta informacién con otro tipo de
estudios (Futuyma 1986; Li et al, 1991).

A finales del siglo pasado y principios del actual, muchos microbiélogos
se interesaron en realizar estudios de evolucién tratando de determinar
la genealogia de los microorganismos mediante pardmetros morfolégicos,
al igual que los boténicos y zodlogos determinaban la de plantas y
animales. Sin embargo, los microbiélogos se encontraron con el problema
de que algunos microorganismos, como las bacterias, son
morfolégicamente muy simples y esto les impedia realizar clasificaciones
o inferencias evolutivas certeras (Woese 1987). Con el tiempo se
comenzaron a utilizar caracteristicas fisiolégicas para relacionar a los
microorganismos, aunque algunas de ellas se perdian o podian ser
obtenidas por transferencia horizontal, por lo que resultaron no ser
suficientes para los estudios de evolucién.

Debido a estas complicaciones en los estudios de clasificacién y evolucién
de las bacterias, tuvieron que pasar muchos afios para poder diferenciar,
clasificar y ademds comparar a las bacterias con otros organismos de
manera mas certera. Esto solo ha sido posible gracias al desarrollo de la
biologia molecular. Mediante las técnicas generadas en esta disciplina,
ha sido posible obtener una gran cantidad de informacién a partir de
algunas moléculas, 4cidos nucleicos o proteinas, las cuales se consideran
los documentos histéricos de las células, ya que guardan en su secuencia
su historia evolutiva (Zuckerkandl et al, 1965).



La comparacién 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 lo largo del tiempo. En
los dltimos 10 afios el niimero 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
creacién 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 investigacién para el
estudio y andlisis de grupos de secuencias especificos. Incluidos los
andlisis filogenéticos mediante la comparacién de proteinas o genes
homodlogos.

Las primeras moléculas que se utilizaron en los estudios de la evolucién
molecular de los organismos fueron el citocromo-C y las globinas. De la
comparacién de la secuencia primaria de estas proteinas se pudieron
inferir 4rboles filogenéticos, los que sorprendentemente coincidian en
términos generales con los arboles obtenidos por otros criterios, como
los morfolégicos y los bioquimicos (Woese 1987).

Los estudios evolutivos llevados a cabo antes de incluir la metodologia
en biologia molecular estaban restringidos al estudio de los organismos
superiores. Por lo que solo permitian conocer la historia evolutiva de
los tltimos 340 millones de anos. Los estudios de restos fésiles en
bacterias parecidas a las Cyanobacterias actuales, han permitido
determinar que las bacterias existen sobre la tierra desde hace por lo
menos 3400 millones de anos. Al incluir a las bacterias en los estudios
de evolucién, se amplia tanto el espectro de tiempo, como la posibilidad
de conocer algunas de las caracteristicas del ancestro comuin de todos
los organismos existentes (Nei 1987).

Sin embargo, para poder incluir a las bacterias en un estudio general,
fué necesario encontrar una molécula comtn a todos los organismos y
que cumpliera con ciertos criterios, como el de ser homdloga y el de
tener diferentes velocidades de cambio en distintas regiones de su
secuencia. De esta manera, las regiones méds conservadas permitirian
hacer comparaciones de la molécula entre organismos que se encuentran
muy alejados evolutivamente, mientras que las regiones variables
permitirian diferenciar a los organismos que divirgieron recientemente
(Olsen et 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 tamanos, el 55, el 165 y el 235. EI 55, a
pesar de cumplir con todas las caracteristicas anteriores, carece de
suficiente informacién como para realizar estudios de evolucién, pues
s6lo tiene 120 nucleétidos. En cambio, el 16S (1500 nucleétidos) y 23S
(2900 nucleétidos) si contienen suficiente informacién (Olsen et al,
1986).
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Woese (1987), utilizando secuencias parciales de RNA ribosomal 16S
(Apéndice-3), concluyé que: a) todos los organismos actuales provienen
de 3 lineas principales: los eucariontes, las eubacterias y las
arqueobacterias y b) los organelos en las células eucariontes tienen un
origen procarionte, lo cual apoya la teoria endosimbiética del origen de
los organismos eucariontes propuesta por Margulis (1970).

Esta teoria propone que los eucariontes se generaron de la fusién de
cosimbiontes bacterianos, ya que la informacién genética en organelos,
como las mitocondrias y los cloroplastos, es diferente a la que habfa en
los cromosomas. Estos resultados han sido corroborados con algunos

datos obtenidos de investigaciones morfolégicas y bioquimicas (Margulis
1970; Woese 1987).

Actualmente, la evolucién a nivel molecular comprende dos &dreas de
estudio principales (Li 1991):

La primera trata de la evolucién de las macromoléculas; esta estudia
tanto la velocidad como el tipo de cambios que ocurren en el material
genético (DNA) y en sus productos (proteinas), 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 &rea, 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 nucleétidos y el reloj molecular

El nimero de cambios que sufren las secuencias con respecto al tiempo
permite calcular la velocidad de evolucién de las moléculas. En los
estudios comparativos entre las secuencias de hemoglobina y de
citocromo-C de diferentes especies, se observé que la velocidad de
sustitucién de aminoédcidos en estas proteinas es aproximadamente el
mismo en varias lineas de mamiferos (Woese 1987), es decir, que el
numero de sustituciones se incrementa de manera lineal con respecto
al tiempo. A este fenémeno se le denominé 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 llegé a la conclusién de que cualquier proteina
podia ser un reloj molecular. Este descubrimiento ha tenido importantes
implicaciones para el estudio de la evolucién; puede ser usado no sélo
para estimar a grosso modo los tiempos de evolucién de varios
organismos, sino también para construir drboles filogenéticos.
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Estudios recientes indican que los relojes evolutivos no corren tan
regularmente como se pensé 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. Teorias evolutivas y los mecanismos de la Evolucién

En "El origen de las especies" (1859), Darwin propuso su teorfa de la
evolucién por seleccién natural. En este libro concluye que las especies
han cambiado a lo largo del tiempo y que los organismos son el resultado,
tanto de la acumulacién, como de la preservacién de variaciones sucesivas
favorables. Cuando las leyes de Mendel fueron redescubiertas y se
determiné que las mutaciones son la fuente de la variacién genética, se
unificé el principio en biologia, estructurdndose la teoria sintética de la
evolucién o neo-darwinismo (1930-1940).

En su tiempo el neo-darwinismo fue aceptado como dogma de la biologia
evolutiva. La seleccién natural era considerada como la tnica fuerza
capaz de dirigir el proceso de evolucién (seleccionismo), ya que se
pensaba que otros factores, como la mutacién y la deriva genética al
azar, no contribuian de manera importante. De acuerdo con los
seleccionistas, para poder entender el proceso evolutivo, era necesario
entender que la fijacién de sustituciones genéticas en una poblacién
ocurre como consecuencia de la seleccién de mutaciones ventajosas, y
que el polimorfismo genético es mantenido por un balance en la seleccién
de las mutaciones (Nei 1987). Esta teoria 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 direccién de la evolucién estan determinadas casi
completamente por la seleccién natural, donde las mutaciones juegan
un pequeino papel. Muchos evolucionistas de ese tiempo creian 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 evolucién desde los puntos de vista fenotipico
y molecular, se observan diferencias en la velocidad y en la manera en
que los cambios ocurren. En la evolucién molecular la velocidad de
cambio es méds o menos constante, en tanto que la fenotipica presenta
una velocidad irregular y sucede de manera oportunista y a saltos. Esto
puede entenderse si se asume que la evolucién fenotipica esta dada
principalmente por seleccién natural positiva. En tanto que la evolucién
molecular se ve afectada por la fijacién azarosa de mutaciones neutrales
o casi neutrales (Kimura 1974; 1981).
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En contraste con la teoria de la seleccién natural, la teoria neutral
asegura que la gran mayoria de los cambios evolutivos a nivel molecular
son causados por la fijaciéon de cambios neutrales que incluso pueden
llegar a favorecer la seleccién de ciertas mutaciones ventajosas. Esta
teoria no niega el papel de la seleccién natural para determinar el curso
de la evolucién adaptativa, aunque asume que sélo una pequenia fraccién
de los cambios en el DNA (o RNA) son adaptativos y que la mayoria de
los alelos polimérficos se mantienen en las especies por el balance que
existe entre la mutacién y el grado de extincién. En otras palabras, la
teorfa apoya la idea de que el polimorfismo de las moléculas es una fase
transitoria de la evolucién de las mismas, rechazando la idea de que el
polimorfismo es el resultado de adaptaciones mantenidas por balances
de seleccién.

Algunos anos atrds Kimura y Ohta (1974), explicaron la evolucién
molecular mediante los siguientes puntos:

-La evolucién medida o dada por sustituciones de aminodcidos o
nucleétidos es aproximadamente constante por sitio, por afio y en varios
linajes.

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

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

-Debido a su tamaio, el genoma de los organismos superiores es mas
flexible que el de otros organismos y el nimero de copias de una
secuencia de DNA puede aumentar o disminuir rdpidamente bajo ciertas
condiciones, lo que los hace més polimérficos.

-La variabilidad genética es mayor en poblaciones grandes que en
pequenas.

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
proteinas (completos o parte de ellos) que sean homélogos, pues sélo
las moléculas o parte de ellas que lo sean, contendrdn informacién
importante para poder establecer relaciones evolutivas, ya que provienen
de un ancestro comun.
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Generalmente las regiones homoélogas estdan separadas por regiones no
homélogas, que representan eventos de insercién o delecién que han
ocurrido en algunas de las secuencias desde que divirgieron. Para conocer
cual de las secuencias sufrié el cambio es necesario compararlas con
otras (Devereux et nl, 1984).

El primer paso en tales 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 nucleétido, 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 ultimo las inserciones o deleciones (indeles). A cada uno de estos
cambios se les asignan valores diferentes (Kimura 1981). Los
alineamientos con proteinas son mds complicados ya que debe tomarse
en cuenta que cada aminoacido puede ser sustituido por otros 19 y atin
por si mismo.

Existen diversas tablas que asignan un cierto valor cuando las
sustituciones se llevan a cabo entre aminodcidos equivalentes en grupos
funcionales o en carga, y un valor diferente cuando no lo son. Otras
tablas se basan en el cédigo genético, determinando el nimero de cambios
necesarios en un triplete para modificar el amino4acido que se tenia. La
mds utilizada es la tabla de Dayhoff, o matriz PAM250 (Porcentaje de
Mutaciones Aceptadas) (Apendice-2). Esta tabla se generé de un anélisis
empirico de la frecuencia de sustitucién de los aminoécidos, la cual
asigna valores positivos a las sustituciones que conservan el aminoédcido
o a aquellas sustituciones mds frecuentes, las que generalmente son las
que afectan menos la funcionalidad o la estructura de una proteina, y
valores negativos a los que causan un cambio dréstico. Por ejemplo, en
aminodcidos como cistefna o triptéfano, al mantenerlos conservados se
les asignan valores positivos muy altos, debido a que estos aminoécidos
estdn implicados tanto en la estructura como en la funcién de las
protefnas. Si alguno de ellos se sustituyera por otro aminoécido, la
proteina sufrirfa 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 Waterman, cita 25), con
la desventaja de que no utilizan la informacién 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 minimo nimero de inserciones o deleciones (Needleman y Wunsch,
cita 25). Este ultimo método se utiliza para realizar alineamientos
multiples, ya que permite agrupar varias secuencias y asi descubrir las
regiones conservadas y enfatizarlas.
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Otro método para realizar alineamientos maultiples es el de Feng y
Doolitle, el cual primero elige las dos secuencias més parecidas entre si
y las agrupa, la tercer secuencia més parecida a este par se alinea con el
par anterior formando un nuevo grupo; a estas tres se afade la siguiente

secuencia mds parecida y asi sucesivamente hasta obtener el alineamiento
completo.
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Secuencia 2

Figura 7. Alineamiento de dos secuencias de aminodcidos. Las lineas
punteadas indican sustituciones en las secuencias, las lineas
sélidas indican aminodcidos conservados y los asteriscos
indican inserciones o deleciones.

1.4.5. Los arboles filogenéticos

Una vez obtenido el alineamiento multiple, el paso siguiente es la
construccién de un 4&rbol filogenético. Un 4rbol filogenético es una
representacién gréfica de las relaciones evolutivas entre las unidades
taxonémicas operativas (OTUs), las cuales pueden ser especies,
poblaciones, individuos o moléculas. Esta grafica estd compuesta por
nodos y ramas (Fig-8). Los nodos externos representan las OTUs actuales,
y los nodos internos representan las unidades ancestrales de las OTUs
(Figura 8-I). Las ramas muestran las relaciones entre los nodos en términos
de ancestro y descendiente. Al patrén que presentan las ramas se le
denomina topologia.

Un é&rbol filogenético carece de escala evolutiva cuando el largo de las
ramas no es proporcional al nimero de cambios evolutivos que se
indican en ellas (Figura 8-1 y 8-II), y tiene escala cuando los cambios son
proporcionales al largo de las ramas. Por lo tanto, un 4rbol es aditivo si
la distancia entre cualquier par de unidades taxonémicas es igual a la
suma del largo de todas las ramas que los conectan.
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Figura 8. Caracteristicas de los distintos arboles filogenéticos. En el
arbol filogenético I, podemos observar que sus ramas no tienen
escala, los nodos F, G y H son los nodos internos y los nodos
A, B, C, D y E, son los nodos externos, la R significa que es
un 4rbol con raiz y las flechas indican hacia donde se puede
dirigir las ramas a partir de la raiz. En el arbol filogenético II,
se observa que las ramas si tienen escala por lo que el largo
de las ramas son proporcionales al nimero de cambios
moleculares. El drbol I1l, es un 4rbol sin raiz y sin escala.

Los édrboles filogenéticos pueden ser drboles con o sin raiz (Figuras 8-1y
8-1II). La raiz de un &rbol nos indica el ancestro comun de todos los
OTUs de ese estudio. La distancia que existe entre la raiz y cualquiera
de los OTUs corresponde a un tiempo evolutivo. La raiz de un arbol no
es otra cosa que una OTU que se encuentra evolutivamente maés alejado
de las OTUs que se esten analizando. En un arbol sin raiz solo se
especifican las relaciones entre los OTUs y no se define un origen para
estos. Si el andlisis de un grupo de secuencias se realiza con raiz,
aumenta la cantidad de &drboles alternativos, debido a que las OTUs se
pueden acomodar de distintas formas a partir de la raiz. Al tener una
gran cantidad de drboles posibles, es necesario escoger aquel que represente
mejor los datos obtenidos. Los métodos de reconstruccién filogenética
estdn disefiados para resolver este problema (Li et al, 1990; Olsen,
1994).
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1.4.6. Métodos de reconstruccion filogenética

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

a) Método de Maxima Parsimonia

Este método se desarrollé originalmente para comparar secuencias de
aminodcidos (Eck y Dayhoff 1966) y se modificé posteriormente para
analizar secuencias de nucleétidos (Fitch 1967). El principio de la méxima
parsimonia involucra la construccién de un arbol, en el cual los puntos
de unién de dos secuencias representan a un ancestro comun, obtenido
con el minimo nimero de cambios. Este método escoge las secuencias
mds parecidas entre si, e identifica después los sitios informativos de
las mismas para poder decidir la topologia del arbol. Un sitio es
filogenéticamente informativo, sélo si favorece algunos drboles sobre
otros.

Por ejemplo, si tenemos cuatro secuencias, s6lo se pueden obtener tres
diferentes drboles sin raiz. Se acomoda cada sitio (entendiendo por sitio
a cada nucleétido o aminoédcido), de acuerdo con la posicién que tiene
la respectiva secuencia en cada uno de los &arboles posibles.
Posteriormente, se determina en cuantas ramas es necesario hacer un
cambio para pasar de un sitio a otro y si en un 4rbol hay un menor
nimero de cambios en comparacién con los otros drboles posibles, el
sitio es informativo. Por lo tanto, un sitio sé6lo puede ser informativo
cuando hay dos o mas tipos de nucleétidos o aminodcidos y ademds estd
representado en al menos dos secuencias. Como puede verse estos sitios

permiten la eleccién del drbol de méxima 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 arboles, aunque utiliza estrategias diferentes
como se pudo observar en la explicacién.
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Figura 9. Ejemplo de los sitios informativos para el método de Parsimonia,
los puntos representan los cambios en las secuencias (Tomado
del Li pp 111-112).

b) Métodos de Matriz de Distancia

Estos métodos hacen una evaluacién de la distancia genética entre cada
par de secuencias, basada en el nimero de sustituciones que se observan
entre ellas, produciendo una matriz con los datos resultantes. A partir
de estos datos, se construye una representacién grafica, agrupando las
secuencias en orden de mayor a menor similitud. Es posible obtener
mds de un 4rbol, por lo que es necesario que se elija aquel cuya topologia
refleje mejor las distancias obtenidas en la matriz de comparacién de

secuencias.
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Los métodos mas utilizados son el de UPGMA (método de promedios de
distancias) y el de Fitch y Margoliash (1967), que fueron desarrolladas
originalmente para construir fenogramas (diagramas que sélo expresan
las relaciones fenotipicas en un grupo), pero pueden usarse para construir
arboles filogenéticos, particularmente cuando las medidas de distancia
del valor esperado son proporcionales al tiempo de divergencia entre
las secuencias del estudio (Olsen, 1994; Li et al, 1990).

c) Método de Maxima Probabilidad

Este método utiliza tablas de frecuencias de sustitucién 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 construccién de los arboles filogenéticos es necesario saber que
el par de OTUs que se va a unir primero es aquel que tenga la mayor
probabilidad de estar més cercanas evolutivamente. Por otro lado, también
es necesario saber que el largo de las ramas de las primeras dos secuencias
se calcula sélo con respecto a una tercera, y de ésta con respecto a la
cuarta y asi sucesivamente (Fitch et al, 1967).

1.4.7. Consistencia de los métodos de reconstruccién filogenética

Todos los métodos mencionados son estadisticamente consistentes, en
el sentido de que si hay una gran cantidad de datos aumenta la probabilidad
de obtener un 4rbol que represente la historia evolutiva real. Sin embargo,
cuando existen datos cuyo valor de divergencia es muy alto, o cuando
la velocidad de evolucién entre las OTUs es diferente, se pueden obtener
arboles erréneos.

Para resclver este problema hay que llevar a cabo anélisis estadisticos
que permitan validar los resultados. Los programas como el Bootstrap y
Jacknife no asumen ningin camino evolutivo previo y son
completamente empiricos. Lo que hacen es modificar los datos, ya sea
reduciendo el tamafio de alguna secuencia, eliminando secuencias
enteras, etc, para reconstruir los drboles una y otra vez. Esto provee de
un limite de confianza del 95% para cada una de las ramas en el arbol,
aunque por ser andlisis muy exhaustivos requieren de un gran tiempo
de computo (Olsen 1994).

Como hemos visto, la metodologia en evolucién molecular ha permitido
reconstruir de manera teérica algunas historias evolutivas, abriendo
asi diversas posibilidade para el mejor entendimiento de la evolucién.
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2. ANTECEDENTES

La mayoria de los trabajos de evolucién molecular que se han realizado
hasta el momento utilizan a 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 protefnas,
tomando en cuenta la funcién que estas tienen dentro de los organismos.
Este concepto de evolucién relacionado con la funcién de las moléculas
todavia no es muy familiar (Kleckner 1981).

Muchos trabajos nos indican que proteinas actuales estan compuestas
de multiples dominios funcionales y estructurales independientes los
cuales provienen de distintos origenes.

Este modelo esta apoyado por el trabajo de E. Morett y L. Segovia (1992),
en donde se hizo un estudio con las protefnas reguladoras que

interaccionan con el factor ¢* De los alineamientos que se realizaron
con todo este grupo de proteinas, se identificaron tres dominios
claramente separables; los cuales son; el dominio amino terminal, el
central y el carboxilo terminal. En esta familia se observé que sélo el
dominio central es homélogo en todas las proteinas y es el que define a
la familia. En el dominio carboxilo terminal sélo se encuentran algunas
regiones conservadas, mientras que el amino terminal, ademds de tener
un tamano variable, no contiene similitud obvia.

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

En conclusién este trabajo ayuda a entender la evolucién de los distintos
dominios funcionales de las proteinas EBP's (del inglés, Enhancer Binding

Proteins). El origen del sistema de o es muy antiguo ya que este
sistema ha sido encontrado en organismos tan alejados como firmicutes
y proteobacterias.

Hasta el momento han sido descritas muchas proteinas que forman
sistemas de dos componentes. Uno de los trabajos que se ha realizado
con estas familias de proteinas es el de ]J.S. Parkinson y E.C. Kofoid
(1992), en el cual se analizaron aproximadamente 53 proteinas HPK
(protefnas histidin cinasas) y 91 proteinas RR (reguladoras de la
respuesta).
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Este sistema se encuentra principalmente en bacterias aunque ya han
sido descubiertos sistemas homélogos en eucariotes. También se observé
que las proteinas de las dos familias, tanto las sensoras como las
reguladoras exhiben una gran variedad de arreglos con sus médulos.
Los cuales pueden ser médulos solos, en tandem o ser la combinacién
de diferentes dominios. En ese andlisis dendografico se obtuvieron tres
grupos principales, el primero al parecer esta relacionado por los médulos
que se asocian a la utilizacién de nitrégeno, ya que muchas proteinas
que estan involucradas con esta funcién forman un grupo tanto en las
HPK como en las RR. El segundo grupo esta relacionado porque la
disposicién de sus médulos es muy similar, esta agrupacién se puede
hacer tanto en las proteinas HPK como en las RR. En el tercer grupo las
protefnas RR no se encuentran relacionadas ni comparten alguna
caracteristica ni de funcién ni de arreglo en sus dominios, sin embargo,
las proteinas HPK si se encuentran agrupadas.

Basados en que proteinas equivalentes en E. coli y en B. subtilis,
organismos que divirgieron hace méds de mil millones de afios, contienen
moédulos muy similares Parkinson y Kofoid (1992) proponen que la
comunicacién entre los médulos se ha diseminado por transferencia
horizontal relativamente reciente.

Por otro lado la gran variabilidad de médulos en una misma especie
pareceria indicar que la similitud de las secuencias entre las especies
podria ser el resultado de evolucién ya sea convergente o divergente.
Por ultimo, las secuencias mas relacionadas no estan altamente
correlacionadas con la especificidad en la comunicacién, como se puede
observar con las proteinas HPK ComP y DegS las cuales son muy similares
en secuencia pero se comunican con receptores muy diferentes (ComA y
DegU), por lo que es muy dificil determinar solo por comparacién de
las secuencias, cuales son los determinantes responsables de la
comunicacién especifica.

La conservacién de los dominios de las proteinas, en los pares de HPK y
RR, sugieren que las interacciones entre cada par involucra un mecanismo
consertado de evolucién. Esto quiere decir que si las proteinas han
estado relacionadas para responder a una funcién determinada, estas
pudieron haber evolucionado juntas hasta formar un solo locus.

En este trabajo estamos interesados en reconstruir la historia evolutiva
de las proteinas reguladoras del sistema de dos componentes, ya que
este sistema es un buen modelo para determinar si existe evolucién
concertada entre proteinas, y ademads nos permite saber si esta evolucién
depende principalmente de la interaccién que existe entre los médulos
que conforman a estas proteinas. El hecho de queé los dominios de
comunicacién entre estas proteinas se encuentren muy conservados nos
lleva a considerar que su evolucién no ha sido como proteinas
independientes, sino como partes de un sistema coordinado que se
encarga de regular de manera especifica la respuesta adecuada a una
sefial 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 proteinas de los sistemas de dos componentes y
evaluar si cada sistema de proteinas ha evolucionado de manera
concertada.

3.2. Objetivos particulares

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

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

-Realizar un andlisis filogenético que nos sugiera el patrén evolutivo
que han seguido estas dos familias de protefnas a lo largo del tiempo,
utilizando distintos métodos como el de FITCH y el de méxima parsimonia

-Analizar la topologia de los 4rboles obtenidos y determinar si estos son

congruentes entre si y con la de la otra familia, como para determinar
si estas proteinas han mantenido una evolucién concertada.

22



4. METODOLOGIA

4.1. Basqueda

Para cumplir con los objetivos planteados en cuanto a la busqueda de
todas las protefnas semejantes a las de los sistemas de dos componentes,
fué necesario tener acceso a bancos de secuencias, como GenBank y
EMBL de DNA y SwissProt de protefnas. Para esto se utilizaron programas
que se encuentran en el paquete de GCG (Genetics Computer Group)
versién 7.2 (25), de los cuales se hace una breve descripcién a continuacién.

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 cuestién, sea DNA o proteina. En el primer paso de la
busqueda se compara a la secuencia en cuestién con las demds secuencias
del banco y se identifican aquellas secuencias que tengan el mayor
nimero de pequeiios apareamientos en cada comparacién. Este programa
también utiliza la modificacién de Wilbur y Lipman (77), por medio de
la cual se seleccionan las 10 mejores regiones de similitud entre las
secuencias. En el segundo paso, estas regiones son reevaluadas utilizando
una matriz que en caso de ser proteinas se utiliza la matriz PAM250, la
cual toma en cuenta reemplazos conservativos y simbolos ambigios,
entre otras cosas (Apéndice-2). Y por ultimo en el tercer paso utilizando
el procedimiento para alinear de Smith y Waterman se alinean con la
secuencia problema, aquellas secuencias con el puntaje méas alto de
similitud.

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

STRINGSEARCH: Si se utiliza el paquete de GCG, cada una de las
secuencias de los bancos de datos tienen dos descripciones, la primera
es la definicién, la cual contiene el nombre del organismo, el nombre
del gene, el largo de la secuencia y la fecha. La segunda es la
documentacién, en donde se presentan algunas caracteristicas
sobresalientes de la secuencia. Este programa busca tanto en la definicién
como en la documentacién, aquella palabra que uno haya especificado
para la busqueda.
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PROFILEMAKE: Utiliza el método de Gribskov para crear el perfil de un
grupo de secuencias alineadas. Este perfil es una tabla que contiene la
informacién cuantitativa (valores posicién-especificos) obtenida de la
comparacién de un grupo de secuencias alineadas. Este perfil puede
entonces ser usado por los programas de PROFILESEARCH, para la
busqueda o por PROFILECAP para alineamientos de secuencias.

PROFILESEARCH: Este método usa el perfil creado por el PROFILEMAKE,
que son un grupo de secuencias alineadas, como templado para buscar
nuevas secuencias en el banco de datos. Utiliza el método desarrollado
por Gribskov.

FETCH: Este programa copia las secuencias de la libreria (bases de
secuencias) a un archivo con formato GCG y lo muestra en la pantalla.

4.2. Alineamientos

Para obtener los alineamientos, que son el apareamiento de dos secuencias
similares, con el fin de identificar el grado de conservacién y los sitios
de inserciones o deleciones en las proteinas, se utilizaron también
programas del paquete GCG versién 7.2 de los cuales se hard una breve
descripcién:

LINEUP: Este es un programa que permite editar hasta 30 secuencias
simultaneamente, acomodar y homogenizar su formato para que con el
programa PILEUP estas puedan ser alineadas correctamente.

PILEUP: Este programa realiza alineamientos muiltiples, los cuales pueden
contener hasta con 300 secuencias de un tamafio maximo de 5000
caracteres. Utiliza una simplificacién del alineamiento progresivo del
método de Feng y Doolittle, que es parecido al descrito por Higgins y
Sharp. Los alineamientos se realizan por pares de secuencias y son
progresivos, las secuencias son agrupadas por similitud para producir
un esquema que muestra las relaciones que existen entre las secuencias
(dendograma).

PRETTY: Este programa muestra los alineamientos de secuencias
multiples y calcula la secuencia consenso. No crea el alineamiento, solo
lo muestra.

4.3. Analisis filogenético

Para conocer la distancia genética que existe entre las distintas proteinas
es necesario hacer pruebas estadisticas. El paquete Phylip (59), contiene
programas que nos permiten realizar estos célculos.
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Muchas de las generalidades y diferencias de este tipo de métodos se
muestran en la introduccién, por lo que aqui se describen brevemente
aquellos programas que se utilizaron.

PROTDIST: Con este programa se calculan las distancias de secuencias
de proteinas, usando el estimdo de maxima probabilidad basado en la
matriz de Dayhoff PAM250 (Apéndice-2) o en un modelo basado en el
codigo genético. Este programa utiliza secuencias de proteinas para
calcular la matriz de distancia bajo tres diferentes modelos de sustitucién
de aminodcidos. La matriz obtenida puede ser usada en los programas
de matriz de distancia como el Fitch y el Neighbor. La distancia entre
cada par de OTU's estima el largo total de las ramas entre los dos.

NEIGHBOR: Fué implementado por Mary Kuhner y John Yamato a
partir del método de Neighbor Joining, original de Saitou y Nei que
utiliza una matriz de distancia producto del programa PROTDIST. Este
produce un drbol sin rafz y sin la suposicién de un reloj molecular. El
largo de las ramas no estd optimizado, pero el método es muy répido.

FITCH: Estima las filogenias de los datos obtenidos de una matriz de
distancia (PROTDIST) bajo el modelo de arbol aditivo, UPGMA.

PROTPARS: Estima la filogenia de secuencias de proteinas utilizando el
método de méxima parsimonia, donde solo los cambios de nucleétidos
que provocan un cambio en aminoécido, son tomados en cuenta, ya que
se asume que los cambios silenciosos se realizan con mayor frecuencia.

DRAWTREE: Dibuja los arboles filogenéticos de las secuencias
proporcionadas ya sean de DNA o de protefnas.
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4.4. Equipo

Las computadoras que se utilizaron fueron:

- MicroVAX, Mod. 3300 (de Digital Sistems), con un sistema operativo
VMS versién 5.3 (Centro de Investigacién sobre Fijacién de Nitrégeno
U.N.A.M.).

- PC 386 DX (Centro de Investigacién sobre Fijacién de Nitrégeno
U.N.A.M.)

-MsDOS versién 5

-Windows versién 3.1

-programa comunicacién Telnet PC/TCP para DOS, versién
2.05 p14.

-Protocolo de comunicacién FTP/IP (File Transfer Protocol)

- Silicon Graphics, Mod. 4D /35, con un sistema operativo irix 4.0.5
(Instituto de Biotecnologia U.N.A.M.)
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Buasqueda

Para cumplir con los objetivos planteados y obtener todas aquellas
secuencias de proteinas pertenecientes a la familia de dos componentes,
se realizé una bisqueda en los bancos de datos de GenBank, EMBL y
SwissProt. Para esto fué necesario utilizar algunos programas como el
FASTA, el TFASTA, el STRINGSEARCH y el PROFILISEARCH, los cuales
se encuentran en el paquete GCG versién 7.2 (25) y fueron descritos en
la metodologia.

De las proteinas obtenidas se seleccionaron aquellas que guardaban un
grado de identidad de por lo menos el 25% en cada 100 aminod4cidos al
compararlas con las proteinas méds conocidas de los sistemas de dos
componentes, como NtrB y EnvZ, las cuales son proteinas sensoras y
NtrC y ArcA que son proteinas reguladoras. Ademas de esto, las proteinas
seleccionadas tenfan que presentar todas o la mayor parte de las regiones
conservadas que han sido identificadas para la familia de proteinas de
dos componentes. De esta manera se aseguraba la homologia de las
proteinas para realizar el anélisis.

En total se obtuvieron 52 proteinas sensoras (HPK) y 83 proteinas
reguladoras (RR). De estas proteinas se seleccionaron todos los pares
que formaran sistemas de dos componentes, por lo que el andlisis esta
basado sélo en 49 proteinas HPK y 56 proteinas RR (Apéndice-1).

5.2. Alineamientos

Para identificar las regiones mas conservadas entre los miembros de
estas familias, asi como los dominios ya sea funcionales o estructurales
de los que estan compuestas las proteinas, se realizaron alineamientos
maultiples mediante el programa PILEUP, los cuales fueron optimizados
manualmente. Para identificar los aminodcidos presentes en maéas del
75% de las proteinas se utilizé el programa PRETTY, este programa nos
presenta claramente las regiones consenso para cada una de las familias
de proteinas. Inicialmente, se realizaron los alineamientos de las
secuencias completas con las protefnas HPK y RR seleccionadas, las
cuales formaron 33 sistemas de dos componentes (Figs. 10 y 11).

Del alineamiento con las proteinas HPK completas se pudieron identificar
claramente los limites del médulo de transmisién de la senal, el cual
estd localizado en la regién carboxilo terminal de todas las protefnas
HPK. En la regién amino terminal de estas proteinas, se identificaron
por lo menos dos regiones hidrofébicas para cada una de ellas.
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Figura 10 (a). Alineamientos de las proteinas HPK completas realizados por el programa PILEUP, en donde se muestran los
dominios de los que estan compuestas estas proteinas. La caja negra nos indica el médulo de transmisién
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Figura 10 (b)
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Figura 10 (c)
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Figura 10 (d)
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Figura 10 (e)
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Figura Il (a). Alineamientos de las proteinas RR completas realizados por el programa PILEUP, en donde se mucestran los dominios de
los que estan compuecstas estas proteinas. La caja negra indica el médulo receptor que es el mas conservado. La caja
transparente nos muestra ¢l dominio de las proteinas activadoras de la familia de 6™, por dltimo la caja transparente con
las letras resaltadas es un dominio identificado como de union a DNA. o

o)

grdkavednd A . .ocoen caae s . )

SR SR o v on e 5o e weos JELV/D Diztml w2 5 g ¢ : [

il SR g5 nder B w e o u ... fLVVD DEfstmRrivy = ; & W
kaeqpitlpe kls. . ... . xhawE e R s ILIaD Dhprnk1llk

bpactrklak alseliaprta vradigppls Eielati®aiiolisie) st3e) B BaVA]

senldrptig srgratssrn jprvidddkn S OSAOSs A eidsh TS E A

............. Jillet k. ILVYD Ddmrlralls

....... my B JILVYD DamrlRalle

PIE hVLVID Dd hli

sdpr e 1khVLVID DdvamRhliv

SISQUGHE - L khVL1IVD Didvamrhliz
HA Sl Gk speEws BEBes s B 1~ PhILIVE DelveRnrllk &
o ; - 8 2 7= B - . -mrVLVYVE DnallRhhlh v

N EERAMES EEEER %8 DnallRhhlhk

£ . mivi

L2 sE G ewg ESMEEZES N nqr 2t VWIVE
e v ¢ s5vs vsy MEULYIGAN LB ERELS .mayxr ILVVE

S .mipkIaVVE .
..... mdnl kekILIaD Descik A a5 5l M rlr
..... ILVID DzaciRr:il we w1l NGV E

¥ # q 8 i ..MENVLIVE DegaiRrflr
B ey firarcgala nopipginel fnnnhsnt s (helhes S RBALEE sa i3 SRl
b E 2 § R @ B2 1pVhVID DAdavResla
3 = § i B 2 % BN -t ghIYVID

3 3 mtor 3w g

s 5 ..omen PO DhpmiRtgv
5 ; I - many ILIVD DaafmRinmik ‘

B BE-3 . camou mosw s nnekILIVD DaygiRilln T 3 RS Ehypuss - dlv11Dmkip

: e T . e .mynkVLIID AR sents ke B0 dngi tip nlvvlDigip

L & g ARE S R R i cimpVal ID DdkdlRrata sy § k < PR JEVVEDIYMP
: . 5aapsVF1ID DdrdlRkamg cos . .f asatealasl fa givisbDirM 3 s g VgaigdGhy!l
jindnidILVVD Ddishctilg alLy .G¥nval .a nsgrqgalegqv P dlvlcDvrMa a 1 n. wTA 7 VeaLlktGAR1L

E, " 2 % i r gk idILYVD Ddvshetily ally.. 1 W.GYnval.a yeghdalagv 5y o AdlvleDvrMa

n3rqkalIVD DepdiRells ithy..... .kLdtre.a rnvkearell av. .epf dlcltDmyLP

.GLteen . £

]

SR : R B Tl X T
Herrms
Mifriroa

By El

yrasty

Adrazau

Cansensn

Regién N-terminal Médulo receptor



Figura 11 (b)
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Figura 11 (c)

Comabsu

BEBBEEE  cowwsscunn @emeites @ SEkes e L B e % Grspnaa R G R i SR R SRR R SR R e v ome
Chebeco ikihdgpavn rhrpsvdvlf hsvakgagrn avgviltgmg ndgaagmlam rqagawtlaqg neascyvigm preainmggy cevvdlsqgvs qgulakisag gairi..... STy O T
Chebsty ikihdgppvn rhrpsvdvlf hsvakhagrn avgviltgmg ndgaagmlam ygagawtiag neascvvigm preainmggv sevvdlsqvs ggmlakisag gairi..... e
Spotabsy s uwes s ....s8isslf .......... gytvsmt.ka kptnsefiam vadklr..le hkas*..... ......... o e R Ve

EEEFAtD  s2iadanmens & estue s DOk EEIDEErE SATRSHESE BEan e Bal, Bl el e corie, pumiadnde W s, 5 s PRSI RN EAARTER EAE 8 s
RCOCECH  swwns v s ami

Cheyeco  i.eeesenn

Cheysty .o ssons

Evgseco ldgeiavfcg

Lemapsy leaearvma*

BIATSES o an s ses

ompreca fvpdgska. .

omprsty fvpdgska. .

Virgarh fdadvnvsyg

virgat$ fdadvdvsyg

Virgaté fdadvgvshg

fcgdled. . .
BELE. soipbn  Sopmp s o) i SRR LTS, S UGS aRat) e I SRR SR VRS WK IR i i il S, B S S (5 RGRSA e B (e e et

Phopsty FEYE. ;oo # i asee 78 ASIE SE T DS ©EY SO0RG IS BRSR UEENE S BER ¢ TR aEE S EEETHAE S RN AU G BRI ISSEE £ OPANE SRR B0 SUEREEY B R
Easress IVEREED e Same e st dupied S LA TN SO RIS e

Basre WEAARSEINE & i gmmun 0 e aesui o) w5 SIERG ¥ G B R S e

Crebeco TE Ly sine ANSNERIT TS il KL E, §ASNES SRl SR Y

Phokeco ESEEE, sunna: @ pesin inis 45 QRS G GBI 8 B0 LS 8 S5 ) SSRAARTE .

Phobpas EEERS: vqiin @2 @VEms 3%  Jem oSG B oIS B b ST 85 4

Phourme leg*drrerl tawgkkrgls gpIifrrasra @......... ecososevons

Omprcca fgrimeinkn ynpiigiqki ..........

Omprpae TGRITHOIN: rcvmenal PR aESGwE PIRINESAS PEITNIRALS VLSS ANEER AV inedn D peesRURNEE FEE ihasaas SR SANERSRIGR SRR
Afsglsco VADEGR = dda: & Rt boss g i Gnmons 1 o oua oy G SRl ime S, G S R RSN e TS e N B o R S e ReRas e St M ) RS
Phopbsu YEGORIIME o0 & g pwomas oo L4 s s, 56 00REs 5% SEEavOReES IV L IEEE 55 CeENEEE e g e e o AHA DI 4 GHESNE PR BRI R SiEe s R
Vanr=fa TS onind B st b 08 PAGTEN TATAA 20 449 BANENE AR o pNtms SAAN Essnel i 4o SRS, b ATt D ERASE B Mal AR
Kipazca Bl o sondimets o mmeavipbiip veg  SUAKS & DEMEDET 1§ AR NS S SRy - W e R 4 D e SRR 0 e r 58] By R SRR B ST s s ) i i
Pfzrpae TUEEBRE S0 5 sy v 4% St S OTET % 0 0EEs R E B B B ETE T et e LA AERE R RN L T T 5

FUEIRCA ot Ash 8 s marmeitr @ 8 seds i s i 8 5 kit L Wik S sk £ 0N % 5 s ' 2 iolns RS 8 8 Ay O O g P e .

FEOIDTE ciison saome s neet o SBRE s KB 8 oAl G B A ACI e et SRTSE ) GRS A ke e elens S By A G S B AT A SR e
BUEXTERS = seced b o 520 0isador Deed B0 uenR B rasess s nd S0 T CEEE SYETEe ROSEERYA 3 GRS 39 ide $EG ETEaisd  §aiee I Ve s § s oy eeien
R SN A S sel S50k dalean mdsms desime 1w T B Shuammaant wibbie e w By pziesn

BESMBEN  scsmim s e Saeamae Sy BRI b S X

HWEPhaodd  codien 9piae R0 SR A Peser A0S B AP EBERNA Y BERE R B BIERSE e A0 R ST SUAEEE R WAL E PSRN 5 e R e e LS RS S B SR Y P
EBREEREE o s demd b e SeesEa g B e 5 AR 18 5 AN e I ety S0, SR AR o] ASORRES G ah | SSSNIRTEIA S € W N O AR R 3 e e o Bk 0 (et B Tl
SEBUPESN wawigy w5 osrs akinte 5 ameRl er Bl B0 0 S eI WO See e W R B ST B e TR § e o E e B ARl e S
Bvaatp=z DEGRESD VARG N FEHRG LA S LS ASTIEG 20D IR AY SESAMEGRY Y SRR d Tnep RN B aRa N S ey Mering: @ Beshis etm @A HEEEIEE . GO Y Ese
Lotdrle flderzsmpa atgvkmlrvl emreitplgt nevrpvnliv vaaakidlgd pavrgd. fre dlyyrlnvvt isipplrerr ddipllfshf aaraaerfrr dvpplspdvr rhlashtwpg
Dotdrm= flizizampp atgyvkmlrvl eareicplgt nltrpvdirv vaaakvdlgd paargd. fre dlyyrlnvve lsipplrerr ddipllfshf laraserfgr evpaisaamr aylathswpg
Hydjzco cldergdisp mmyvrllrai ger=varvgs ngiisvdvrl iaathrdlaa evnagr.frq dlyyrlnvva ievpslrqrr edipllaghf lqgrfaernrr gkrfyap.gl dllihydwpg
Hydzsty fldzigdisp lmyvrllral g=revirvas ngtisvdvrl jaachrdlae evsagr. frqg dlyyrlnvva iempslrqrr ediplladhf lrrfaernrk vvkgftpgam dllihydwpg
Pilrpas= fldevadlpm amjyvkllral qzkavravgg qaevavdvri lcathkdlaa evgagr. frqg dlyyrlnvie lrvpplrerr edipllaeri lkrlagdtgl paarltgdaq eklknyrfpg
Reyz=co £13z103mpl dvgerllrvl adggfyrvgg yapvivdvri iaathgnleq rvgzgk. fre dlfhrlavir vhlpplrerr ediprlarhf lquaarelgv eakllhpete aaltrlawpg
Nrrckpn f1dz1gdmpl dvgerllrvl adggfyrvag yapvkvdvri iaathgnlel rvgegk. fre dlthrinvir vhlpplrerr ediprlarhf lqiaarelgv eakglhpete maltrlawpg
Herspvu fliz1gdmpl digtrllrv]l aegafyrvgg yapvkvdvri iaathagdlek rvnegd. fre dlyhrlnvir iglpplrdrt edipslaryf lgktakelgv etkslhegsl ktmmeyvwsg
Nrrchbsp fliergdimpm eagtrllrvl gggeyttvgg repikedvri vaasnkdlri 1iqgg.lfre dlffrlnvvp lrvpplreri edlpdlirht fslaekd.gl ppkkldaqal erlkqhrwpg
Htrcrme fldetydopm dagtrllrv] qggsytevgg repirsdvri vaacnkdlkq singg.lfre dlyyrlnvvp 1rlpplrdra edipdlvrhf vggaeke.gl dvkrfdgeal elmkahpwpg
Nifrirca veEdevgdydd etqgriveml d...... ... ..alpdppri mactguvdlga lmeagrrfrg dlyyrlggvt lavpalrerv edipllaehf lgraerd.gl gmrafsaeam glvrayawpg
Htrxaca fldeiadnpr etgnrvlrvl vegtfsrigs sekvrvdvri isstgrhlee eiaagr.fre dlyhrisvvp irvpplaerr edipdlvdff {dlisqgttgl grrkvgedam avlqshdwpg
Pgrasty vlshpeyltr egghhlarlg sleh...... .. ... Ipfrl vgvgsaslve gaaang.laa elyycfamtq lacqslsqrp ddieplfrhy lrkaclrlnh pvpeiagell kgimrrawps
AGEESEN wcvicmmi sond 0 SEUESIETE e R e RO M SRR Wy SR R BN AT T SRR R o VR A RS S Grse e s s s

COnSENEE ~r——ssimti oS s el i S S e i e RS I S e R S e A e e R R R e S R S | e e

Regidén C-terminal Dominio de

salida

nvrelshyae
nvrelshfae
nirelenave
nirelenaie
nvrelenmle
nvrglenctcr
nvrglentcr
nvrqlenvcr
nvrelenlar
nvrelenlve
nvrglentvr
nvrglrnnve
nvrelanaae

ray..tlced
wlt. . vmaag
wlt..vmaag
wlt. vmtas
rla..alypq
rlc. .alypq
rlv. . vtase
rll..llagg
1favgvlipla

eyiserelp.
eyiserelp.
dgigphdlr.
gevliqdlpg
gevlitgdlps
qeimpqdlps
dvitasvidg
dvitreiien
eejtrtevet

35



Estas regiones no presentan similitud en la misma proteina, ni entre
las regiones de las demds proteinas. Se ha determinado que estas regiones
permiten que las proteinas se anclen a la membrana para favorecer la
recepcién de las seinales ambientales (63). Algunas de las proteinas de
esta familia, como NtrB, DegS, Sp2J y CheA, reciben las senales en el
citop)]asma y se comprobd que carecen de regiones hidrofébicas (Figura
12-A).

Por otro lado, en el alineamiento realizado con las proteinas RR
completas, se observé que todas las protefnas contienen el médulo
receptor de la regién amino terminal conservado. Algunas de estas
proteinas contienen otros dominios, los cuales permiten formar 4
subgrupos principales (Figura 12-B), los cuales se describen a
continuacién:

El primer subgrupo contiene a las proteinas NtrC, DctD, HydG, PilR,
NtrX y PgtA, las cuales constan de 3 dominios; el dominio amino
terminal o médulo receptor; el dominio central y el carboxilo terminal.
El dominio central de estas proteinas es una regién muy conservada, la
cual pertenece a la familia de proteinas que se unen a regiones de DNA
en procariontes parecidas a los enhancers eucariontes. Al unirse al

DNA activan genes que se transcriben por la familia de factores o *. Por
altimo, la regién carboxilo terminal en este grupo de proteinas no esta
conservada.

El segundo subgrupo contiene a las proteinas, OmpR, VirG, ArcA, PhoP,
PhoB, BasR, BaeR, CreB, AfsQ1, VanR, KdpE, y PfeR. Estas proteinas
estdn formadas por dos dominios muy conservados, el primero es el
moédulo receptor, localizado en la regién amino terminal, y el segundo
en la regién carboxilo terminal. Este Gltimo agrupa a las proteinas en
una familia de activadores que se unen a DNA. Mediante este dominio
las protefnas son capaces de reconocer regiones especificas del promotor
favoreciendo la regulacién de los genes involucrados. Para determinar
si existen mds proteinas con este dominio, se realizé una buisqueda en
los bancos de datos mediante el programa FASTA utilizando el dominio
carboxilo terminal como referencia y no se encontraron mds proteinas
homélogas a esta familia.

En el tercer subgrupo se encuentran las protefnas Fix]J, NodW, DegU,
NarL, ComA, RcsB, CheB, Spo0OA, AgrA, BvgA, EvgS y LemA, que
contienen dos dominios, el médulo receptor muy conservado y un
dominio de salida, no conservado.

El daltimo subgrupo contiene a las proteinas SpoOF, CheY y a la proteina
CheB de B. subtilis, que estan compuestas solo por el médulo receptor,
y carecen de dominio de salida.
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Por otro lado las proteinas Etrl, SIn1, LemA, EvgS, ArcB, BarA y RcsC,
son un solo polipéptido, formado por los dos dominios de comunicacién,
el de las HPK y el de las RR (Figura 12-C). El arreglo que presentan los
dominios en las proteinas nos muestra la gran variedad de combinatorias

entre estos.

¢  Lamayoria de las HPK, condos o
N mas regiones hidrofébicas.

Modulo de
HPK Transmision

¢ NtrC, DctD, HydG, PilR, NtrX
y PgtA

Madulo Dominio de Dominio no

Receptor activadores de la  conservado
familia o34
OmpR, VirG, ArcA, PhoP, PhoB,
2 N ; M LN AP C BasR, BaeR, CreB, AfsQIl, VanR,
2 AR KdpE y PfeR
RR Dominio de

union a DNA

Fix], NodW, DegU, NarL,
3 N -o—@— C ComA, ResB, CheB, SpolA,
AgrA,y BvgA

Dominio no
conservado

: CheY, CheB de B.subtilis y
. N o C SpoOF

LemA, EvgS, ArcB, y
BarA

Figura 12. Dominios de las proteinas HPK (A) y RR (B), determinados
mediante los alineamientos con las protefnas completas. El
tercer agrupamiento incluye a las proteinas que contienen
los dos dominios conservados, tanto de las HPK como el de
las RR (C). Los colores ilustran el grupo estructural que

estan formando
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Como se mencioné con anterioridad, el principal objetivo de este proyecto
es analizar la historia evolutiva en los dominios de comunicacién de la
familia de protefnas de dos componentes; ya que es interesante saber si
la interaccién de los mdédulos entre las proteinas ha influido en su
evolucioén.

Se realizaron alineamientos unicamente con los médulos de
comunicacién ya que estos son los médulos de interés ademds de que
las regiones no conservadas podrian desviar los resultados. En estos
alineamientos se observé claramente en las dos familias de proteifnas
que los aminodcidos importantes para la comunicacién, histidina (H)
para las proteinas HPK y &cido aspéartico (D) o glutdmico (E) para las
proteinas RR se mantienen muy conservados. En general, los residuos
de aminodcidos que forman los bloques més conocidos de las dos familias
de proteinas (HPK y RR) se encuentran conservados en méas del 70% de
estas.

5.3. Analisis filogenético

Los alineamientos realizados con los médulos de comunicacién se
utilizaron para realizar la reconstruccién filogenética de ambas familias
de protefnas, mediante dos programas que utilizan estrategias de
reconstruccién filogenética distintas: uno de los programas es el de
matriz de distancia (FITCH™) (Figs. 13 y 14) y el otro es el de méaxima
parsimonia (PROTPARS) (Figs. 15 y 16). En los 4drboles obtenidos con
cada uno de los programas, se mantiene de manera general, la misma
relacién evolutiva entre las proteinas, tanto en las HPK como en las
RR.

Como ya se ha mencionado, los drboles filogenéticos son los que mejor
representan las relaciones evolutivas de los OTU’s. Cabe mencionar
que aunque la mayorfa de las proteinas de este estudio se encuentran
mads relacionadas con proteinas de su grupo, algunas de ellas mantienen
una menor distancia con otras proteinas. Esto se observé utilizando las
distancias entre las proteinas dadas por el programa PROTDIST (Apéndice-
4), lo que permitié mejorar la interpretacién de las relaciones evolutivas
entre estas.

De los arboles realizados con el programa FITCH se determinaron
aquellas proteinas maéas alejadas evolutivamente o con una mayor
divergencia para poder enraizar los drboles y determinar las relaciones
filogenéticas de las dos familias de protefnas. La protefna que permitié
enraizar el drbol de las HPK, fué CheA de B. subtilis y para enraizar el
arbol de las RR se utilizé la proteina ComA de B. subtilis (Figs. 13y 14).
Estas raices no son verdaderas, debido a que no conocemos el ancestro
en comun de cada una de estas familias de proteinas, sin embargo, nos
permiten agrupar y observar las relaciones filogenéticas que existen
entre ellas.

*Para obtener la matriz de las distancias entre las proteinas, se utilizé el programa PROTDIST.
A partir de la matriz obtenida sc puede reconstruir el drbol filogenético con el programa

FITCH.
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Figura 14. Agrupamiento de las proteinas RR. Arbol realizado con el programa

FITCH. Los colores son equivalentes a los de la Fig-12.
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Figura 15. Proteinas HPK. Arbol realizado mediante el programa PROTPARS,
los nimeros romanos indican el grupo al que pertenecen las
proteinas en el arbol realizado con el programa de FITCH
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Figura 16. Proteinas RR. Arbol realizado mediante el programa PROTPARS,
los nimeros romanos indican el grupo al que pertenecen las
proteinas en el 4rbol realizado con el programa de FITCH
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Los drboles que se analizaron con mas 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
proteinas mantienen la misma relacién.

En el arbol de FITCH de las proteinas HPK y utilizando las distancias de
sustitucién que se muestran en el Apéndice-4, se pudo identificar un
grupo bien definido (Fig. 13-1), el cual contiene a las protefnas PilS de
P. aeruginosa; VirA de A. tumefaciens-6, A. tinnefaciens-9; NodV de
Bradyrhizobium japonicum; FixL de R. meliloti, B. japonicum y
Azorhizobium caulinodans; PgtB de A. caulinodans; DctB de R.
leguminosarum y R. meliloti; Sp2] de S. typhimurium; NtrY de A.
caulinodans; NtrB de Rliodobacter capsulatus, Vibrio alginolyticus,
Proteus wvulgaris, K. pneumonine y E. coli. El hecho de que todos los
adrboles mantengan agrupadas a estas proteinas y que incluso conserven
la misma relacién entre ellas, nos habla de que este agrupamiento es
verdadero. Una de las principales caracteristicas de este grupo es que
contiene a todas las proteinas involucradas en el proceso simbiético de
fijacién de nitrégeno, como las FiXL, NodV, NtrB, NtrY y DctB.

De este grupo, las proteinas NtrB se encuentran més cercanas entre s{
que con cualquier otra proteina. En los drboles realizados tanto con el
programa FITCH (Fig-13) como con el de PROTPARS (Fig-15), estas

proteinas siempre estan juntas.

Por otro lado, el agrupamiento de estas proteinas es congruente con los
drboles realizados con 16S ribosomales (Apéndice-3), ya que las proteinas

NtrB de proteobacterias de la subdivisién o se encuentran separadas de

las proteobacterias de la subdivisién 7y, siendo esto congruente con la
separacién evolutiva de los organismos. Las proteinas NtrB son ortélogas,
es decir, que se originaron antes de la especiacién, ya que se mantiene
la funcién en organismos diferentes.

La proteina NtrY de A. caulinodans, se encuentra mds cercana a las
NtrB que a cualquier otra proteina. En todos los &rboles realizados
siempre se agrupa con NtrB, por lo que podemos decir que estas proteinas
comparten un ancestro, siendo esto altamente probable ya que incluso
las dos participan en la regulaciéon de la asimilacién de nitrégeno.

También dentro de este grupo estdn las protefnas FixL, la relacién que
guardan estas proteinas es congruente con los arboles obtenidos por 16S
ribosomales (Apéndice-3) estas proteinas se han identificado en tres

organismos pertenecientes a la subdivisién o de las proteobacterias,
estos son B. japonicuin, A. caulinodans, R. meliloti y guardan la misma
relacién en los drboles. Estas proteinas son ortélogas, ya que las
encontramos en distintos organismos realizando la misma funcién.
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Se observé que FixL y NodV siempre aparecen relacionadas. La proteina
NodV de B. japonicitin se encuentra mds cercana evolutivamente de las
proteinas FixL que de cualquier otra. Se puede decir que incluso NodV
de B. japoniciim puede ser una proteina pardloga a FixL de B. japonicum,
ya que las dos se encuentran en un solo organismo y realizan funciones
diferentes. La explicacién a esto es que antes de la especiacién la proteina
ancestral se duplicé dando origen a NodV y a FixL, posteriormente las
especies divirgieron conservando las dos proteinas con funciones
diferentes. No sabemos si las proteinas NodV de A. caulinodans y R.
meliloti no han sido encontradas o secuenciadas en estos organismos,
o estos sufrieron una delecién de NodV en algiin momento de su
historia.

Las proteinas DctB y PgtB se encuentran agrupadas en todos los drboles.
Las proteinas DctB en R. melilotiy R. leguminosarum, estan involucradas
en el transporte de C4-dicarboxilicos y la proteina PgtB de S. typhimurium
regula el transporte de fosfoglicerato. Es muy interesante que se agrupen
proteinas que comparten una funcién relacionada, en este caso el
transporte. Estas proteinas comparten un ancestro, el cual quizd comenzd
siendo un transportador més laxo y a partir de este, mediante mutaciones
y la fijacién de estas, se fueron especializando hasta llegar a las proteinas
que ahora conocemos, aunque también una de las protéinas pudo dar
origen a la otra.

Las distancias que existen entre Sp2] y las proteinas de el grupo I de las
HPK, son menores que las de Sp2] con otras proteinas (Apéndice-4).
Cabe mencionar que en los drboles realizados por el programa FITCH,
esta proteina aparece mds relacionada con las proteinas DctB, PgtB, FixL
y NodV que con las demds, en tanto que en los drboles realizados por el
programa PROTPARS, Sp2] tiene una relacién mdés cercana con VirA y
NtrB que con las demés del grupo. Sin embargo, a pesar de esta diferencia
esta protefna pertenece a este primer grupo independientemente de con
cual proteina se relacione mads.

Las proteinas VirA de A. tumefaciens-6 y 9 se encuentran muy
relacionadas con las proteinas de el grupo I de las HPK. Es muy probable
que la relacién se deba a que estas proteinas estdn involucradas en la
induccién de tumores en plantas, lo cual puede ser un proceso parecido
al de simbiosis para la fijacién de nitrégeno, siendo ambos eventos una
interaccién entre bacterias y plantas. Aunque hay que tomar en cuenta
que las distancias de las proteinas VirA con PgtB es mayor que con
otras proteinas que no son del grupo (Apéndice-4), como CreC, VanS,
BvgC, BvgS, BarA y PhoR. Una de las explicaciones de que la proteina
PgtB guarde una evidente relacién con las protefnas de este grupo y que
sin embargo este muy alejada evolutivamente, es que pudo haber
divergido con mayor rapidez que las demas.
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Por altimo, la proteina PilS de P. aeruginosn, la cual tiene que ver con
la presencia de fimbrias en el organismo, mantiene valores de distancia
menores con este grupo de proteinas que con cualquier otra proteina y
en todos los drboles observados forma parte de este grupo, aunque sea
la proteina mas alejada del mismo (Apéndice-4).

Debido al arreglo que tienen las proteinas del grupo I, quizd indique
muy probablemente, que el proceso simbiético de fijacién de nitrégeno
como tal, se origindé una sola vez y que a partir de las proteinas
ancestrales el sistema se ha ido especializando y divirgiendo, de manera
que ahora es un proceso muy complejo que requiere ser regulado por
distintas sefiales 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 extrafnarse que
estas proteinas se mantengan evolutivamente muy relacionadas.

En el segundo grupo (Fig. 13-11), las proteinas EnvZ de E. coli y S.
typhimurium; PfeS de P. aeruginosa y CpxA de E. coli se encuentran
claramente relacionadas en todos los arboles realizados. Al parecer,
estas tres proteinas comparten un ancestro comun, siendo la proteina
PfeS la que mdas ha divergido de las tres. En cuanto a funcién estas
proteinas no se encuentran relacionadas. Cabe destacar que la proteina
CpxA transduce la sefial a la proteina ArcA de E. coli, al igual que la
proteina ArcB. Sin embargo estas dos proteinas HPK no son muy parecidas
entre si. En general, las demds proteinas de este grupo se encuentran
muy relacionadas entre ellas. Las distancias sin embargo, no son tan
diferentes entre estas proteinas y las del segundo grupo (Apéndice-4).
Inclusive la proteina CreC se encuentra tan relacionada con proteinas
del segundo grupo como con protefnas del cuarto grupo.

Finalmente se encuentran las proteinas CheA, las cuales son las proteinas
mads alejadas. Estas son protefnas ortélogas y su arreglo es congruente
con los datos obtenidos por 16S (Apéndice-3). La proteina CheA transduce
la sefial a dos proteinas RR diferentes en secuencia, que son CheB y
CheY.

El tercer agrupamiento de las HPK, contiene a las proteinas ArcB de E.
coli, SInl de Sacaromyces cerevicine, LemA de Pseudomona syringae,
BarA de E.coli, Etrl de Arabidopsis thaliana, ResC de E. coli, EvgS de E.
coli, BvgS de Bordetella bronchiseptica y BvgC de B. pertusis (Fig. 13-11I).
Este agrupamiento se mantiene en cualquiera de los arboles realizados,
sin embargo, al corroborar esto con las distancias (Apéndice-4), se
observé que no siempre estas son menores entre las proteinas de este
grupo que con las demds, aunque generalmente ocurre asi. Una de las
proteinas mds llamativas en este grupo es Slnl de S. cereviciae, esta
proteina aunque estd muy alejada, todavia conserva las regiones que le
permiten relacionarse con esta familia y en particular con este grupo,
ya que en todos los drboles se encuentra agrupada de la misma forma,
inclusive la distancia evolutiva es menor con estas que con las demés
(Apéndice-4).
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Por otro lado, la mayoria de las proteinas de este grupo estan mads
cercanas a otras que a SIn1, esto nos habla de que muy probablemente
esta proteina ha divergido mas rapidamente que las demads de su grupo
aunque sigan compartiendo un ancestro. Con la proteina EvgS de E. coli
pasa algo similar ya que LemA de P. syringac, estd més cercana a PhoR
que a EvgS que sf es de su grupo (Figura 13-I11).

Es importante resaltar que en el arbol realizado con esta familia de
proteinas, se observa una clara divisién entre las proteinas del grupo
III (Fig-13) y los demés grupos. Una de las caracteristicas mds sobresalientes
del grupo I es que casi todas las proteinas contienen fusionados tanto
el dominio conservado de las HPK como el de las RR (Figura 12-C), tal
es el caso de las protefnas de eucariotes SIn1 y Etr1 y las mayoria de las
otras proteinas de procariotes que se encuentran en este grupo. Una de
las explicaciones a esto puede ser que debido a que en la mayoria de los
sistemas de dos componentes, las proteinas HPK y RR se encuentran
codificadas en el mismo operon, al darse una duplicacién en alguna de
las dos protefnas, ocurra la fusién entre una proteina HPK y una RR,
este sistema ya fusionado tuvo que haberse formado antes de la
divergencia entre procariotes y eucariotes, por lo que las proteinas de
eucariotes fusionadas que se encuentran en este grupo (Figura 13-III),
tuvieron que haber sufrido la insercién de los intrones posterior a la
divergencia ya que ninguno de los organismos procariotes contienen
intrones. La teorfa de los intrones tardfos estd mds aceptada que la de
los intrones tempranos, no porque alguna de ellas se pueda descartar, si
no porque existen mas evidencias a favor de la primera que de la
segunda.

El cuarto grupo (Fig. 13-1V) contiene a las proteinas NarX de E. coli,
DegS de B. subtilis, ComP de B. subtilis, NarQ de E. coli, HydH de E. coli
UspT de E. coli y AgrB deS. aureus. Como en el grupo anterior, las
distancias que existen entre ellas son en general menores que con las
demds proteinas a excepcién de AgrB, la cual se encuentra més cercana
a proteinas fuera del grupo que a algunas de su grupo (Apéndice-4). Las
proteinas DegS y ComP de B. subtilis, pudieron haberse generado a
partir de una duplicacién, siendo asi proteinas paralogas.

Las proteinas NarQ y NarX son muy parecidas entre si, es muy probable
que estas hayan surgido por un evento de duplicacién reciente, ya que
incluso las dos proteifnas son capaces de transducir la sefial a la proteina
NarL. Que estas dos proteinas HPK sean funcionales para una misma
-proteina RR, quizéd nos pueda dar evidencia de como han ido surgiendo
los sistemas de dos componentes (Fig. 13-1V) (ver més adelante).
Finalmente, las proteinas UspT y HydH de E. coli, son més parecidas a
este grupo de proteinas, sin embargo, las distancias (Apéndice-4) con las
demds proteinas de la familia HPK no varfan demasiado, es decir que
estas proteinas no han divergido tanto como las demds de su grupo o
que acaban de surgir de algiin evento de duplicacién reciente.
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Lo que podemos decir en general del dominio de las proteinas HPK es
que se encuentra muy conservado ya que los intervalos de divergencia
que existe entre ellas no es muy grande, las proteinas mds alejadas
incluso comparten mds de un 40% de similitud, evidentemente estas
proteinas forman una gran familia de HPK.

Al igual que con las proteinas HPK, el anélisis con las RR se corroboré
con las distancias obtenidas por el programa PROTDIST (Apéndice-4).

En esta familia de proteinas fué identificado un grupo bien definido, el
cual contiene a las proteinas NtrC de R. capsulatus, R. leguminosarum,
Bradyrhizobium sp, P. vulgaris, R. meliloti y E. coli; HydG de K.
pneumoniae 'y S. typhimurium; PilR de P. aeruginosa; NtrX de A.
caulinodans; PgtA de S. typhimurium; DctD de R. meliloti y R.
leguminosarum; NodW de B. japonicum; Fix] de A. caulinodans, B.
japonicumy R. meliloti; SpoOF de B. subtilis y CheB de B. subtilis (Fig.
14-1).

Las protefnas Fix] son proteinas ortélogas; las relaciones evolutivas que
estas guardan entre sf son congruentes con los arboles obtenidos para
los genes ribosomales 16S (Apéndice-3). En los arboles realizados por el
programa PROTPARS (Fig-16), se observé que las proteinas Fix] estdn
mas relacionadas con la proteina NodW, sin embargo, mediante el
método de FITCH, aunque las proteinas se encuentran aparentemente
mas relacionadas con NodW, las distancias que existen son menores
con las proteinas DctD que con NodW (Apéndice-4), muy probablemente
esto quiera decir que la proteina NodW ha divergido mds rdpidamente
que las demads proteinas. Las proteinas DctD, en los arboles realizados
con el programa PROTPARS muestran que estdn mds relacionadas a
NtrX que a PgtA, al obtener las distancias entre estas proteinas,
efectivamente DctD se encuentra mds cerca a NtrX que a PgtA. Por otro
lado, es posible pensar que las proteinas DctD y PgtA comparten un
ancestro comin ya que estas proteinas estan encargadas de regular
sistemas de transporte. NtrX es una proteina mds parecida a DctD que a
NtrC, aunque con estas Gltimas compartan sistemas de regulacién
parecidos, ya que los dos estan involucrados en la asimilacién de
nitrégeno.

En este drbol se observé que las proteinas NtrC se encuentran claramente
separadas por las proteinas HydG y PilR. Sin embargo, existe una menor
distancia entre las proteinas NtrC que con cualquier otra proteina
(Apéndice-4). Por otro lado, las relaciones evolutivas que guardan estas
proteinas son congruentes con los arboles obtenidos con los genes
ribosomales 16S (Apéndice-3), ya que R. capsulatus, R. melioloti y
Bradyrhizobium sp; son proteobacterias que pertenecen a la subdivisién

o vy P.oulgaris, K.pneumoniae y E. coli son de la subdivisién 7y. Sin
embargo, las proteinas HydG al igual que PilR se encuentren mds cercanas
de las NtrC que de cualquier otra proteina y es por esto que se agruparon
ahi.
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Las proteinas de este primer grupo estan relacionadas con las HydG que
se encargan de la regulacién de las hidrogenasas. Estas proteinas
mantienen una alta similitud con NtrC y un alto grado de conservacién
en algunos aminodcidos al igual que con otras proteinas. De la proteina
PilR se sabe que participa en la regulacién de fimbrias. Esta proteina, al
igual que en las sensoras, se encuentran relacionadas con este primer
grupo sin compartir una funcién muy parecida. Estas proteinas ademads
de estar muy relacionadas en todos los arboles realizados, pertenecen a

la familia de activadores del factor c°%.

La proteina SpoOF de B. subtilis, se encuentra més cercana de las proteinas
de este grupo que de cualquier otra. SpoOF es mejor receptor que Spo0A
y que SpoOF que es el sustrato real de Sp2]. SpoOF es menos parecida a
Spo0OA que a otras proteinas.

La proteina CheB de B. subtilis, es mds parecida a SpoOF de B. subtilis,
luego a las proteinas CheY y por udltimo a las otras proteinas CheB. La
primera explicacién es que esta proteina, junto con SpoOf de B. subtillis
pueden provenir de un ancestro comun, y que divigieron en B. subtillis
después por un evento de duplicacién surgieron las dos proteinas, las
cuales divirgieron hasta responder a distintos estimulos. El que CheB
realice la misma funcién en B. subtillis que las demds CheB de otros
organismos es quizd un evento de convergencia funcional o transferencia
horizontal.

En un segundo grupo (Fig. 14-1), estéan las proteinas PfeR de P. aeruginosa;
ArcA de E. coli; Afsql de S. coelicolor; OmpRde P. aerugineum, Cyanidium
caldarium, S. typhimurium y E. coli; VirG de A. tumefaciens-5, A.
tumefaciens-6 y A. rhizogenes; CreB de E. coli; VanR de Enterococcus
faecium; BaeR de E. coli; PhoP B. subtilis, S. typhimurium y E. coli;
PhoB de R, meliloti, P. aeruginosa, y E. coli; BasR de E. coli, y KdpE de
E. coli. Este agrupamiento coincide con el agrupamiento por estructura,
ya que todas estas son proteinas de que contienen un dominio particular
de unién a DNA.

Las proteinas VirG se encuentran mds cercanas entre ellas que con
cualquier otra proteina, y todas ellas se parecen més a las proteinas de
este grupo que a las demds. Las proteinas PhoB se encuentran mas
cercanas entre ellas que con cualquier proteina, su distribucién en el
arbol es congruente con los drboles obtenidos con RNA ribosomal 165
(Apéndice-3), ya que PhoB de E. coli y P. aeruginosa se encuentran mds
cercanas y los dos organismos pertenecen al grupo de proteobacterias de

la subdivisién y. La de R.meliloti estd un poco mdés alejada, ya que
pertenece a la subdivisién o
Por otro lado las proteinas PhoP de S. typlhimuriumyE. coli estan muy

cercanas, ya que pertenecen a la misma subdivisién y de las
proteobacterias.
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Sin embargo, no todas las proteinas PhoP forman un grupo, ya que
PhoP’ de B. subtilis se encuentra mas alejada de las demds proteinas Pho
que de otras proteinas. La proteina BasR de E. coli estd muy relacionada
con las proteinas PholP’, estas se encuentran distribuidas de la misma
forma en todos los drboles realizados y comparten un ancestro.

La proteina KdpE de E. coli funciona como regulador del transporte de
potasio, y se encuentra muy relacionada con las proteinas PhoB, PhoP y
con CreB. La proteina CreB se encuentra muy relacionada con las proteinas
Pho y comparten un ancestro. Incluso realizan funciones involucradas
en la regulacién de fosfato. La proteina VanR de E. faecium regula la
expresién de un gene que da resistencia a antibidticos y la produccién
de D,D-carboxipeptidasa. EstdA muy relacionada con este grupo de proteinas
y en particular con las proteinas Pho.

Otras proteinas de este grupo son las OmpR, las de E. coli yS. typhimurium
se encuentran muy cercanas debido a que pertenecen a la misma

subdivisién y. Las otras OmpR son de plantas, por lo que se encuentran
mds alejadas y coinciden con los drboles obtenidos mediante los 16S
ribosomales (Apéndice-3). Estas se encuentran separadas por la proteina
BaeR de E. coli, de la cual no se conoce su funcién. En estas proteinas es
interesante saber como se pueden presentar proteinas OmpR tanto en
bacterias como en plantas. Uno de los caminos que esto pudo haber
seguido es que debido a que las proteinas OmpR de bacterias son muy
parecidas a las proteinas VirG, es muy probable que estas compartan
una proteina ancestral, la cual se fué especializando ya sea hacia VirG o
a OmpR. Posteriormente por un evento de transferencia horizontal la
proteina VirG de bacterias pasé hacia las plantas y una vez ahi se
diferencié nuevamente hacia OmpR, por un evento de reversién en la
funcién. Otra de las explicaciones es que se pudo haber dado un evento
de convergencia funcional entre las OmpR de bacterias y las de plantas.

Las protefnas de este grupo, guardan en general la misma relacién entre
ellas y comparten un ancestro en todos los drboles que se realizaron.

En el tercer grupo (Fig. 14-11]), encontramos a las proteinas SInl de S.
cereviciane; LemA de P. syringae; RcsB de E. coli; Etrl de A. thaliana;
RcsCde E. coli; EvgS de E. coli y alas CheY de S. typhimurium y E. coli.
Estas protefnas se encuentran agrupadas de la misma forma en todos
los drboles realizados, aunque en algunos de ellos la relacién entre las
proteinas es un poco promiscua, ya que en algunas ocasiones estas
proteinas se encuentran en distancia més cercanas a otras que con las
del grupo (Apéndice-4), sobre todo con proteinas del grupo IV como
CheB.

Por otro lado tenemos a la proteina SIn1 de S.cereviciae, esta proteina
no esta bien caracterizada, solo se sabe que mutantes en el gene son
letales.
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El dltimo grupo (Fig. 14-1V) no estd muy bien definido. En este se
encuentran las proteinas SpoOA de B. subtilis; CheB de S. typhimurium
y E. coli; BvgA de B. pertusis; NarL de E. coli; DegU de B. subtilis; estas
proteinas estan muy relacionadas con las del grupo tres, incluso en los
arboles realizados con el programa PROTPARS, el grupo tres y cuatro se
encuentran mezclados. Las proteinas mas alejadas de toda la familia
son las proteinas ComA de B. subtilisy AgrA de S. aureus.

Como se puede observar, en todos los drboles realizados se encontré
que estas proteinas mantienen de manera general las mismas relaciones,
sobre todo y mds evidentemente en el grupo uno, en donde se encuentran
todas aquellas proteinas que participan en el proceso simbidtico de
fijacién de nitrégeno. Las proteinas mdés alejadas de esta familia
mantienen un porcentaje de similitud del 50%. En estos &arboles, el
intervalo de variabilidad es mayor entre las proteinas RR que entre las
HPK, es por esto que el tamafio de las ramas son menores en este
altimo.

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

Las relaciones son més evidentes entre las proteinas de los grupos uno
de las HPK y de las RR, en las dos familias de proteinas ademads de estar
agrupadas de la misma forma, comparten historias evolutivas similares.
Por ejemplo, proteinas como Fix] y NodW comparten un ancestro en
comun al igual que las protefnas FixL y NodV. También se guarda la
misma relacién entre PgtA y DctD que entre PgtB y DctB. Todas estas a
su vez se encuentran relacionadas con las proteinas NtrB y NtrC
respectivamente.

Como se pudo observar en este grupo se encuentran una gran parte de
proteinas que participan en el proceso simbiético de fijacién de nitrégeno.
Muy probablemente esto nos hable de que originalmente exitian proteinas
encargadas de realizar estas funciones y mediante eventos de duplicacién
y mutacién estas se fueron especializando para responder a cada uno de
los estimulos que afectan la simbiosis, hasta formar distintos sistemas
capaces de sensar y responder a cada uno de los estimulos, esto comprueba
que las proteinas HPK y RR han compartido una historia evolutiva.

Los drboles realizados con todas las proteinas reguladoras y sensoras
localizadas en los bancos de datos nos permitieron saber que las proteinas
mantenian su relacién, y que esta no se veia afectada por el nimero de
proteinas, compardndolas con los 4rboles que solo contenfan aquellas
proteinas que forman sistemas de dos componentes.
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Evidentemente no podemos decir que la relacién evolutiva entre las
proteinas sea exactamente como la presentamos, ya que creemos que
todavia existen muchas proteinas del sistema de dos componentes las
cuales no se han encontrado y que pudieran cambiar de alguna manera
la topologia de los drboles aunque no la relacién general que hemos
observado de estas dos familias de proteinas.

Ahora con todos estos datos, es necesario proponer como han surgido y
como ha sido la historia evolutiva de las proteinas de dos componentes.
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5.4. Propuesta de evolucidén del sistema de dos componentes

Una de las vias evolutivas que pudieron haber seguido estas proteinas
se describe a continuacién (Fig. 17). Inicialmente, existié un sistema de
dos componentes HPK-RR capaz de sensar y responder a los cambios en
el ambiente, transduciendo la seiial de manera especifica. Al surgir un
evento de duplicacién en la proteina HPK, este puede fijarse o no en la
poblacién, si se fijase, el sistema cambia un poco, ya que ahora dos
proteinas HPK las cuales responden a la misma sefial son capaces de
transducirla a una sola proteina RR, como por ejemplo, en el sistema
NarQ y NarX que transducen la seital a NarL o en el de BvgC y BvgS
que la transducen a BvgA. Algtin tiempo después una de las dos proteinas
sensoras comienza a divergir, pero siguen manteniendo la comunicacién
con la misma proteina RR, como por ejemplo las proteinas CpxA y
ArcB que son proteinas muy diferentes las cuales transducen la sefial a
la misma proteina que en este caso es la proteina ArcA, y lo que se
observa en este caso es que ahora cada una de las proteinas HPK provoca
que la proteina RR regule la respuesta de manera diferente, ya sea
positiva o negativamente. Luego al darse una duplicacién de la proteina
RR solo una de las proteinas HPK es capaz de interaccionar con las dos
proteinas RR. Al darse la transduccién de la sefal la proteina HPK
interacciona preferencialmente con alguna de las dos proteinas RR,
como en el caso de Sp2] que envia la seiial a las protefnas SpoOA y a
SpoOF. A partir de este paso se pueden seguir dos caminos, el primero
es que la proteina HPK se especialice por una sola de las proteinas RR y
que de esta manera se forme el nuevo sistema, como en la mayoria de
los casos que se encontraron en el estudio. En el segundo camino,
puede ser que la proteina HPK establezca una interaccién eficaz con las
dos proteinas RR, siendo necesaria una mayor divergencia de la proteina
HPK para poder seguir interaccionando con las dos, tal es el caso de
CheA que es una proteina muy alejada e interacciona tanto con CheY
como con CheB, que son dos proteinas diferentes.

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

Segun este modelo, la duplicacién de un miembro de una de las familias
de protefnas podria fijar la duplicacién de su contraparte, esto esta
favorecido por la interaccién que llevan a cabo las proteinas,
principalmente en los médulos de comunicacién. Debido a que hemos
observado que los médulos de comunicacién comparten una historia
evolutiva en comuin, podemos decir que estos han evolucionado de
manera concertada.

Mediante este andlisis se pudo observar también que este sistema de
transmisién de seiales esta ampliamente distribuido principalmente en
las bacterias aunque también se ha encontrado en organismos eucariontes.
Y que ademds es un sistema muy antiguo ya que éste, era funcional
antes de que los organismos divirgieran (inclusive antes de la divergencia
de B. subtillis).
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6. CONCLUSIONES

-Como se pudo observar en todos los arboles realizados, tanto por el
programa FITCH como por el de PROTPARS, las proteinas mantienen
su relacién tanto en las proteinas HPK como en las RR. La historia de
las dos familias es comtn por lo que se trata de un evento de evolucién
concertada, el cual esta evidentemente favorecido por la interaccién de
los médulos de comunicacién que existe entre las dos familias.

-Los grupos I de las dos familias (HPK y RR), contienen una gran parte
de proteinas que participan en el proceso simbiético de fijacién de
nitrégeno, esto es muy interesante ya que en primera se eligi6 el sistema
de dos componentes para regular este proceso, que aunque no es vital,
si es muy importante; y en segundo lugar estas proteinas surgieron de
un ancestro en comtn del cual se han especializado los distintos sistemas
que ahora regulan el proceso simbiético.

-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. subtilis que divirgié de E. coli
desde hace aproximadamente mil millones de afios. Por otro lado este
sistema estd ampliamente distribuido ya que se ha encontrado en
organismos eucariotes como plantas y levaduras.

54



Falta pagina

e 59



Etrl

HydH

KdpD

Sp2J

LemA

NarQ, NarX

NifR2

Nodv

NtrB

NtrY

PfeS

99

Etrl

Evgs

FixJ

HydG

KApE

Spo0A, SpoF

LemA

NarL

NifR1

Nodw

NtrC

NtxX

PfeR

En

En

En

En

En

el

el

el

el

el

el

el

el

operon

operon

operon

£ixLJ

hydGH

kdpDE

gene lemA

operon

operon

operon

operon

narRL

nifr1,2

nodviW

ntrBC

En el operon ntrYX

Participa en la regulacién de la produccién
de etileno, teoricamente se cree que forman
un sistema de dos componentes

No se conoce

Participan en la capacidad de crecer de
manera anaerdbica, estimuladas por las
diferencias en la concentracién de oxigeno

Se encargan de regular la actividad de las
hidrogenasas

Participan en la regulacién del transporte
de potasio

Participan en el inicio de la esporulacién

Encargada de la regulacién de la infeccién en
plantas, en la preoduccién de proteasa
y syringomicina

Regulan la sintesis de enzimas envueltas

en la respiracién anaerébica y la fermentacién

Regula la expresién de genes requeridos
para la asimilacién de nitrégeno

Participan en el inicio de la nodulacién
y en el nimero de ndédulos, pero no tiene
influencia en el nimero de bacteroides

Regula la expresién de genes requeridos
para la asimilacién de nitrdégeno

Participan en la regulacién de la asimilacién
de nitrégeno

Participa en la expresién del receptor de
enterobactina férrica

10,36

D14008

67

54,71

21,28,57,70

29

11,18,59,62

32

25

49,50

55

LO07739



LS

PgtB

PhoQ

PhoR

Pils

RcsC

Slnl

Vans

Vira

PleC

VirkL

PgtA

PhoP

PhoB

PilR

RcsB,

Slnl

VanR

VirG

AlgB

AlgR

CopR

CutR

RcsC

En el operon phoQP

Escherichia coli En el operon phoRB

En el operon rcsBC

Streptomvces lividans

Activador positivo del sistema de transporte
inducible de fosfoglicerato. Regulacién del
transporte de fosfoglicerato.

Participan en la regulacién de la expresién
de los genes de virulencia y sobrevivencia
a macréfagos y en la activacién de los genes

de ATPasa

Participan en la activacién del regulon de
fosfato

Controla la expresién de fimbrias en

Bseudomonas_aeruginosa tipo 4.

Regulacién de la sintesis de la cépsula
Protefina hipotética

Regulan la expresién de vanX, necesario para
la resistencia a antibiéticos. También regulan

la produccién de D,D-carboxipeptidasa

Escenciales para la induccién de tumores y
para la transferencia del plé&smido Ti

Participa en la inhibicién de la actividad
de NifA en respuesta al oxfgeno

Tiene que ver con la sintesis de
aminopeptidasa, para la resistencia a fagos

Formacién de tumores

Regulador positivo de la biosintesis de
Alginato algD

Regulador positivo de la biosintesis de
Alginato algD

M21279

43

2,4,5,39,
40,61

212154

68

36,53

42,75

P30663

M91449

P07167

P23747

P26275

L0S176

X58793



8S

Apéndice 1 (d)
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Matriz de Dayhoff PAM250 (Mutaciones de Aminodcidos por cada 100 residuos de
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representan los reemplazos evolutivos conservados, los grupos estan formados en

base a las propiedades fisicoquimicas de los aminodcidos.



Apéndice 3. Arboles realizados con los genes ribosomales 165 donde se muestran las subdivisiones o, By Y (Young, J. P.
1992; Olsen, G. et al 1994).

Subdivisién Alfa (o)
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Nitrobacler winogradskyl
Azorhizobium caulinodans
Xanthobacler flavus
Beijerinckia indica

N
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e
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aeruginosa

Erwinia carolovora
Escherichia coli
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Haemophilus influenzae
Vibrio parahaemolyticus
Proteus vulgaris




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