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RESUMEN 

Las bacterias son capaces de moverse para acercarse a fuentes de alimento o se alejan de 

factores de estrés, a este proceso se le conoce como quimiotaxis. Dicho proceso se lleva a cabo 

por una maquinaria especializada formada por un conjunto de proteínas, una de estas es la 

proteína CheY. El papel de CheY en esta maquinaria consiste en transmitir la señal recibida por 

las proteínas receptoras hacia las proteínas que conforman el flagelo provocando un cambio en 

la dirección de su rotación. 

Esta proteína tiene un plegamiento conocido como Rossmann, está presente en una gran 

diversidad de bacterias, incluso pueden existir varias proteínas homólogas a CheY dentro de un 

mismo organismo. Gracias a los avances recientes en las tecnologías de secuenciación en la 

actualidad se cuenta con una enorme cantidad de secuencias homólogas a CheY. 

El Análisis Estadístico de Acoplamiento (SCA por sus siglas en inglés) es una técnica 

desarrollada recientemente que aprovecha la información contenida en un conjunto de 

secuencias homólogas para caracterizar las codependencias evolutivas en dicha familia de 

proteínas. A través de un alineamiento múltiple de secuencias homólogas es posible conocer 

cuáles son los residuos de aminoácidos que están evolucionando de manera conjunta, para ello 

se calcula una matriz de correlaciones entre las posibles parejas residuos de aminoácidos y 

posteriormente se buscan grupos de aminoácidos que tengan patrones semejantes de 

correlación. Cuando se observan dichos grupos en la estructura tridimensional de las proteínas 

estos forman redes conectadas físicamente y usualmente son residuos de gran importancia para 

la estructura y/o función de las proteínas. 

Al aplicar está técnica a distintos conjuntos de proteínas homólogas a CheY se encontraron dos 

grupos de aminoácidos, uno localizado mayormente en la región amino terminal de la proteína y 

que está involucrado en el proceso de plegamiento de la proteína y la unión a un ión de 

magnesio, y otro grupo en la región carboxilo terminal que está relacionado con la interacción 

física con las proteínas receptoras y efectoras en el proceso de quimiotaxis, mediante el cual se 

transmite la señal. 

Además cuando se aplicó la técnica en otras familias con la misma topología pero con funciones 

y secuencias distintas se encontró que los sitios con correlaciones significativas se encontraban 

en regiones equivalentes en el plegamiento. 
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1 Introducción 

La evolución molecular representa un laboratorio natural invaluable para probar y desarrollar 

nuestro entendimiento acerca de la relación entre la estructura, la dinámica y la función de las 

proteínas. De igual forma, nuestro entendimiento acerca del plegamiento y la función de las 

proteínas es clave para el análisis racional de las señales enviadas a través de la evolución de 

proteínas. 

Estudios clásicos mostraron que la secuencia de aminoácidos contiene toda la información 

necesaria para determinar el plegamiento y la función de la proteína [1]. Cuando se realizan 

Alineamientos Múltiples con las Secuencias de proteínas homólogas (MSA por sus siglas en 

inglés), y éstos son lo suficientemente extensos y diversos, pueden proporcionar información 

acerca de sitios importantes para la estructura y la función de las proteínas [2]. 

En los alineamientos múltiples hay sitios con conservación particularmente alta, esto es 

resultado de algún tipo de presión selectiva, dichos sitios pueden determinar ciertas 

características para la estabilidad (posiciones de anclaje, señales de inicio o término de hélices 

alfa y láminas beta), el plegamiento (núcleo de plegamiento, cambios de conformación) o la 

función (sitio activo, sitio de reconocimiento), o bien, contribuyen a varias características a la vez 

[3] aunque el papel de los sitios identificados aún no es claro. 

En principio la información contenida en los MSA puede ser mantenida por interacciones 

complejas entre posiciones de aminoácidos que no son necesariamente evidentes en modelos 

simples de conservación de secuencia que tratan cada sitio como si fueran estadísticamente 

independientes uno de otro. Para desarrollar un modelo físicamente más consistente con la 

conservación de secuencia, que tome en cuenta las interacciones cooperativas de los residuos, 

varios grupos han desarrollado nuevos algoritmos para capturar la evolución correlacionada de 

residuos a partir de MSA que muestran gran consistencia con datos experimentales [4]. 

CheY es una proteína citoplasmática bacteriana que posee un plegamiento Rossmann. Esta 

proteína ha sido estudiada experimentalmente con gran detalle y funciona como un regulador de 

respuesta activado por fosforilación que controla la quimiotaxis bacteriana. La estructura 

tridimensional de rayos X y de Resonancia Magnética Nuclear se encuentran disponibles [5-14]. 

También se ha hecho la caracterización termodinámica y cinética del estado de transición [15]. 

El análisis de la familia CheY haciendo uso de los algoritmos mencionados, en conjunto con 

información de plegamiento, estudios bioquímicos de unión y comunicación molecular son 

fundamentales para entender las relaciones entre la estructura y función. 
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2 Antecedentes 

2.1 CHEY 

CheY es una proteína implicada en la quimiotaxis, es una proteína relativamente pequeña. En 

Escherichia coli posee 129  aminoácidos y tiene un peso molecular de 14000 Daltons. CheY 

tiene un plegamiento Rossmann y es miembro de una gran familia de proteínas involucrada en 

la transducción de señales tanto en procariotas como en eucariotas, conocidos como 

reguladores de respuesta (RR) [16]. 

En la quimiotaxis una señal, producida por un estímulo químico, se transmite al flagelo de la 

bacteria a través de una cascada de señales. El estímulo es captado por un receptor que activa 

a CheA, que es una histidina quinasa. CheA fosforila a CheY en un residuo de aspartato 

conservado, la presencia de magnesio (Mg2+) es necesaria para la transferencia del grupo 

fosfato  [17]. El movimiento rotatorio del flagelo es por “default” contrario a las manecillas del 

reloj, y por la interacción de la proteína citoplasmática CheY con el interruptor FliM en la base 

del motor flagelar hay un cambio en la dirección de la rotación[18]. CheY en su forma no 

fosforilada puede interactuar con el interruptor flagelar y causar movimiento en dirección de las 

manecillas del reloj  [19], pero su actividad se incrementa por lo menos dos órdenes de 

magnitud por la fosforilación  [20]. 

CheY ha servido como proteína modelo para comprender la activación inducida por fosforilación 

de los RR [21-23].  Estudios genéticos, bioquímicos y estructurales en CheY han indicado que la 

fosforilación induce un cambio en la conformación, de la forma inactiva hacia la forma activa. Se 

cuenta con la estructura de CheY en su conformación activa  [11]  Asimismo, se ha reportado la 

estructura cristalográfica de CheY unida al dominio de reconocimiento de su quinasa, CheA  [24] 

y de CheY unida a los dominios de reconocimiento de otras dos proteínas con las que 

interactúa. En un mismo organismo pueden haber varios reguladores de respuesta que 

participan en diferentes vías de señalización, a pesar de que el mecanismo de activación es 

común a todos los RR, el entrecruzamiento de la señal entre proteínas de diferentes vías es 

minimizado mediante el uso de dominios específicos de reconocimiento  [25], [26]. En E. coli la 

proteína CheY es modificada por acetilaciones en 6 residuos de lisina localizados en la parte 

carboxilo terminal, el papel que desempeñan está relacionado con la unión a las proteínas con 

las que interactúa  [27].  

La ruta de plegamiento de CheY en E. coli ha sido estudiada [28] y ésta involucra un 

intermediario cinético. Con base en los resultados experimentales y la estructura de CheY, la 

proteína puede ser dividida en dos subdominios, que van de la hebra beta 1 al principio de la 

hebra beta 3 y de la hebra beta 3 hasta el carboxilo terminal (figura 1a). En el primer subdominio 

el empacamiento de la primera hélice alfa contra las hebras beta 1 y 2 parece ser el núcleo a 
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través del cual el resto de la proteína se pliega, el segundo subdominio es compacto pero no 

está estructurado en el estado de transición. CheY parece plegarse mediante un mecanismo de 

nucleación/condensación tal como se ha encontrado en otras proteínas con plegamiento distinto 

[15].  

 

2.2 PLEGAMIENTO ROSSMANN 

Como se mencionó al principio del apartado anterior CheY tiene plegamiento Rossmann, el cual 

es un motivo en la estructura de proteínas que comprende dos unidades beta-alfa-beta. La 

unidad beta-alfa-beta es una unidad muy importante de estructura súper-secundaria, con sus 

hebras paralelas y unidas por puentes de hidrógeno forma la base estructural de muchas 

proteínas. Con frecuencia varias unidades se combinan para formar una lámina beta de hebras 

paralelas. 

El plegamiento Rossmann crea un dominio característico beta-alfa-beta-alfa-beta y 

frecuentemente contiene un núcleo hidrofóbico entre la lámina beta y las hélices alfa. El 

plegamiento Rossmann ocurre en una gran variedad de proteínas pero fue descrito primero en 

una familia de deshidrogenasas con el dominio de unión a NAD(P) (figura 1b) [29]. 

Este plegamiento crea una cavidad adyacente al enlace que une las dos hebras no contiguas de 

la lámina beta. El asa larga formada entre dichas hebras tiende a formar un hueco para formar 

un sitio de unión. Para el caso particular de las deshidrogenasas la cavidad formada es el sitio 

de unión a NAD, en tanto que los grupos NH de la primera hélice alfa se encargan de estabilizar 

el grupo fosfato cuando el cofactor es NADP  [29]. 

Otras proteínas con plegamiento Rossmann, diferentes a las deshidrogenasas, unen cofactores 

en forma similar a la unión entre NAD y las deshidrogenasas. Estas proteínas crean sitios de 

unión con estructura secundaria y terciaria similar. Como ejemplo se puede mencionar al FMN 

(Flavin Mono-Nucleótido) en la Flavodoxina, y al FAD (Flavin Adenin Dinucleótido) en la enzima 

piruvato oxidasa [29]. 

Existen ciertas variaciones en la topología del plegamiento Rossmann. Por ejemplo en la 

Flavodoxina cinco hebras forman la lámina beta principal, en lugar de seis que es el caso en el 

dominio de unión a NAD(P) (figura1c). 
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   a) 

                         

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. a) Subdominios de la proteína CheY; en verde primer subdominio y en rojo segundo 

subdominio.  b) Plegamiento Rossmann con seis hebras paralelas en la lámina beta principal, 

presente en los dominios de unión a NAD(P). c Plegamiento Rossmann con cinco hebras 

paralelas en la lámina beta, las Flavodoxinas y la CheY son ejemplos. 

 

CheY, de forma similar a las Flavodoxinas, contiene cinco hebras en su lámina beta, aunque su 

secuencia y funciones no están relacionadas con las Flavodoxinas. Un alineamiento estructural 

de 184 átomos de la cadena principal de CheY de E. coli con la apoFlavodoxina de A. vinelandii 

tiene una desviación (r.m.s.d.) de sólo 1.62 Å, a pesar de que presenta sólo un 4 % de identidad 

de secuencia y 20% de similitud  [30]. 

2.3 EVOLUCIÓN:  FUNCIONES DIVERGENTES 

En contraste a muchos plegamientos proteicos, el plegamiento Rossmann es compartido por un 

gran número de superfamilias de proteínas. Según la clasificación de CATH  [31] el plegamiento 

Rossmann contiene 120 superfamilias que exhiben poca o ninguna similitud en la secuencia de 

aminoácidos y abarcan un amplio rango de proteínas no relacionadas con diferentes funciones 

b)                 c) 
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como unión a cofactores, catalasas, proteínas quimiotácticas, lipasas, esterasas, Flavodoxinas, 

entre otras. 

Dada la gran versatilidad funcional que existe dentro de las superfamilias es útil considerar las 

posibles rutas hacia nuevas funciones. Las nuevas funciones evolucionan con frecuencia a partir 

de una combinación de mecanismos, en especial a través de fusión de genes, duplicación de 

genes, acumulación de mutaciones y oligomerización  [32]. 

La fusión de genes o quimerismo es un fenómeno que involucra la combinación de múltiples 

secuencias ancestrales en una única proteína multi-dominio mediante la evolución. La 

duplicación de dominios ha sido extensiva a través de la evolución, esto es ilustrado en las 

familias de proteínas con plegamiento Rossmann. Como ejemplo se tiene al dominio CheY 

fusionado a diversos dominios de unión a DNA en los Reguladores de Respuesta (RR) de los 

sistemas de señalización de dos componentes  [33]. 

Existen proteínas con funciones bioquímicas muy diferentes pero que, a pesar de ello, tienen 

estructuras tridimensionales muy similares. Dichos casos indican que la estructura diverge 

mucho más lentamente que la función durante la evolución. Otros tres ejemplos, además de 

CheY,  de proteínas con diferentes funciones pero que comparten plegamiento Rossmann, y 

que además se cuenta con su estructura cristalográfica, son Spo0F de Bacillus subtilis, 

Flavodoxina de Azotobacter vinelandii y el dominio de unión a NADP de la shikimato 

deshidrogenasa de E. coli. 

Bacillus subtilis responde a la privación de nutrientes y a la alta densidad celular expresando un 

grupo de genes que transforman a la bacteria en una espora. La vía de señalización involucra 

varias quinasas, reguladores de respuesta, fosfatasas y fosfotransferasas que son responsables 

de integrar las señales externas para los genes de esporulación se activen solo cuando las 

condiciones ambientales lo requieran. Spo0F juega un papel central en la integración de dichas 

señales, Spo0F pertenece a la gran clase de proteínas reguladores de respuesta, los cuales 

participan en diversas vías de transducción de señales en bacterias, los reguladores de 

respuesta poseen un dominio Rossmann de alrededor de 120 residuos que es fosforilado en 

una reacción dependiente de magnesio. 

Las Flavodoxina de Azotobacter vinelandii tiene 179 residuos y es una proteína para 

transferencia de electrones, las Flavodoxinas contienen flavin mono nucleótido (FMN) y actúan 

como donadores de electrones para un gran número de enzimas rédox. La topología de esta 

proteína es similar a la de los reguladores de respuesta, con cinco hebras beta en la lámina 

central. 
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La shikimato deshidrogenasa (SDH) AroE participa en la vía de síntesis de aminoácidos 

aromáticos y  cataliza la reacción reversible dependiente de NADPH de 3-dehidroshikimato a 

shikimato. La molécula contiene 2 dominios, uno de ellos es el catalítico y el otro es el dominio 

de unión a NADP. En nuestro grupo se está explorando la generación de quimeras de proteínas 

homólogas de la shikimato deshidrogenasa donde se intercambien los dominios Rossmann de 

esta proteína. El análisis realizado con SCA ― un método estadístico que detecta los residuos 

que covarían en alineamientos múltiples de familias de proteínas homólogas [34] ― en la familia 

SDH detectó sitios con acoplamiento estadístico. Al comparar los sitios con acoplamiento del 

dominio Rossmann de la SDH con datos experimentales se encontró que están estrechamente 

relacionados con la actividad catalítica y la unión al cofactor.  

Es posible que al contrastar los sitios conservados y los sitios con acoplamiento estadístico 

entre familias con función y secuencia tan diferentes aunque con plegamientos similares se 

puedan revelar algunas pistas para comprender mejor los principios que dictan la estructura y la 

función en este plegamiento tan versátil y evolutivamente exitoso. 

 

3 Hipótesis 

Mediante el Análisis Estadístico de Acoplamiento en alineamientos de secuencias homólogas a 

CheY es posible encontrar sitios que han coevolucionado para mantener la estructura y función. 

 

4 Objetivos 

Realizar un análisis de la secuencia para identificar las posiciones con acoplamiento estadístico 

en la familia Chey e identificar posiciones relevantes para la estructura o la función en familias 

con plegamiento Rossmann. 

Objetivos particulares: 

• Realizar el Análisis Estadístico de Acoplamiento: 
o Recolección de secuencias homólogas a CheY, eliminar redundancia en las 

secuencias y realizar un alineamiento múltiple.  
o Calcular las correlaciones entre las secuencias del alineamiento 
o Medir la conservación por cada posición y el acoplamiento entre posiciones, 

encontrar los sitios con valores significativos de correlación. 
o Análisis espectral de la matriz SCA y definición de sectores, formar grupos de 

sitios que posean patrones de correlación semejantes. 
• Buscar relaciones entre los sitios identificados y la información experimental disponible:  

o Identificar los sitios involucrados en vía de plegamiento; en la unión al ión 
magnesio y la  fosforilación; en interacción con otras proteínas; mutaciones 
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puntuales que afectan la función; sitios involucrados en la acetilación; sitios 
Involucrados en el mecanismo de activación.  

• Identificar los sitios correlacionados en otras familias con plegamiento Rossmann y 
comparar la localización de los sitios con acoplamiento entre CheY y estas familias. 

• Observar lo que ocurre cuando se calculan correlaciones utilizando alineamientos con 
diferentes composiciones. 

• Identificar las correlaciones ente parejas de aminoácidos en la matriz de cuatro 
dimensiones de correlaciones.   

 
 
5 Metodología 

-Recolección de secuencias homólogas a CheY disponibles en bases de datos. 

Con la secuencia de CheY de E coli  se realizó una búsqueda de BLASTp  [35] contra la base 

de datos no redundante de proteínas, se modificaron los parámetros e-valor en 1e-3, el número 

máximo de secuencias objetivo de 20 000 y la matriz de pesos, Blosum 65. El mismo 

procedimiento se realizó para las otras familias de proteínas con plegamiento Rossmann, 

usando como pregunta la secuencia de Spo0F de Bacillus subtilis, Flavodoxina de Azotobacter 

vinelandii y el dominio de unión a dinucleótido de AroE de E. coli. Para recolectar secuencias de 

un solo dominio homólogas a CheY se buscó en la base de datos de NCBI las secuencias que 

en su anotación contaran con la palabra CheY, de este conjunto se tomaron las que tuvieran 

una longitud entre 100 y 140 aminoácidos. Para recolectar secuencias con evidencia de 

contexto genómico se tomaron las secuencias anotadas como CheY en la base de datos 

Genecont [36] que tienen alguna otra proteína involucrada en el proceso de quimiotaxis cercana 

en el genoma del organismo. 

-Eliminar redundancia.  

Con las secuencias recolectadas y alineadas se generaron bases de datos con las secuencias 

representativas del alineamiento original usando el programa CD-hit  [37]. Para hacer esto se 

utilizaron diferentes porcentaje de identidad (40%, 50%, 60%, 70%, 80% y 90%) como punto de 

corte. 

-Alineamiento múltiple. 

Debido a la gran cantidad de secuencias los alineamientos no se pueden realizar con programas 

convencionales, por ello para construir los alineamientos se utilizan como referencia los 

resultados de alineamientos pareados de la búsqueda hecha con BLAST. Cuando era posible 

debido a que el número de secuencias a alinear era pequeño (menor que 500) se utilizaron 

herramientas convencionales de alineamiento múltiple (MAFFT, CLUSTAL). 
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Al final se trabajó con 6 alineamientos distintos, tres de ellos con secuencias homólogas a CheY 

y los otros tres con secuencias homólogas a proteínas con topologías similares a CheY (Spo0F, 

Flavodovina y AroE).  El primero de los alineamientos está formado por homólogos a CheY 

encontrados con la herramienta BLASTp y con un punto de corte del 70% de identidad en el 

paso para eliminar la redundancia (llamado chy70). El segundo alineamiento con secuencias 

homólogas a CheY posee secuencias con una longitud entre 110 y 140 aminoácidos, y tiene 

punto de corte del 40% (llamado monochy). En el último de los alineamiento con homólogos de 

CheY las secuencias que lo conforman poseen evidencia de contexto genómico de participar en 

la quimiotaxis y tiene punto de corte del 90% (chygenecont). Los alineamientos con homólogos 

a Spo0F de Bacillus subtilis, Flavodoxina de Azotobacter vinelandii y al dominio Rossmann de 

AroE de E. coli, tienen puntos de corte de porcentaje de identidad del 70%, 80% y 70%, 

respectivamente. 

-Análisis de la diversidad del alineamiento. 

Un alineamiento es diverso si las secuencias que lo componen son diferentes entre sí, es decir 

hay poca redundancia. Usando Matlab y el paquete de funciones SCA40,  se realizó un Análisis 

de componentes principales de la matriz de identidad entre parejas de secuencias con el 

propósito de observar la diversidad del alineamiento. 

-Análisis Estadístico de Acoplamiento (SCA)  

Utilizando el algoritmo reportado en la versión de SCA 4.0 [4] [34]  se calculó la matriz SCA de 

correlaciones para cada alineamiento. El principio básico para definir la matriz de correlaciones 

es ponderar las correlaciones entre parejas de sitios por una función de las conservación de los 

sitios. 

 -Análisis espectral de la matriz SCA de correlaciones. Identificación de sectores y sitios con 

correlaciones significativas en familias con plegamiento Rossmann. 

Usando el paquete de funciones SCA 4.0 se realizó el análisis espectral, para poder distinguir 

las correlaciones significativas de las correlaciones generadas al azar debido al tamaño finito del 

alineamiento. Y también separar las correlaciones con significado funcional de las correlaciones 

con significado histórico [4]. El análisis espectral consiste en comparar los eigenvectores y 

eigenvalores de la matriz de correlaciones obtenido del alineamiento original contra el promedio 

de eigenvectores y eigenvalores de alineamientos obtenidos a partir del muestreo sin reemplazo 

de cada columna del alineamiento original. 

 -Análisis de clustering de la matriz de correlaciones limpia (donde se eliminan las correlaciones 

que son indistinguibles de las generadas por el azar) y reducida a los sitios con correlaciones 
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significativas (se consideran únicamente los sitios que tienen valores de correlación mayores a 

un punto de corte). 

Utilizando el programa Mev4 se realizó un análisis de clustering jerárquico utilizando correlación 

de Pearson sobre las matrices de correlación obtenidas del análisis de correlación. 

-Interpretación de datos obtenidos mediante: la comparación con datos experimentales 

disponibles en la literatura, el uso de herramientas bioinformáticas disponibles. 

 

6 Resultados y discusión 

6.1 ANÁLISIS ESTADÍSTICO DE ACOPLAMIENTO DE LA FAMILIA CHEY 

6.1.1 Recolección de secuencias, eliminar redundancia y alineamiento. 

Con la búsqueda de BLAST usando como consulta la secuencia de CheY de E. coli se 

obtuvieron 20,000 secuencias, que es el número máximo de secuencias que se pueden obtener 

en el servidor de NCBI, el e-valor más pequeño de las secuencias obtenidas fue de 1x10-6. 

Usando, CD-Hit que es un programa que genera una bases de datos sólo con las secuencias 

representativas removiendo secuencias redundantes, se obtuvo un conjunto de secuencias con 

identidad ente ellas inferior al 70%. Posteriormente se alinearon todas las secuencias de este 

conjunto para obtener un alineamiento múltiple para calcular las correlaciones entre los sitios de 

éste, a este alineamiento se le nombrará de aquí en adelante Chy70, este alineamiento tiene 

129 posiciones y cuenta con 7451 secuencias. 

Una estrategia útil para calcular las correlaciones es quitar del alineamiento los sitios  con una 

frecuencia de gaps mayor a un punto de corte determinado, en este caso fue del 20%, como 

resultado se obtiene un alineamiento con menos posiciones que el inicial, en este paso se 

eliminaron 23 posiciones quedando ahora sólo 106. En este caso la mayor parte de los sitios 

con alta frecuencia de gaps se encuentra en los extremos amino y carboxilo terminal, en 

consecuencia no será posible analizar las correlaciones de los sitios eliminados en este paso, 

los sitios eliminados fueron del 1 al 7, el 31,76,77 y del 117 al 129, la numeración es respecto a 

la secuencia de CheY de E. coli. 

6.1.2 Correlaciones entre las secuencias 

Con el alineamiento Chy70 se construyó una matriz de identidad entre parejas de secuencias 

con el objetivo de determinar el grado en que el alineamiento representa una muestra 

representativa del espacio de secuencias, idealmente no debería existir un grupo de secuencias 

correlacionadas entre sí, más bien todas ellas deberían ser igualmente distintas. 
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Figura 2. Correlaciones entre las secuencias. a) Histograma de la frecuencia de identidad por 

pares en la secuencia. b) Grafica de dispersión de los dos primeros componentes principales de 

la matriz de identidad por pares de secuencia. c)  Matriz de identidad ordenada por el primer 

componente principal. d) Matriz de identidad ordenada por el segundo componente principal. 

 

El histograma de arriba (figura 2a) presenta una distribución poco dispersa con una media 

alrededor del 30% y con valores que van del 10 al 50% de identidad, esto sugiere que la 

mayoría de las secuencias son igualmente distintas entre sí.  

Si el alineamiento tiende a una divergencia homogénea de las secuencias entonces éstas 

deberían aparecer uniformemente distribuidas en el espacio abarcado por los primeros 

componentes principales. Al observar los diagramas dispersión de los dos primeros 

componentes principales (figura 2b) parece ser el caso de que las secuencias están distribuidas 

de manera uniforme ya que no se observan grupos claros. La matriz de identidad de secuencias 

ordenada por el primer componente tiene una estructura jerárquica, la misma matriz ordenada 

por el segundo componente muestra aparentemente la formación de un grupo (figura 2c y 2d). 
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Con el objetivo de construir un alineamiento más homogéneo se intentó construir uno con 

secuencias más parecidas entre sí. Para ello en la búsqueda inicial de secuencias homólogas 

con BLASTp el valor de expectancia se disminuyó a 1e-10 y a 1e-15, en intentos 

independientes. Sin embargo la cantidad inicial de secuencias fue muy baja (menos de 100 

secuencias) y la distribución en los dos primeros componentes principales presentó grupos, así 

que se decidió trabajar con este primer alineamiento. 

 

6.1.3 Conservación por posiciones y correlaciones entre posiciones. 

En el Análisis de Acoplamiento Estadístico el grado de conservación de cada posición se mide 

con una cantidad llamada entropía relativa. En esencia esta medida captura la divergencia entre 

las frecuencias observadas en cada posición contra la frecuencia de fondo en la base de datos 

no redundante de proteínas [4]. En la figura 3 se muestran los valores de conservación en cada 

sitio del alineamiento, se pueden distinguir tres zonas de conservación al principio, al medio y al 

final del alineamiento, separadas entre sí por zonas menos conservadas. 

 

Figura 3. Grafica de barras indicando la Entropía relativa o conservación por sitio en el 

alineamiento. La numeración va de acuerdo a la secuencia CheY de E. coli. 

 

La matriz de correlaciones en su forma completa es un tensor de 4 dimensiones (posición X 

posición X aminoácido X aminoácido) donde cada elemento del tensor es un valor de 

correlación para un par de aminoácidos entre una pareja de sitios, para identificar los grupos de 

sitios correlacionados se requiere colapsar el tensor de cuatro dimensiones en un tensor de sólo 

dos dimensiones (posición X posición). Existen dos estrategias para lograr la reducción de 

dimensiones, la primera es calcular la raíz del valor cuadrado medio entre todos los pares de 

aminoácidos para un par de sitios produciendo la magnitud total de la correlación entre dos 

8 18 28 39 49 59 69 81 91 101 111
0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

3.5

4

Posición respecto a CheY de E. coliPosición respecto a CheY de E. coliPosición respecto a CheY de E. coliPosición respecto a CheY de E. coli

E
n
tr
o
p
ia
 r
el
at
iv
a

(c
o
n
se
rv
ac
ió
n
)



15 
 

sitios. La segunda estrategia para reducir las dimensiones viene de la observación de que con 

frecuencia la conservación global en un sitio se aproxima bien a una representación binaria del 

alineamiento donde sólo se considera el aminoácido más frecuente en cada posición del 

alineamiento (figura 4a). La validez de la aproximación es evidente cuando se observa la 

similitud entre la matriz SCA de correlación calculada con cualquiera de las dos estrategias 

(figura 4b). 

           

                                 c)   

Figura 4. a) Diagrama de dispersión de los valores de la conservación global calculada con el 

alineamiento completo contra los valores de conservación calculados con la aproximación 

binomial del alineamiento. b) Diagrama de dispersión de los valores de la matriz SCA de 

correlación, aproximación binaria contra no binaria. c) Matriz SCA de correlaciones, el orden de la 

matriz es igual que el orden del alineamiento.  
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En la matriz SCA hay posiciones que muestran correlaciones débiles con la mayor parte de las 

otras posiciones y correlaciones fuertes con otras pocas posiciones. También hay algunas 

posiciones que muestran correlaciones débiles con todos los demás sitios, éstos sitios 

corresponden a las zonas donde hay menor conservación (figura 4c). 

 

6.1.4 Análisis espectral de la matriz SCA y definición de sectores 

El análisis espectral de una matriz de correlación consiste en comparar los valores de dicha 

matriz de correlación obtenida con datos experimentales contra el promedio de los valores de 

matrices de correlación obtenidos con los datos aleatorizados, con el fin de distinguir cuáles son 

los valores que no se explican por el azar. El primer paso para realizar el análisis espectral 

consiste en hacer un análisis de componente principales de la matriz. Posteriormente se repite 

el análisis de la matriz SCA para alineamientos obtenidos después de revolver aleatoria e 

independientemente los aminoácidos de las columnas del alineamiento. Esta manipulación 

conserva las frecuencias de aminoácidos en cada posición pero remueve las correlaciones entre 

parejas de posiciones. De este modo se definen los componentes que pueden ser explicados 

simplemente por limitaciones en la muestra debido al tamaño finito del alineamiento. 

 

Figura 5. Eigenmodos de la matriz SCA. 1) Comparación entre el espectro de eigenvalores del 

alineamiento real (barras azules) y los ensayos al azar (línea roja). b), c) y d) comparación de las 

contribuciones del primer, segundo y tercer componente del alineamiento real (barras azules) 

contra las contribuciones del primer, segundo y tercer componente de los ensayos al azar (línea 

roja). 
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Basados en la figura anterior los eigenvalores de los tres primeros componentes no son 

explicables por limitaciones en el tamaño del alineamiento (figura 5a), por ello éstos 

componentes se eligen para identificar los grupos de sitios correlacionados o sectores. 

Los sectores están definidos por las contribuciones de cada sitio a los primeros componentes. 

Para determinar los puntos de corte se comparan los pesos de los componentes principales 

obtenidos del alineamiento real con los pesos de los componentes principales de los ensayos al 

azar (figura 5b, 5c y 5d). Basados en estos resultados los puntos de corte del segundo y tercer 

componente serían -0.05 a la izquierda y 0.1 a la derecha. Siguiendo la definición anterior el 

primer sector (sector azul) está compuesto por los sitos con valores inferiores a -0.05 y el 

segundo (sector rojo), por las posiciones con valores superiores a 0.1 a través del segundo 

componente (figura 6a). 

 

 

Figura 6. Sectores, en azul se muestra el primer sector y en rojo se muestra el segundo sector a) 

Gráfica de dispersión de la contribución de cada sitio en el segundo y tercer componente. b) 

Matriz limpia de SCA, sólo se muestran las posiciones identificadas en los sectores, reteniendo 

únicamente las contribuciones de cada posición al segundo y tercer componente, ordenada de 

acuerdo a la contribución de cada sitio en los sectores. c) Localización de los sectores en la 

gráfica de conservación de secuencia  y  d) en la estructura secundaria. 
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Sector Sitios 

sector azul 56, 59, 60, 63, 85, 98, 103, 104, 105, 106, 111, 115 

sector rojo 8, 9, 10, 11, 12, 13, 18, 25, 29, 33, 36, 39, 52, 73, 82, 87, 88 

Conservados 13, 57, 60, 61, 65, 109, 110 

 

Tabla 1. Sitios incluidos en los sectores de acuerdo a la numeración de la secuencia CheY de E. 

coli. Identificados a partir del alineamiento chy70. Y sitios con conservación mayor al 90%. 

 

Como está descrito por Halabi, Rivoire, Leibler, & Ranganathan, 2009, en el caso de secuencias 

homogéneamente distribuidas, el primer componente principal representa la correlación global 

entre todos los sitios de las secuencias, esta característica se explica simplemente por las 

relaciones filogenéticas entre las secuencias, por ello este vector no se considera para la 

identificación de sectores. El "ruido histórico" se elimina de la matriz de correlación cuando este 

primer componente es removido. En la matriz limpia de SCA se pueden apreciar los dos 

sectores, y que además son casi independientes uno de otro. 

A pesar de que los sectores no están relacionados de manera evidente con la conservación de 

los sitios cuando se ilustran en la estructura primaria se observa que la mayor parte del sector 

azul está localizada en la región carboxilo terminal, mientras que el sector rojo se encuentra 

principalmente en la zona amino terminal. El sector rojo incluye casi completamente la primera 

hebra beta (figura 6d). 

Al observar los sectores en la estructura tridimensional de CheY se aprecia que los sitos de 

cada sector están conectados físicamente. El sector azul (figura 7a) se localiza sólo en la región 

carboxilo terminal de la proteína, en esta parte de la proteína se encuentra también el sitio de 

reconocimiento de las proteínas con las que interactúa. El sector rojo (figura 7b) está ubicado en 

la región amino terminal de la proteína, en esta región también se encuentra la mayor parte de 

los residuos identificados como núcleo de plegamiento [15]. Ambos sectores rodean el residuo 

de ácido aspártico conservado que se fosforila para activar a la proteína. 
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a) b)  

Figura 7. Sectores en la estructura tridimensional. En esferas amarillas se muestran los residuos 

con una conservación mayor al 90%, en esferas verdes se muestra el residuo aspártico 57. a) 

Superficie del sector azul. b) Superficie del sector rojo. (La intensidad del color es proporcional a 

la contribución de ese sitio sobre el  segundo componente)  

 

Figura 8. Identificación de sectores, se muestra el diagrama de dispersión del segundo y tercer 

componente de la matriz de correlaciones SCA calculada con a) con aproximación binomial y b) 

sin aproximación binomial. En rojo y azul se muestran los sitios que conforman los sectores 

identificados utilizando la aproximación binomial. 
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6.1.5 Identificación de sectores sin aproximación binomial. 

Como se mencionó  la matriz SCA también se puede calcular utilizando la información para 

todos los aminoácidos por cada par de posiciones. La composición de los sectores no debería 

depender mucho de la forma en que se calcula la matriz SCA de correlación. Para mostrar esto 

se identifican los sectores con y sin la aproximación binomial. En este caso la identificación de 

sectores es consistente en usando cualquiera de las estrategias. 

 

6.2 SUBALINEAMIENTO CON 120 SITIOS E IDENTIFICACIÓN DE SECTORES 

 Una estrategia práctica para el Análisis de Acoplamiento es eliminar los sitios con una fracción 

de gaps mayor al 20%. En el alineamiento utilizado arriba el número de posiciones total fue de 

109 después de realizar este corte, mientras que el número total sitios en la secuencia de 

aminoácidos de CheY es de 129. La mayor parte de los sitios no incluidos en el análisis se 

localizan en la región amino terminal, carboxilo terminal y en algunas asas. Con el fin de incluir 

más posiciones en el análisis, del alineamiento anterior se eligieron sólo las secuencias con una 

longitud mayor o igual a 120 aminoácidos. El sub-alineamiento generado fue utilizado para 

identificar de nuevo sitios con acoplamiento, siguiendo el mismo procedimiento que en el caso 

anterior. El nuevo alineamiento (Chy70l120) ahora tiene 1109 secuencias y 120 posiciones. En 

la tabla siguiente se muestran las posiciones identificadas con correlaciones significativas 

Sector Sitios 

Sector  azul 52, 59, 69, 82, 86, 88, 94, 98, 104, 106, 111, 116, 119 

Sector rojo 11, 25, 29, 36, 38, 39, 41, 43, 60, 63, 64, 67, 72, 73, 81, 84, 85, 107 

 

Tabla 2. Posiciones en sectores identificados en subalineamiento chy70l120. 

 

Nuevamente uno de los sectores se localiza en la región carboxilo terminal y el otro en la amino 

terminal (Figura 9a). Se puede observar que una parte de los sitios identificados aquí son 

iguales que para el alineamiento anterior (59, 98,104, 106, 111 del sector azul; 11, 25, 29, 36, 

39, 73 del sector rojo), sin embargo algunos sitios cambiaron de sector (60, 63, 85 del azul al 

rojo; 52, 82, 88 del rojo al azul), además hay sitios que ahora no se identifican en los nuevos 

sectores (56, 103, 105, 115 antes estaban en el sector azul;  8, 9, 10, 12,13, 18, 33, 87 antes 

estaban en el sector rojo) y sitios que ahora sí se identifican y en el otro alineamiento aparecían 

(52, 69, 82, 86, 88, 94, 116, 119 ahora están en el sector azul;  38, 41, 43, 64, 67, 72, 81, 84, 

107 ahora están en el sector rojo). 
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        a)  

           b)        c)  

 

Figura 9. Sectores identificados en el sub-alineamiento Chy70l120, a) sitios mapeados en 

estructura primaria y secundaria, b) sitios mapeados en estructura tridimensional c) Matriz limpia y 

reducida SCA 

Las diferencias observadas se deben a la distinta composición de secuencias de los 

alineamientos utilizados y es difícil saber si los valores de correlación para dichos sitios tienen 

implicaciones funcionales, históricas o son correlaciones debidas únicamente al azar ya  que la 

mayoría de dichos sitios se encuentran cerca de los límites del nivel de detección del método 

utilizado, abajo del cual no es posible distinguir con confianza correlaciones verdaderas de las 

correlaciones creadas únicamente por el azar. Este punto se trata de analizar más adelante. 

Al aplicar el Análisis de Componentes Principales sobre la matriz SCA de arriba y realizar el 

análisis espectral su obtuvo que solo hasta el tercer componente principal no era explicado por 

el azar. De estos tres componentes el primero se eliminó para eliminar con él el ruido evolutivo. 

Esto nos dejó con 2 componentes sin embargo los sitios incluidos en sectores fueron definidos 

únicamente tomando en cuenta sus valores sobre el segundo componente principal por lo cual 

los sitios con valores significativos sobre el tercer componente principal no fueron considerados. 

Con el fin de incluir dichos sitios se calculó la magnitud de cada sito tomando en cuenta sus 

valores de correlación sobre el segundo y tercer componente principal y se eligieron únicamente 
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los sitios con una magnitud resultante mayor a un punto de corte, lo que también se puede 

interpretar como trazar un círculo alrededor del origen del diagrama de dispersión del segundo y 

tercer componente principal con un radio igual al punto de corte establecido (Figura 10b), los 

sitios que se encuentren por afuera del círculo son considerados como significativos. 

 

a) b)  

 

c) d)   

 

Figura 10. Componentes principales significativos definición de sectores a) usando valor en 

segundo componente principal b) trazando un circulo para considerar valor de sitios en ambos 

componentes principales. c) Matriz SCA del circulo y d)  matriz sca agrupada con clustering 

jerárquico. 
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Con los sitios elegidos se construyó la matriz SCA libre de ruido evolutivo y estadístico (Figura 

10c). Posteriormente la matriz reducida y limpia se analizó con métodos de clustering jerárquico, 

lo que permite encontrar conjuntos de sitios con patrones de correlación semejantes (Figura 

10d). En el análisis de clustering se identificaron dos grupos principales, que corresponden a los 

sectores definidos  con el alineamiento Chy70, en la tabla siguiente se en listan los sitios de los 

dos grupos, azul y rojo. Hay un subconjunto de sitos en cada grupo que también tienen valores 

significativos de correlación con el otro grupo, estos se enlistan también y se representan en 

morado (figura 11 y tabla 3).  Al observar la estructura de tres dimensiones de la proteína CheY 

con los sectores representados se observa que los aminoácidos del grupo rojo se encuentran 

desplazados hacia un lado, los del grupo azul hacia el lado opuesto y los de morado se 

encuentran en medio de ambos 

Grupo Sitios  

Azul 52, 59, 60, 63, 69, 82, 86, 88, 98, 104, 105, 106, 111, 115, 116, 119 

Rojo 8, 9, 10, 11, 12, 18, 25, 29, 36, 38, 39, 43,54,67,73,81,83,84,87,107 

Morado 8, 9, 10, 11, 12, 18, 52, 54, 60, 63, 69, 81, 82, 83, 84, 87, 88 

 

Tabla 3. Sitios que conforman los grupos identificados, combinando técnicas de clustering y de 

componentes principales. 

                               

Figura 11. Estructura terciaria de CheY y de los grupos identificados combinando métodos de 

clustering y componentes principales. Se muestra la superficie de cada grupo, en esferas verdes 

se muestra el residuo de aspártico 57. 
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6.3 RELACIÓN ENTRE LOS SITIOS IDENTIFICADOS Y LA INFORMACIÓN EXPERIMENTAL 

DE ESTRUCTURA Y FUNCIÓN. 

Existe gran cantidad de información experimental disponible en la literatura, relacionada con la 

función y estructura de CheY. Por ejemplo, podemos encontrar mutantes puntuales que 

producen una proteína constitutivamente activa o hacen que pierda la función, y otras que 

desestabilizan la estructura. En seguida se compara esta información con la información 

obtenida del análisis de acoplamiento estadístico para establecer relaciones entre los resultados 

de ambas estrategias, las comparaciones se realizan utilizando los sectores rojo y azul 

identificados con el alineamiento Chy70 a menos que se indique algo diferente. 

 

6.3.1 Sitios involucrados en vía de plegamiento. 

Para estudiar la ruta de plegamiento en CheY se realizó un estudio de valor Phi [15]. El análisis 

de valor Phi es un método experimental de ingeniería de proteínas usado para estudiar la 

estructura del estado de transición en la vía de plegamiento en proteínas pequeñas que se 

pliegan en una forma de dos estados. Típicamente una alta fracción de los residuos en una 

proteína son mutados uno por uno para identificar grupos de residuos que están bien ordenados 

en el estado de transición. Un valor phi de uno indica que en el estado de transición dicho sitio 

está bien ordenado, mientras que un valor phi cercano a cero indica que dicho aminoácido no se 

encuentra estructurado en el estado de transición. 

Las siguientes mutaciones puntuales tiene un valor Phi menor a 0.3: F14A, P61G, A74G, A99G, 

A101G, A113G, A114G de estas mutantes  ninguna de ellas se encuentra en los sitios con 

valores significativos de correlación. Las mutantes puntuales con  valores mayores a 0.3 y 

menores que 0.8 son: D12A, D13A, D57A. Dos de estos sitios se localizan en el sector rojo (D12 

y D13) mientras que el otro sitio se encuentra son una conservación mayor al 95% en el 

alineamiento chy70. 

Las mutantes, que usan como fondo  F14N, con valor de Phi menor o igual a 0.3 son G39A, 

V40T, I55V, D64A, I72V, G76A, V83T, A97G, A98G, A103G, V108T, T112A, T112G, I123V; de 

éstos solamente G39 se encuentra en el sector rojo, mientras que A98 y A103 se localizan en el 

sector azul. En el mismo estudio, las mutantes (que usan como  fondo F14N) con valores phi 

mayores que 0.3 son V10T, V11T, V33T, A36G, D38G, A42G, V54T. De estas mutantes los 

sitios D38, A42, V54 no están en ningún grupo de sitios correlacionados, todos las demás están 

en el grupo rojo. 

El grupo de aminoácidos con valores Phi mayores que 0.3 se localiza en la región amino 

terminal de la proteína y se propone como núcleo de plegamiento de CheY, alrededor del cual 
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se pliega la proteína y coincide ampliamente con la localización de los sitios correlacionados que 

pertenecen al sector rojo identificado en el alineamiento Chy70. En el sector rojo existe un 

elevado número de residuos que está implicado en el plegamiento de esta familia de proteínas, 

un poco menos de la mitad de los sitos del sector forma parte del núcleo de plegamiento de la 

proteína (figura 12a). 

6.3.2 Sitios involucrados en la unión al ión magnesio y la  fosforilación 

Estudios de resonancia magnética nuclear han mostrado desplazamientos químicos después de 

la unión al ión magnesio o después de la fosforilación en varias zonas de la proteína [6], [38]. 

Estas zonas coinciden con las zonas donde se observan cambios en la orientación cuando se 

observan las estructuras cristalográficas [11], [39]. 

Los residuos que cambian su orientación en la conformación sin magnesio respecto a la 

conformación inactiva con magnesio  [39], [40] son  D12, D13, F14 y D57 del sitio activo; los 

residuos que van de T87 hasta E92 que forman el asa beta 4 alfa 4 y el inicio del hélice alfa 4; 

K109 y P110 del asa beta 5 alfa 5; W58, N59 y 106. Los residuos D12, D13, D57 y N59 se 

encuentran coordinando al ión magnesio en CheY. Se ha mostrado que K109 rompe su puente 

salino con D57 cuando el magnesio se une a los residuos que lo coordinan y en su lugar K109 

forma un puente de hidrógeno con D12. En la forma sin magnesio apo-CheY, el oxígeno del 

grupo carbonilo de A88 está apuntando hacia el solvente, en tanto que la forma con el magnesio 

unido apunta hacia la dirección contraria formando un puente de hidrógeno con el grupo amida 

de K91. De los residuos mencionados D12, D13, T87 y A88 están presentes en el sector rojo, 

D57, K109 y P110 están altamente conservados, N59  está en el sector azul (figura 12b). 

Cuando se superponen las estructuras de CheY unida al ión magnesio sobre la estructura activa 

con BeF-3( trifluorido de berilio, un análogo del ión fosfato) de CheY [10] los cambios más 

grandes observados se localizan en el asa beta 4 alfa 4 y el asa beta 5 alfa 5. El loop beta 4 alfa 

4 adopta difetentes configuraciones en las estructuras inactivas de CheY. El cambio de la 

configuración inactiva a la activa involucra la formación de un puente de hidrógeno entre el 

grupo hidroxilo de T87 y el grupo BeF-3 en D57. La hebra beta 4 se desplaza y el anillo 

aromático de Y106 se entierra en la cavidad hidrofóbica entre la hélice alfa 4 y la hebra beta 5, 

formando un enlace de hidrógeno entre su grupo hidroxilo y el grupo carbonilo de la cadena 

lateral de E89. Finalmente K109 forma un puente salino con BeF-3, lo que sugiere que juega un 

papel importante en la nueva orientación del asa beta 5 alfa 5. Nuevamente T87 del sector rojo 

participa en los cambios de conformación después de la fosforilación. Y106 de la hebra beta 5 y 

F111 del asa beta5-alfa5  son los sitios encontrados del sector azul. Es notorio que a pesar de 

haber cambios significativos en la estructura del asa beta 4 alfa 4 no se haya detectado ningún 

sitio de ellos en alguno de los sectores. 
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6.3.3 Sitios involucrados en interacción con otras proteínas. 

En el proceso de quimiotaxis CheY de E. coli interactúa físicamente con tres proteínas, CheA, 

FliM y CheZ, en tres etapas diferentes del evento. CheA es una histidina quinasa que al recibir 

la señal de los receptores en la capa exterior de la célula forsforila a CheY. Después de la 

fosforilación la afinidad de CheY por FliM aumenta  [41], FliM es el interruptor del motor flagelar  

[42] y cuando interactúa con CheY provoca un cambio en la dirección de la rotación del flagelo. 

Por último, CheZ es una fosfatasa con afinidad a CheY-P [43], que cuando actúa regresa a 

CheY a su estado inactivo. 

Análisis mutagénicos [44] indican que los residuos  N23, K26, E27, F111, T112 y E117, 

localizados en la hélice alfa 1 y 5 participan en la unión a CheZ, de estos residuos únicamente 

F111 está incluido en el grupo azul, en el mismo trabajo se encontró que mutaciones en los 

residuos A88, A90 y E93 causan deficiencias en la quimiotaxis pero sin alterar la afinidad por 

CheZ, lo que sugiere que estos residuos participan en la actividad catalítica de CheZ y no en la 

afinidad. En un estudio posterior donde se utilizó Resonancia Magnética Nuclear (NMR) para 

encontrar los sitos con un elevado desplazamiento químico en CheY durante la interacción con 

el péptido carboxilo terminal de CheZ [45] K119 fue el único residuo de la hélice alfa 5 que 

mostró un desplazamiento químico elevado. Los residuos fuera de la hélice alfa 5 que también 

mostraron un desplazamiento químico elevado son Y106, V107, T87, A99, V86, M85, K91, A98, 

S104, V108, N94, I96, D57 y N59. De estos residuos V107, A99, V86, K91, V108 N94, I96 no 

están incluidos en ningún sector, el resto está incluido en el sector azul (figura 13a), menos T87 

(D57 no se considera porque está altamente conservado y K119 tampoco debido a que no está 

incluido en el alineamiento inicial). CheY activa es más afín a CheZ que cuando no está activa 

[46], cuando T87 se reorienta el asa beta 4 alfa 4 ofrece contactos adicionales donde más 

residuos del extremo amino de CheZ pueden interactuar. Esto apunta a que el sector azul está 

involucrado en el reconocimiento, la afinidad y la actividad de CheZ. 

La estructura cristalográfica de CheY activada con BeF-3,  en complejo con la región N-terminal 

de la proteína FliM  [11] revela que los primeros siete residuos del péptido de FliM se empacan 

en forma extendida en contra del asa  beta 4 alfa 4 y la hélice 4 de CheY, mientras que los 

residuos restantes forman dos vueltas de hélice y se empacan contra la cara alfa 4 beta 5 alfa 5, 

esta zona de interacción en CheY es la única que sufre cambios notables en seguida de la 

activación. Esta zona también es justo donde se localiza el sector azul que además conecta 

dicha superficie con el sitio de fosforilación. En un estudio de resonancia magnética nuclear  

[45], los residuos que mostraron un desplazamiento químico elevado después de la adición del 

péptido FliM fueron V107, K109, Y106, A99, M85, V86, D57, L116, V108, N121, T87, E118, Y21, 
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K91 y K126. Estos residuos están localizados en la hélice alfa 4 y 5 y en las hebras beta 4 y 5 

aunque sólo los residuos 87, 85 y 106 están en alguno de los dos sectores (figura 13b). Los 

residuos que se ven altamente afectados por la adición de cualquiera de los péptidos de FliM o 

CheZ son D57, M85, V86, T87, K91, A99, Y106, V107 y V108, nuevamente encontramos en 

sectores a los sitios 87, 85 y 106.  

Otros estudios de NMR [38], [47] enfocado en encontrar los sitios con desplazamiento químico 

elevado al agregrar el péptido de CheA con el que interactúa CheY mostraron que dichos sitios 

son 85, 88, 94, 96, 103, 105, 107, 122, 123 y 126, de los cuales únicamente los residuos 85, 

103, 105 pertenecen al sector azul y el residuo 88 al sector rojo. En el mismo trabajo [38] se 

menciona que la mutación A103V causa defectos en la quimiotaxis debido a que CheA se une 

con  menor afinidad (figura 13c). 

Solo algunos residuos incluidos en el sector azul y T87 del sector rojo participan en la 

interacción con las proteínas CheA, CheZ y FliM, se sabe que los reguladores de respuesta son 

un mecanismo recurrente en bacterias para la transmisión de señales, puede haber varios 

reguladores de respuesta expresados al mismo tiempo por ello requieren que no haya 

entrecruzamiento en la señal. Debido a que la mayoría de los sitios del sector azul se 

encuentran muy cercanos a los residuos en la superficie de interacción y forman una conexión 

física entre dicha superficie y el sito activo es muy probable que dicho sector esté involucrado en 

la transmisión de la señal una vez reconocidas las proteínas y los sitios encargados del 

reconocimiento específico lo formen otro conjunto independiente de residuos. 
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  a)    b)  

Figura 12. Sitios involucrados en a) el  núcleo de plegamiento (se muestra la superficie de 

residuos con valor phi superior a 0.3) b) la fosforilación y unión al ión magnesio (se muestra la 

superficie de  los sitios que tienen contactos con el fosfato o magnesio, o que cambian de 

conformación después de la fosforilación o la unión al ión magnesio ). Los sitios del sector azul y 

rojo se marcan con sus respectivos colores.. 

 a)             b)  

        c)  

Figura 13. Estructura de CheY unida a a) el péptido carboxilo terminal de CheZ, b) el péptido 

amino terminal de FliM y c) el dominio de unión HPTde CheA. En color azul y rojo se muestran los 

dos sectores identificados. Se muestra también la superficie de los residuos con alto 

desplazamiento químico después de la adición del respectivo péptido en estudios de RMN. 
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6.3.4 Mutaciones puntuales que afectan la función. 

La mutante puntual T87I y la doble mutante T87I/Y106W en CheY son fosforilables; sin embargo 

son incapaces de generar el cambio en la dirección de la rotación del flagelo, ambas mutantes 

provocan una disminucón en la afinidad de CheY fosforilada por CheZ y FliM [12]. La mutación 

T87I  que causa que Y106 adopte la conformación hacia afuera, lo que provoca un fenotipo de 

nado liso y elimina la quimiotaxis. El fenotipo de nado liso implica que el interruptor FliM no esté 

recibiendo la señal por parte de CheY. Tanto T87 como Y106 forman parte de los sectores pero 

pertenecen a diferentes grupos, sin embargo existe correlación entre T87 y varios residuos del 

sector azul. 

Mutaciones en I95 [48], [49] tienen efectos diversos sobre el cambio de dirección en la rotación 

del flagelo. I95 interactúa directamente con el interruptor FliM, cuando es mutado por alanina o 

valina aumenta su capacidad para causar el cambio en la dirección de la rotación del flagelo, 

pero cuando se muta por glicina o un residuo cargado o más grande  se elimina la capacidad 

para causar el cambio en la dirección de la rotación, debido a que estas mutaciones modifican 

su capacidad para interactuar con FliM o CheZ. Espacialmente, I95 se encuentra en contacto 

con el grupo azul aunque no está incluido en los sitios con correlaciones significativas y sin 

embargo tiene efectos considerables e inesperados en la función de CheY al ser mutado. 

Las mutantes puntuales CheYD13R, CheYD13K y CheYD13K/Y106W  [17], [50] son mutantes 

permanentemente activas, cuando se revisó su estructura tridimensional se observó una 

conformación similar a la estructura silvestre en su estado inactivo [8]. 

 

6.3.5 Sitios involucrados en la acetilación.  

Uno de los procesos por los cuales CheY de Escherichia coli se puede activar para cambiar la 

dirección en la rotación del flagelo es mediante la acetilación, ya sea auto catalizada o mediante 

la acetil co-A sintetasa  [51], [52], [53]. Se conocen 6 sitios de auto acetilación, éstos son: K91 y 

K92, que se encuentran en el asa beta alfa 4; K109, que tiene un porcentaje de conservación 

superior al 90%;  K119 que se localiza en el grupo azul (grupo del alineamiento chy2000l120, 

tabla 3) y por último K122 y K125 que están alineados con K119 en el alfa hélice 5. Varios de 

estos sitios de acetilación están involucrados con la unión a FliM, CheZ y CheA, además se 

encontró que la unión a dichas proteínas se ve reprimida cuando hay acetilación [27]. Los sitios 

con mayor nivel de acetilación son K122 seguido de K92, ninguno de ellos está incluido en un 

grupo de sitios correlacionados. Probablemente este mecanismo de regulación no esté sujeto a 

una gran presión de selección, se haya adquirido recientemente o simplemente esos sitios no se 
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encuentran en el alineamiento, y no sea posible detectar los sitios involucrados con la diversidad 

de secuencias de los alineamientos disponibles. 

Mutantes en K92 alteran las capacidades quimiotácticas de E. coli; cuando se muta por 

metionina reduce la tasa de movimiento al 66% de la del tipo silvestre, cuando se sustituye por 

glutamina la tasa de movimiento baja hasta el 42% respecto al tipo silvestre y cuando se 

sustituye por glutamato o aspartato no funciona la quimiotaxis [54]. Una vez más se encuentra 

un sitio que tiene efectos considerables en la función de CheY al ser mutado y sin embargo no 

fue detectado como significativo en el análisis de acoplamiento. 

 

6.3.6 Sitios Involucrados en el mecanismo de activación. 

La estructura de CheY después de la fosforilación sufre diversas modificaciones. El asa beta 4, 

alfa 4, que abarca de los residuos A88 hasta K91, tiene un movimiento considerable, ya que la 

desviación para la cadena principal es de 1.9Ȧ y considerando las cadenas laterales la RMSD 

es de 4.9 Ȧ respecto a la configuración inactiva del asa [10], [11], [22]. La cadena lateral de 

Y106 cambia de estar expuesta al solvente a estar enterrada en la cavidad formada bajo el asa 

beta 4 alfa 4; comúnmente se considera que la isomerización de Y106 modula la afinidad de 

CheY por FliM, aunque estudios mutacionales [55] interesantes muestran que Y106 no está 

involucrado en la unión a FliM, sin embargo es importante para su activación después de la 

unión. La cadena lateral de T87, K109 y la cadena principal de A88 forman puentes de 

hidrógeno con el grupo fosforilo D57. 

En un estudio previo de dinámica molecular se pretendió explorar el acoplamiento entre el 

cambio conformacional y la fosforilación en CheY  [56]. Los resultados apoyan un mecanismo de 

activación en el cual el asa beta 4 alfa 4 promueve el cambio en la conformación de Y106. Los 

puentes de hidrógeno del grupo fosforilo en D57 con T87 y la cadena principal de A88 

estabilizan la configuración activa del asa beta 4 alfa 4. Se encontró también que los residuos 

A90, I95 y V108 forman un portal para la entrada de Y106. Cuando el asa se va desplazando 

hacia la configuración activa A90 se quita del camino, entonces los residuos I95 y V108 forman 

interacciones hidrofóbicas entre ellos, luego cuando el asa se desplaza más los residuos  I95 y 

V108 dejan de interactuar para permitirle el paso a Y106, una vez que estos residuos permiten 

el paso de Y106 la transición ocurre rápidamente. El papel que juega K109 no fue evidente en 

las simulaciones pero se pudo observar que el puente de hidrógeno era más estable en la 

conformación activa y fosforilada, en los demás casos el puente se rompía con frecuencia, es 

posible que K109 participe en orientar al grupo fosfato en la conformación activa de la proteína, 

jugando un papel indirecto en el proceso de activación. Los únicos sitios que se encuentran en 
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sectores involucrados en el mecanismo de activación arriba descrito son T87y A88 del sector 

rojo y Y106 del sector azul. 

 

6.4 SITIOS CORRELACIONADOS EN OTRAS FAMILIAS CON PLEGAMIENTO ROSSMANN 

Hay familias de proteínas con plegamiento semejante al de CheY, como los dominios de unión a 

cofactor en las deshidrogenasas. A continuación se muestran los sitios correlacionados en estas 

familias con estructura similar pero con funciones distintas y se compara la localización de estos 

sitios respecto a la localización de los sitios correlacionados en la familia de CheY. 

Se eligieron tres proteínas y sus respectivas familias para realizar el análisis de SCA. Estas son 

Spo0F de Bacillus subtilis, un regulador de respuesta que participa en el proceso de 

esporulación; Flavodoxina de Azotobacter vinelandii, proteína que participa como donador de 

electrones en un número considerable de enzimas rédox y utiliza Flavin Mono Nucleótido como 

cofactor; por último la Shikimato Deshidrogenasa AroE de E. coli, enzima involucrada en la vía 

metabólica de síntesis de aminoácidos aromáticos. Se cuenta con la estructura cristalográfica de 

las tres proteínas [57], [58] y [59]. 

Al analizar y comparar la localización de los sitios con valores elevados de correlación en la 

estructura tridimensional de estas tres proteínas (figura 14), se observa que la mayor parte de 

los sitios con valores elevados de correlación se encuentran rodeando la zona correspondiente 

a región carboxilo terminal de la primera hebra beta del dominio Rossmann. En la proteína 

Spo0F (figura 14a) esta zona está muy cercana al sitio de fosforilación, mientras que en la 

Flavodoxina (figura 14b) y el dominio Rossmann de AroE (figura 14c) esta zona es el sitio de 

unión a cofactor. 

Otra zona donde también se comparte la localización de sitios con correlación significativa es en 

la cara formada por la hélice 4 y 5 y la hebra beta 5, en CheY. Dicha región corresponde al sitio 

de interacción con otras proteínas. En todos los casos este conjunto de sitios está conectado 

físicamente a los sitios que rodean los de unión a cofactor o fosforilación mencionados en el 

párrafo anterior. En CheY se propone que mediante estos sitios se propaga la señal, es muy 

probable que pase lo mismo con Spo0F y sería interesante saber cuál es el papel que 

desempeñan dichos residuos en la Flavodoxina y el dominio Rossmann de la Shikimato 

Deshidrogenasa 
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a) b)   c)  

Figura 14. estructura terciaria mostrando los sitios con acoplamiento estadístico significativo. a) 

Spo0F, b) Flavodoxina y c) dominio Rossmann de SDH En color verde se muestra el residuo de 

aspártico conservado en Spo0F y el cofactor en el caso de la Flavodoxina y la SDH. 

 

 a)           b)  

 c) d)  

Figura 15.Sitios con correlación sobre la lámina beta del dominio Rossmann. a) lamina beta 

central de CheY, b) lámina beta central de Spo0F, c) lámina beta de Flavodixina y d) lámina beta 

de dominio Rossmann de AroE. 
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6.4.1 Alineamiento Estructural Entre CheY de E. coli contra Spo0F de E.coli y Flavodoxina de A. 

vinelandii 

Asimismo en las cuatro estructuras se observan correlaciones significativas sobre los sitios de la 

lámina beta central del plegamiento Rossmann y dichos sitios están conectados espacialmente. 

(figura 15), sin embargo la localización de dichos sitios no es similar para las cuatro familias. En 

el caso de los dos reguladores de respuesta se aprecia que algunos de de los sitios de la lámina 

beta con acoplamiento están en la región que corresponde al núcleo de plegamiento en CheY 

en la hebra beta 1 y 2 (figura 15a y 15b), lo que sugiere que el núcleo de plegamiento está 

conservado entre estos reguladores de respuesta [60], así como sitios en la parte superior de 

las hebras beta 3 y 4 (que conectan el sitio activo con la cara que forman la hélice 4 y 5 y la 

hebra beta 5). En el caso de la Flavodoxina los residuos identificados sobre la lámina beta se 

concentran en la hebra beta 1 y la hebra beta 3 (figura 15c). Un estudio previo [30] encontró que 

la ruta de plegamiento para esta proteína es distinta a la ruta que sigue CheY  y aquí al observar 

la hebra beta 2 de la Flavodoxina no encontramos conservación de los sitios con correlación 

respecto a CheY y Spo0F. Para el caso del dominio Rossmann de la Shikimato deshidrogenasa 

se aprecian más diferencias, casi todos los sitios significativos en la lámina beta se encuentran 

en las hebras beta 4, 5 y 6 (figura 15d) . 

En la sección de arriba sólo se compara a grandes rasgos la localización de los sitos 

correlacionados entre las diferentes familias de proteínas con plegamiento Rossmann, pero es 

pertinente realizar una comparación más fina para mapear los sitios con valores significativos de 

correlación entre las diferentes familias. 

Cuando se alinea la estructura tridimensional y la estructura secundaria de CheY contra la de 

Spo0F (figura 16a) se encuentra una gran cantidad de coincidencias en cuanto a la localización 

de los sitios con valores significativos de correlación. Esto es de esperarse debido a que ambas 

proteínas forman parte de los reguladores de respuesta de dos componentes, incluso es posible 

realizar un alineamiento confiable a nivel de secuencia entre los representantes de ambas 

familias, en donde se obtiene que la identidad entre esta pareja de secuencias es del 26% y la 

similitud es del 52%.  

El alineamiento entre la Flavodoxina y CheY (figura 16b) es más interesante debido a que estas 

proteínas presentan un bajo porcentaje de identidad y similitud, 5% y 20% respectivamente, sin 

embargo la topología general es la misma. No existe una correspondencia uno a uno entre sitios 

de las dos proteínas debido a que la longitud de la Flavodoxina es mayor, sin embargo es 

posible hacer una descripción general tomando como referencia la estructura secundaria y 

terciaria. Las zonas que presentan sitios correlacionados en común entre CheY y Flavodoxina 

son: la hebra beta 1, zona donde se localiza el núcleo de plegamiento de CheY . El asa beta 1 
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alfa 1 cercano al sitio de fosforilación o unión a cofactor en CheY y Flavodoxina 

respectivamente, los sitios en la zona carboxilo terminal de la hebra beta 4 y el asa beta 5 alfa 5. 

Hay que notar el núcleo estable en la Flavodoxina se localizó en la región carboxilo terminal de 

la proteína , mientras que en CheY este núcleo estable está en la zona amino terminal [61].  

El dominio Rossmann de AroE presenta una hélice alfa y una hoja beta más que el dominio 

Rossmann de las proteínas anteriores, por ello no es posible alinear su estructura con certeza 

contra CheY (figura 16b). La única zona donde se aprecia algo de conservación de sitios 

correlacionados alineando su estructura tridimensional es en la mitad de la parte superior de la 

lámina beta,  donde hay un conjunto de sitios correlacionados, justo en la zona que corresponde 

al sitio de unión a NADH y que en CheY equivale al sitio de fosforilación, como se mencionó . 

       a) b)                          

            c)  

Figura 16. Alineamiento estructura terciaria entre CheY de E. coli (en color rosa) y a) Spo0F de B. 

subtilis (en color azul) RMSD b) Flavodoxina de A. vinelandii (en color azul) RMSD y c) el dominio 

Rossmann de AroE de E. coli RMSD (en color azul).Los sitios acoplados se remarcan en colores 

oscuros. 
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6.5 CORRELACIONES UTILIZANDO ALINEAMIENTOS CON DIFERENTES COMPOSICIONES 

La cantidad de secuencias reportadas homólogas a CheY es muy grande y hasta el momento 

ha sido difícil encontrar secuencias distribuidas de forma más homogénea. En un intento por 

encontrar un alineamiento con una distribución más homogénea se recolectó de la base de 

datos de proteínas no redundantes de NCBI las secuencias de todas las proteínas que en su 

nombre contuvieran la palabra "CheY". El conjunto inicial de secuencias fue de 277,256 

secuencias, de esas secuencias sólo se eligieron las que tuvieran en tamaño entre 100 y 140 

residuos de aminoácidos, para quedarse únicamente con Reguladores de Respuesta de un solo 

dominio [62], este filtro redujo drásticamente el número de secuencias a tan solo 7780. 

Posteriormente se alinearon las secuencias con respecto a CheY de E. coli y se quitaron las 

secuencias con identidad entre ellas mayor al 40%. El conjunto final contenía 528 secuencias, 

con 23% de promedio de identidad entre parejas de secuencias (figura 17a).  

 

 

Figura 17. Estructura del alineamiento con Reguladores de Respuesta de un solo dominio. Se 

observa una distribución uniforme tanto en a) el histograma de identidad entre parejas de 

secuencias, b) en el diagrama de dispersión de los 2 primeros componentes principales de la 

matriz de identidad entre parejas de secuencias y c) en la matriz de identidad entre parejas de 

secuencias. 

El conjunto de secuencias tiene una distribución mucho más uniforme que en los alineamientos 

anteriores según se puede apreciar en la en matriz de identidad entre parejas de secuencias y el 

diagrama de dispersión de los primeros dos componentes principales de dicha matriz (figura 17b 

y 17c). 

Al identificar sectores se encontró que en el sector rojo una parte coincide con los residuos 

identificados como núcleo de plegamiento, y otro conjunto de sitios localizados en el mismo 

sector (los residuos F8, L9, V33, G52, F53 y P82) conectan la base de la lámina beta de la 

hebra 1 a la 4, y  el residuo L25 de la hélice alfa se conecta con L116 del hélice alfa 5 (figura 
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19a). En el sector azul se observan residuos que rodean el sito de unión al ión magnesio. En 

este caso lo residuos involucrados en la transmisión de la señal y el reconocimiento de 

proteínas no fueron detectados. 

 

Tabla 4 Composición de los sectores identificados utilizando alineamiento que contiene proteínas 

de un solo dominio y secuencias homólogas a CheY  

 

 

Figura 18. Estructura del alineamiento de CheY bona fide a) se puede observar en el histograma, 

b) el diagrama de dispersión de los primeros dos componentes principales y c) la matriz de 

identidad de secuencias que se trata de un alineamiento con dos grupos divergentes. 

En la quimiotaxis CheY interactúa con otras proteínas. En las bacterias usualmente las 

proteínas que están involucradas en el mismo proceso suelen estar cercanas en el genoma. 

Con el mismo objetivo de encontrar un alineamiento homogéneo se buscaron secuencias 

homólogas a CheY donde existiera evidencia en el contexto genómico de que se tratara de una 

CheY auténtica, es decir, involucrada en la quimiotaxis. En la base de datos GeConT [36] se 

recolectaron las secuencias homólogas a CheY que además estuvieran cerca de alguna otra 

proteína involucrada en la quimiotaxis. Luego se filtraron las secuencias con una identidad 

mayor al 90%. El alineamiento resultante está claramente estructurado, al parecer hay 2 grupos 

divergentes separados por el segundo componente principal (figura 18b). El porcentaje de 

identidad promedio entre parejas de secuencias en este alineamiento es del 33%, mayor que en 

el alineamiento anterior. En este caso los residuos identificados también fueron diferentes que 

en el caso anterior. Los residuos de uno de los sectores identificados (sector azul) aquí están 

localizados en la cara de reconocimiento de las proteínas de interacción e incluyen a muchos de 
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los elementos que cambian de configuración después del proceso de activación entre ellos T87, 

Y106, los residuos 89, 90 y 91 del asa beta 4 alfa 4 (figura 19b). Sliversmith reportó que el 

residuo 89 juega un papel muy importante en la rápida tasa de defosforilación en CheY de E. 

coli [63].  Los residuos W58 y N59, que conectan físicamente la cara de reconocimiento con el 

sito de fosforilación también se identificaron. Los residuos T16, I20, L24, L116 de este sector 

conectan la hélice alfa 1 con la hélice alfa 5, análisis mutagénicos previos [44] habían 

identificado sitios involucrados en la interacción de CheY con CheZ en estas dos hélices, a 

pesar de ello ninguno de los sitios identificados en ese  estudio coincide con estos. 

Los residuos del otro sector (sector rojo) están rodeando el sitio de fosforilación y el de 

coordinación del ión magnesio (sector rojo, figura 19b) pero ahora no se encuentran sitios sobre 

la lámina beta, diferente a los casos anteriores. Durante la identificación de sectores se detectó 

otro, aunque éste no tiene relación evidente con la información experimental disponible, es muy 

probable que este grupo se forme debido a lo estructurado del alineamiento pero no se puede 

excluir la posibilidad de que sea algo no reportado [4]. 

               

 

 a)         b)  

Figura 19. Sectores identificados utilizando alineamientos con distintos tipos de información. a) 

Sectores identificados con el alineamiento de reguladores de respuesta de un solo dominio 

porcentaje de identidad promedio de 22% , en rojo se muestran los sitios involucrados con la 

estructura y la base de la lámina beta b) Sectores identificados con el alineamiento de CheY, con 

evidencia de contexto genómico, en azul se muestran los sitios involucrados en el reconocimiento, 

interacción y el mecanismo de activación. En rojo se muestran los sitios que rodean el sitio de 

fosforilación y coordinación del ión magnesio.  
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Sector Sitios 

Sector  azul 16, 20, 24, 43, 46, 51, 58, 59, 68, 73, 82, 87, 89, 90, 91, 106, 116, 

Sector rojo 12, 13, 17, 18, 36, 39, 57, 60, 65, 109, 110, 111 

 

Tabla 5. Composición de sectores utilizando alineamiento con proteínas ortólogas a CheY 

Al utilizar un alineamiento donde las secuencias involucradas tienen la misma función, los 

sectores identificados contienen sitios implicados en la función de la proteína (transmisión de la 

señal e interacción con otras proteínas). Cuando se utiliza un alineamiento con secuencias que 

participan en procesos diferentes pero que tienen la misma estructura, entonces al identificar 

sectores se detectan sitios involucrados con el plegamiento y la estructura. Es atractivo observar 

que al cambiar la composición del alineamiento cambia también la composición de los sectores 

en esta forma. 

 

6.6 CORRELACIONES ENTRE PAREJAS DE AMINOACIDOS EN EL TENSOR 4-D SCA 

Al realizar el análisis de acoplamiento estadístico se calculan las correlaciones entre las 400 

posibles parejas de aminoácidos para cada una de las posibles parejas de sitios del 

alineamiento, esta información está contenida en una matriz de 4 dimensiones  (N sitios x  N 

sitios x 20 aminoácidos x 20 aminoácidos) a partir de la cual es posible extraer la composición 

de aminoácidos de los sectores. Una forma práctica de representar este tipo de información es 

utilizando redes. A continuación se presenta una figura en donde cada nodo representa un 

aminoácido en un sitio en particular (representado con el código de una letra y el sitio en la 

secuencia de E. coli) y cada arista une dicho nodo con los demás aminoácidos del sector con 

los que está más correlacionado (figura 20). En ambas redes hay ciertos aminoácidos que 

poseen únicamente una conexión con algún aminoácido en particular de otro sitio, esto se 

podría interpretar de dos formas, la primera es que sea un caso particular del alineamiento 

donde existe un grupo filogenéticamente relacionado que causa dicha observación y la otra es 

que cierto aminoácido en un sitio en particular prefiere estar con únicamente con esa pareja 

debido a razones funcionales o estructurales. 
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a)         

b)                     

Figura 20. Grafo representando correlaciones entre los aminoácidos de los sectores. a) Sector 

azul b) sector rojo. Las letras en los nodos representan el aminoácido y su posición en el 

alineamiento inicial, su radio es proporcional al número de nodos con que se conecta. Una arista 

indica que hay correlación, el grosor de la arista es proporcional al valor de correlación.  
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A partir de dicha información sería posible reconstruir secuencias silvestres de los sitios 

correspondientes a los sectores y sería muy interesante proponer nuevas secuencias no vistas 

en la naturaleza.  

 

7 Conclusiones 

Se obtuvo un alineamiento con más de 7000 secuencias homólogas a CheY de E. Coli. A partir 

del alineamiento se calculó la matriz SCA de correlaciones entre sitios. Con la matriz de 

correlaciones se identificaron dos grupos de sitios (sectores) que evolucionan de manera casi-

independiente. Uno de los sectores coincide con el sitio de reconocimiento de otras proteínas, 

en el otro de los grupos se encuentra el núcleo de plegamiento. En la interfaz entre ambos 

grupos están casi todos los sitios con más del noventa por ciento de conservación, entre ellos el 

residuo de aspártico que se fosforila. 

En el sub-alineamiento obtenido a partir del alineamiento original se pudo extender la 

identificación de sitios correlacionados hasta la región amino y carboxilo terminal de la proteína. 

La mayoría de los sitios identificados en el alineamiento original se identificaron en el nuevo 

alineamiento, también hubieron sitios que no se volvieron a identificar y nuevos sitios 

identificados. Estas diferencias se originan por la nueva composición del alineamiento y es difícil 

determinar si las causas son funcionales o históricas. 

Se relacionaron residuos identificados experimentalmente como importantes para la estructura, 

la función o ambas con los sitios identificados con el Análisis Estadístico de Acoplamiento. Uno 

de los grupos está implicado de forma evidente con la estructura, ya que presenta valores phi 

elevados, indicio de estar estructurados en el estado de transición durante la ruta de 

plegamiento. El otro grupo está implicado en la interacción específica con otras proteínas y la 

transmisión de la señal. La interfaz entre ambos grupos se encuentra rodeando al sitio de 

fosforilación D57 y conforman también el sitio de unión a magnesio.  

Se lograron identificar sitios correlacionados en tres familias de proteínas con plegamiento 

semejante a CheY. Gran parte de estos sitios se localizan de manera burda en regiones 

equivalentes. La familia Spo0F que también es un regulador de respuesta es la que más se 

parece en la composición de sitios correlacionados, después se encuentra la familia de 

Flavodoxinas y por último se encuentra el dominio Rossmann de unión a dinucleótido. 

En el alineamiento estructural, CheY y Spo0F comparten la localización de la mayoría de los 

sitios correlacionados. En el alineamiento de CheY con Flavodoxina a pesar de que no exista 

una correspondencia uno a uno entre los sitios de ambas proteínas es posible observar cierta 

conservación usando criterios más generales como la estructura secundaria. En las tres familias 
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la zona superior de la lámina beta, que corresponde a los sitos alrededor del sitio de 

fosforilación o unión al cofactor, contiene gran cantidad de sitios con valores significativos de 

correlación. En la cara que forma la hélice alfa 4  y 5 y la hebra beta 5 también se encuentran 

muchos sitos con valores significativos de correlación en todas las familias analizadas. 

Al realizar SCA en un alineamiento con secuencias mono-dominio, alejadas evolutivamente 

entre sí, se identifican sitios importantes para la estructura y la estabilidad, al hacer el mismo 

análisis de acoplamiento usando secuencias donde se tiene evidencia que cumplen funciones 

semejantes se identifican sitios involucrados en la función y el mecanismo de activación. 

 Por último, una vez que se han identificado los sitios con valores significativos de correlación, 

es posible regresarse a la matriz de correlación e identificar cuáles son las parejas de 

aminoácidos que están correlacionadas, con esta estrategia es posible conocer cuáles son las 

combinaciones de aminoácidos que han sido exitosas y permite proponer nuevas 

combinaciones posibles aun no exploradas en la naturaleza.  

 
8 Perspectivas 

8.1 LOS RESIDUOS M60 y M63 TIENEN VALORES DE CORRELACIÓN SIGNIFICATIVOS 

PERO HAN SIDO POCO ESTUDIADOS. 

En los 3 alineamientos de secuencias homólogas a CheY analizados, los residuos M60 y M63 

siempre han resultado estar entre los sitios con los valores de correlación más elevados, sin 

embargo existe poca información acerca de la función de dichos residuos en CheY, estos sitos 

se localizan en el asa beta 3 alfa 3 cerca del sito de fosforilación y el de unión al ión magnesio. 

Estudios experimentales podrían contribuir a conocer más acerca del papel de dichos sitos en 

los reguladores de respuesta. 

 

8.2 ANALISIS SCA EN ALINEAMIENTO CONCATENADO 

CheY interactúa físicamente con CheA, FliM y CheZ, encontrar cuáles son los determinantes de 

dichas interacciones mediante análisis de correlaciones ha sido objeto de estudio de algunos 

grupos [64]. Sería interesante hacer un análisis de SCA utilizando un alineamiento 

concatenando parejas de secuencias de distintas proteínas que interactúan para tratar de 

identificar sitios importantes para el reconocimiento y especificidad, y comparar los resultados 

con estudios previos  [65], [66], o realizar nuevos estudios. Recordando que no siempre los 

residuos importantes son sólo los que están en contacto directo según las estructuras 

cristalográficas [67] y también que no siempre el modo de reconociemiento está conservado 

entre proteínas de señalización  [68]. 
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8.3 DISEÑO DE SECUENCIAS CON FUCIÓN CHEY  

Un área interesante que se ha abordado con éxito usando SCA es el diseño secuencias no 

reportadas en la naturaleza que recuperan la estructura y función de secuencias silvestres  [69], 

[70]. A partir del análisis realizado en esta familia sería posible también diseñar nuevas 

secuencias y observar si se recupera la estructura y la función. Se sabe que la función de esta 

proteína en la célula depende completamente de la interacción específica con otro conjunto 

definido de proteínas, por lo cual sería pertinente considerar también las interacciones con las 

otras proteínas durante el diseño. 

 

8.4 INTERCAMBIO DE FUNCIONES ENTRE PROTEINAS CON TOPOLOGÍA SIMILAR 

Como se observó en los análisis de SCA realizados en proteínas con plegamiento Rossmann 

todos ellos presentan sitios con valores significativos de correlación en la zona de asas que 

unen el extremo carboxilo de las hebras beta con el extremo amino de las hélices alfa (que 

corresponde al sitio de fosforilación o de unión al cofactor) y en la superficie que forma la última 

hebra beta y las dos hélices alfa que la rodean. Se propone que sería posible intercambiar 

funciones entre proteínas si se conserva la zona identificada como importante para la estabilidad 

en el plegamiento Rossmann y se manipulan las regiones que participan en la función. 

 

8.5 ANÁLISIS DE REDES, PROPIEDADES DE LAS REDES DE INTERACCIÓN ENTRE 

AMINOACIDOS CORRELACIONADOS 

Las redes utilizadas para representar fenómenos biológicos usualmente siguen ciertas 

propiedades en donde unos pocos nodos están conectados con muchos otros, mientras que 

mucho nodos están conectados con pocos [71]. Por las figuras mostradas , todo apunta a 

pensar que las redes aquí encontradas no poseen dichas propiedades, un análsis más detallado 

de las propiedades de estas redes, ayudará a entender un poco más cómo son las interacciones 

entre los residuos de esta familia de proteínas. 

 

8.6 ESTABILIDAD DEL GRUPO FOSFATO 

La estabilidad del grupo fosfato en los reguladores de respuesta es relevante fisiologícamente 

porque éstos participan en procesos que tienen escalas de tiempo diferentes, por ejemplo la 

quimiotaxis requiere que el regulador de respuesta se renueve constantemente debido a que el 

medio en que se encuentra la bacteria se modifica a medida la bacteria que cambia de posición, 

en cambio en la esporulción el regulador de respuesta una vez activado por fosforilación tarda 
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muhco más tiempo en regresar a su estado inactivo. Existen estudios que han tratado de 

relacionar la secuencia con la estabilidad del grupo fosfato [72], [73]; utilizando análisis 

estadísticos de acoplamiento en secuencias de reguladores de respuesta donde se conozca la 

estabilidad del grupo fosfato de las secuencias, sería posible relacionar la secuencia con la 

estabilidad de dicho grupo.  
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Material suplementario 

alineamiento Chy70 y sub alineamiento Chy70l120 

alineamiento de homólogos a CheY mono dominio 

alineamiento ortólogos a CheY contexto genómico. 

alineamiento de regulador de respuesta Spo0F 

alineamiento de Flavodoxinas 

alineamiento de dominio rossman de AroE 

script de matlab para cada alineamiento 
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