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Dave: Abre las compuertas del muelle de salida, Hal. 
HAL: Lo siento, Dave, me temo que no puedo hacerlo. 

Dave: ¿Cuál es el problema? 
HAL: Creo que lo sabes tan bien como yo. 

Dave: No sé de qué estás hablando. 
HAL: Sé perfectamente que tú y Frank estabais 
pensando en desconectarme y me temo que esto 

es algo que no puedo permitir que suceda. 
 

“2001: una odisea del espacio” 
Stanley Kubrick. 

 
 
 
 
 
 

Si quieres que parezca que tu vida ha durado más, 
lo que tienes que hacer es perseguir cosas nuevas, 

necesitas probar cosas nuevas todo el tiempo, 
conducir por un camino distinto cuando vuelves a casa… 

Si siempre almacenas recuerdos nuevos, 
parecerá que tu vida ha sido más larga. 

 
David Eagleman. 
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Pseudomonas putida 
 
Las bacterias del género Pseudomonas están ampliamente distribuidas en el medio ambiente, ya que es 
posible encontrarlas en todo tipo de suelos y aguas de distintas latitudes. Las Pseudomonas son bacilos 
Gram negativos, rectos o ligeramente curvados (0.5-0.8 μm x 1-3 μm), que se encuadran dentro del grupo 
γ de las proteobacterias, quimiorganotróficos aerobios y generalmente son móviles gracias a los flagelos 
polares que poseen, aunque en algunas cepas se han descrito flagelos laterales. Su peculiar capacidad de 
crecimiento en medios de cultivo muy simples ha facilitado, principalmente en las últimas cuatro décadas, 
numerosos y profundos estudios de este amplio grupo taxonómico, tanto en el ámbito metabólico como 
en el fisiológico y el genético. 

Gracias a la versatilidad metabólica de estos microorganismos y a la capacidad de formar biopelículas, 
no es de extrañar que se hayan aislado bacterias de este género tanto en suelos limpios como en suelos 
contaminados por productos biogénicos y xenobióticos. La ubicuidad de las bacterias del género Pseudo-
monas y su capacidad para explotar una amplia variedad de nutrientes refleja un sistema de adaptación al 
medio ambiente que no encuentra parangón en las bacterias de otros géneros. Por ello, se consideran las 
bacterias del género Pseudomonas un paradigma de versatilidad metabólica y microorganismos clave en 
el reciclado de materia orgánica en los compartimentos aerobios de los ecosistemas, jugando un papel 
esencial en la mejora y el mantenimiento de la calidad medioambiental. 

Pseudomonas putida es una de las especies de mayor interés industrial entre las bacterias del género 
Pseudomonas, ya que unido a su potencial de degradación de compuestos aromáticos y xenobióticos, 
presenta la capacidad de colonizar el sistema radicular de plantas, formar biopelículas y ser manejable 
desde el punto de vista genético. Desde mediados de los años 80, distintas especies del género Pseudo-
monas están siendo aplicadas a semillas de cereales y a suelos para prevenir el crecimiento o colonización 
de patógenos, un proceso que se ha denominado biocontrol (Berg et al., 2001, Renault et al., 2007, Keane 
et al., 2008), y que representa un incremento de hasta un 25% en el rendimiento de las cosechas. Una de 
las cepas mejor estudiadas en este sentido es P. putida KT2440, derivada de la cepa P. putida mt-2 aisla-
da originalmente en Japón (Nakazawa, 2002). Esta última porta el plásmido TOL, que codifica una de las 
rutas de degradación de tolueno y xilenos mejor caracterizados en el ámbito de la biodegradación. En 
1981 el comité de ADN recombinante de los Institutos de la Salud de EEUU certificó que la cepa P. puti-
da KT2440 curada del plásmido TOL no es patógena para animales o plantas, y se puede considerar como 
un hospedador seguro en la clonación de genes de bacterias del suelo. 

El genoma completo de P. putida KT2440 se encuentra disponible en bases de datos de libre acceso, 
lo que constituye una herramienta muy valiosa para el análisis funcional de la información genética del 
microorganismo (Nelson et al., 2002). La anotación inicial del cromosoma de la cepa P. putida KT2440 
sugería 5.420 ORFs, dentro de los cuales 80 genes aparecen truncados o alterados como consecuencia de 
la inserción de transposones o elementos móviles. Por otro lado, se han identificado 804 copias de un 
elemento específico de 35 pb conocido como REP (del inglés Repetitive Extragenic Palindromic sequen-
ces) (Aranda-Olmedo et al., 2002). El genoma de KT2440 codifica 184 proteínas relacionadas con ele-
mentos móviles, 82 genes que codifican transposasas, 8 intrones de grupo II, etc. De los 5.420 ORFs 
predichos, 600 aparecen anotados como proteínas hipotéticas de función desconocida. Es posible que 
algunos de estos casos puedan tratarse de artefactos producto de los algoritmos utilizados en la predicción 
de genes (dos Santos et al., 2004). 
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Una de las líneas de investigación más importantes de los últimos años llevada a cabo en especies de 
Pseudomonas putida ha sido el estudio de la regulación transcripcional de las rutas catabólicas de hidro-
carburos aromáticos. Aunque en el siglo pasado se liberaron grandes cantidades de hidrocarburos aromá-
ticos como consecuencia de la actividad industrial, la mayoría de estos compuestos se encuentran en el 
medio ambiente como consecuencia de la pirólisis natural de material orgánico (Dagley, 1971). 

Uno de los objetivos del grupo experimental de Degradación de Tóxicos Orgánicos es contribuir a la 
lucha contra la contaminación medioambiental con la ayuda de herramientas biológicas. Los compuestos 
a combatir son hidrocarburos aromáticos (benceno, tolueno, etilbenceno y xilenos), nitroaromáticos como 
el TNT, haloaromáticos como los PCBs y pesticidas como el lindano y el DDT. El enfoque experimental 
incluye técnicas moleculares y el análisis bioquímico y genético de las rutas catabólicas, poniendo espe-
cial énfasis en las interacciones ADN/regulador, en experimentos en reactores y en la llamada rizorreme-
diación de suelos. El grupo se ha centrado también en el estudio de las interacciones entre plantas y mi-
croorganismos en la rizosfera con el objetivo de explotar los sistemas de expresión génica en bacterias 
para el desarrollo de sistemas de biocontrol, biodegradación y contención biológica de microorganismos 
recombinantes. 
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Reguladores transcripcionales 
 
Las bacterias en el medio ambiente están expuestas a variaciones de temperaturas, nutrientes, disponibili-
dad de agua y a la presencia de moléculas tóxicas originadas por los elementos bióticos o abióticos de su 
entorno (incluyendo moléculas deletéreas originadas por sus propios metabolismos). Estos cambios pue-
den hacerlas vivir en condiciones lejos de las óptimas. Sobrevivir en estos medios cambiantes requiere un 
amplio espectro de respuestas adaptativas rápidas, las cuales suelen estar controladas mediante proteínas 
reguladoras. Los reguladores transcripcionales pueden responder tanto a señales específicas ambientales 
como celulares y modular la transcripción, transducción o algunos otros eventos en la expresión genética, 
de manera que las respuestas fisiológicas se modifican apropiadamente (Beinlich et al., 2001). 

Los reguladores de la transcripción de procariotas se clasifican en familias atendiendo a similitudes de 
secuencia, estructurales y criterios funcionales (Busenlehner et al., 2003; Ramos et al.,1990). La Tabla 1 
incluye el listado de las familias más importantes de reguladores microbianos de la transcripción, el tipo 
de unión a ADN que exhiben, si sus miembros son preferentemente activadores o represores o si muestran 
una acción alternativa. 

Los reguladores de la transcripción suelen ser proteínas de unión a ADN que presentan diferentes ti-
pos de organización de dominios. La mayoría de los reguladores microbianos implicados en la transcrip-
ción son proteínas con dos dominios en un solo polipéptido, un dominio sensor de señal y un dominio de 
unión a ADN que transduce la señal. Los sistemas de un solo componente, en los que el dominio regula-
dor de la transcripción y el dominio sensor están unidos en una sola proteína, son con diferencia los más 
abundantes en procariotas. 

Se puede decir que el proceso de la regulación transcripcional es sumamente complicado, no sólo por-
que la actividad y ciclo catalítico de la ARN polimerasa es muy complejo, sino porque multitud de pro-
teínas interfieren con la transcripción, estimulándola o reprimiéndola, pero en definitiva alterando el ciclo 
transcripcional. El interés del grupo por el conocimiento global de estas cuestiones se plasmó en la cons-
trucción de la base de datos AraC/XylS (Tobes y Ramos, 2000), que reunía el conocimiento disponible 
acerca de los reguladores pertenecientes a esta familia de activadores de la transcripción. Esto fue el ini-
cio de una serie de investigaciones y desarrollos biotecnológicos encaminados a profundizar y mejorar la 
anotación del genoma de KT2440 y establecer bases para la investigación de proteínas de función desco-
nocida. 
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Familia Acción Funciones reguladas DBD 
“motif” 

Posición Referencias 

LysR Activador/Represor Metabolismo del carbono y 
del nitrógeno 

HTH N-terminal Henikoff et al., 1988; 
Schell, 1993 

AraC/XylS Activador Metabolismo nitrogenado, 
respuesta a estrés y patogé-
nesis 

HTH C-terminal Gallegos et al., 1997; 
Tobes and Ramos, 2002 

TetR Represor Biosíntesis de antibióticos, 
bombas de eflujo, estrés 
osmótico, etc. 

HTH N-terminal Aramaki et al., 1993; 
Aramaki et al., 1995a; 
Aramaki et al., 1995b 

LuxR Activador “Quorum sensing”, biosín-
tesis y metabolismo, etc. 

HTH C-terminal Fuqua et al., 1994; Pao et 
al., 1994; Redfield, 2002 

LacI Represor Utilización de fuente de 
carbono 

HTH N-terminal Chandler, 1992, Weickert 
and Adhya, 1992 

ArsR Represor Resistencia a metales HTH Central Busenlehner et al., 2003; 
Wu and Rosen, 1991 

IclR Represor/Activador Metabolismo del carbono, 
bombas de eflujo 

HTH N-terminal Neal and Chater, 1987; 
Reizer et al., 1996; Re-
verchon et al., 1990; 
Molina-Henares et al., 
2006 

MerR Represor Resistencia y detoxificación HTH N-terminal Helmann et al., 1990; 
Summers, 1992 

AsnC Activador/Represor Biosíntesis de aminoácidos HTH N-terminal Friedberg et al., 2001 

MarR Activador/Represor Resistencia múltiple a 
antibióticos 

HTH Central Alekshun and Levy, 
1999; Ariza et al., 1994; 
Seoane and Levy, 1995; 
Sulavik et al., 1995 

NtrC(EBP) Activador Asimilación de nitrógeno, 
síntesis de aminoácidos 
aromáticos, flagelos, rutas 
catabólicas, respuesta a 
fagos, etc. 

HTH C-terminal Kustu et al., 1991; Morett 
and Segovia, 1993 

OmpR Activador Metales pesados y virulen-
cia (“Response regulator of 
a two-component system”) 

Winged helix C-terminal Martínez-Hackert and 
Stock, 1997 

DeoR Represor Metabolismo glucídico HTH N-terminal Ramos et al., 2002; van 
Rooijen and de Vos, 1990 

Cold shock Activador Resistencia a bajas tempe-
raturas 

Dominio de 
unión a ARN 

Variable Brandi et al., 1994; La 
Teana et al., 1991; Schin-
delin et al., 1993 

GntR Represor Metabolismo general HTH N-terminal Haydon and Guest, 1991; 
Reizer et al., 1991; Rigali 
et al., 2002 

Crp Activador/Represor Respuesta global, represión 
catabólica y anaerobiosis 

HTH C-terminal Chandler, 1992; Gambino 
et al., 1993; Ma et al., 
1995 

 
Tabla 1: Familias de reguladores de la transcripción en procariotas. 

  



Introducción 

23 
 

Estado del arte 
 
La biología de los organismos vivos se basa en un conjunto de dominios funcionales “barajados” que dan 
lugar a enzimas, proteínas estructurales, reguladores transcripcionales, maquinaria de replicación de 
ADN, síntesis de ARN y otros procesos. Los dominios suelen ser regiones de tamaño variable que, debido 
a la conservación de secuencia, suelen presentar estructuras 3D comunes y a menudo se encuentran aso-
ciados a una función, por ej., sitios de unión a ADN, centros activos de enzimas, unión de ATP o cofacto-
res, secuencias señal para paso a través de la membrana, etc. No obstante, estas regiones, motivos, se 
caracterizan porque su conservación no es perfecta, por lo que en algunos casos no son fácilmente detec-
tables mediante técnicas de homología de secuencia como BLAST (Altschul et al., 1997). Los motivos se 
conservan incluso a grandes distancias evolutivas debido a restricciones estructurales o funcionales. Lue-
go si estos motivos están relacionados con la función, las herramientas de búsqueda de motivos nos per-
mitirán predecir la función de las proteínas detectadas cuando ésta sea desconocida. Y, en virtud de la 
conservación que se produce en la secuencia primaria, también nos permitirán la detección de homólogos 
remotos. 

Se dispone de tres herramientas principales para la detección de motivos en proteínas: patterns (patro-
nes o signatures), profiles (o perfiles) y Modelos Ocultos de Markov (HMM). Los patterns son expresio-
nes regulares que describen cada posición en un alineamiento múltiple. Tienen la desventaja de que no 
almacenan el peso de cada aminoácido en cada posición. Los profiles resuelven este problema al ponderar 
cada residuo en cada posición del alineamiento. La tercera categoría que nos encontramos son los Hidden 
Markov Models, Modelos Ocultos de Markov o HMM, en los que un modelo lineal de cadenas ocultas de 
Markov se corresponde con una secuencia de nodos para cada posición en un alineamiento múltiple. A 
continuación, se describen de manera somera los tres métodos. 
 

Patterns: 
 
Los patterns son expresiones regulares que se infieren a partir de un alineamiento múltiple de secuencias 
donde podemos localizar una región específica relacionada con una determinada función, como puede ser 
una región de unión a ADN, interacciones con membranas o un sitio activo en una enzima. 
 

Figura 1: Ejemplo de patrón. 

ALRDFATHDDF 
SMTAEATHDSI 
ECDQAATHEAS 

A-T-H-[DE] 

En este caso, el patrón está definido por tan 
pocas posiciones que seguramente obtendremos 
un número alto de falsos positivos (secuencias 
con dicho patrón que no presentan la misma 

función) 
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Los patrones regulares deben seguir un número de reglas previamente convenidas, como usar el códi-
go estándar de una letra para cada aminoácido, las distintas posiciones en el patrón se separan mediante 
guiones, o que un punto indica el final del patrón. Además, hay algunas otras reglas como las que se 
muestran en la siguiente tabla. Como se verá, no hay apenas diferencia con la sintaxis seguida por los 
motores de expresiones regulares que se pueden encontrar en cualquier editor de textos. De hecho, se 
podría usar uno de éstos para detectar el patrón que buscamos: 
 
 

Expresiones regulares usadas 

x Cualquier aminoácido 

[A,B...] Ambigüedad: A o B... 

{A,B...} Cualquiera menos A o B... 

A(2,4) Repetición: A-A o A-A-A o A-A-A-A 

<, > N-terminal, C-terminal 

Ejemplo: [AC]-x-V-x(4)-{E,D}. 
Representa: [Ala o Cys]-cq-Val-cq-cq-cq-cq-{cq menos Glu o Asp} 
(cq: cualquiera) 

Tabla 2: Expresiones regulares usadas. 

Utilizando este código es posible extraer los patrones regulares para un alto número de sitios activos y 
regiones funcionales de los alineamientos de secuencias. PROSITE (Sigrist et al., 2002) es la base de 
datos donde se encuentran almacenados todos estos patrones regulares o motivos recopilados a lo largo 
del tiempo. El principal criterio que debe satisfacer un patrón es el de tener la definición mínima necesa-
ria para encontrar motivos de secuencia con la mayor eficiencia deseable, o sea, que encuentre el menor 
número de falsos positivos posible. En pocas palabras podríamos resumir que el patrón debe presentar 
alta sensibilidad y alta especificidad, conceptos sobre los que volveremos más adelante. 

La creación de nuevos patrones se realiza a partir del estudio de revisiones de un grupo o familia de 
proteínas. De esta forma, las secuencias integradas dentro de un determinado grupo se alinean y este ali-
neamiento se asocia al conocimiento funcional que existe sobre las mismas. Por tanto, para definir el 
patrón de nuevos motivos es indispensable la publicación de nuevas secuencias funcionalmente bien 
caracterizadas y en relación con el grupo funcional en estudio. De esta forma, es posible crear tablas de 
secuencias funcionalmente relacionadas que, una vez alineadas, nos permiten reconocer las regiones o 
residuos biológicamente importantes en el desempeño de una determinada función. 
 

Profiles: 
 
Los profiles o perfiles son matrices ponderadas sobre alineamientos múltiples de secuencias. Para la ob-
tención de un profile es necesario disponer de un alineamiento múltiple de secuencias. El profile está 
definido por una matriz AxP, donde “A” corresponde al listado de los 20 aminoácidos, y “P” a las distin-
tas posiciones del alineamiento de secuencias. De esta forma, se pondera la ocurrencia de cada uno de los 
20 residuos en cada posición del alineamiento. 
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Los profiles se pueden construir mediante la aplicación de diferentes técnicas. El método más clásico 
es el descrito por Gribskov (Gribskov et al., 1987; Luthy et al., 1994). Dicho método requiere un alinea-
miento múltiple de secuencias como entrada además de una matriz de sustitución de aminoácidos (weight 
matrix o matriz de pesos) para convertir las frecuencias de los residuos en una posición en pesos (Heni-
koff and Henikoff, 1992). PROSITE, además de las expresiones regulares, incluye profiles diseñados con 
dicha metodología. 

Una vez que disponemos del profile de un alineamiento, es posible iniciar búsquedas de secuencias 
que encajen en dicho profile. En este caso podemos ponderar de distinta forma un residuo en una deter-
minada posición de la secuencia problema en función de su representatividad o valor medio en el alinea-
miento. Esta posibilidad incrementa la sensibilidad de la búsqueda de regiones homólogas en secuencias 
remotas. 

Una característica que diferencia los profiles de las expresiones regulares es que no sólo se circunscri-
ben a pequeñas regiones con un alto índice de similitud, sino que presentan una mayor utilidad a la hora 
de definir regiones o dominios más extensos que puedan caracterizar a familias de proteínas más que 
motivos. Debido a que el profile puede cubrir tanto regiones conservadas como variables del alineamien-
to, es menos sensible a los errores de alineamiento, pudiendo establecer una correlación general de simili-
tud significativa con otras secuencias distantes incluso cuando ciertas partes del perfil correspondan a 
regiones mal alineadas. El requisito fundamentales a la hora de establecer profiles de calidad es que, 
además de presentar índices de similitud altamente significativos para los motivos que detecta y bajos 
para los falsos positivos, debe presentar correctamente alineados aquellos residuos con análogas funcio-
nes o propiedades estructurales de acuerdo con los datos experimentales. 

Por definición, los profiles suelen tener una mayor sensibilidad de búsqueda y ser más robustos que 
los patterns. Esto se debe a que los profiles integran mayor y más completa información sobre las caracte-
rísticas conservadas y variables del dominio o región de las secuencias que definen. 

A continuación se muestra el profile ponderado de un alineamiento sin huecos basado en el método 
estándar arriba mencionado: 
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Figura 2: Ejemplo de profile. 

La matriz usa pesos discriminatorios no sólo en los aminoácidos que aparecen, sino también en los 
que no aparecen, para lo cual se basa en la matriz de pesos que representa similitudes entre aminoácidos. 

Hay que señalar que para ciertas posiciones, un residuo que no aparece en el alineamiento puede reci-
bir mayores puntuaciones que otros que sí aparecen. Éste es el resultado de ponderar el resto de residuos 
que sí aparecen en dicha posición. Por ejemplo, el aminoácido Ala, aunque está presente en la tercera 
posición del alineamiento, presenta una puntuación menor (-1) que la Met (+10). Esto es debido a que los 
residuos más representativos en dicha columna Leu, Ile, Val y Phe están físico-químicamente más rela-
cionados con Met que con Ala. Este procedimiento también se extrapola en el caso de las inserciones y 
deleciones, ponderando no sólo la posición, sino también el contexto en el alineamiento. 
 

Modelos ocultos de Markov: 
 
Un modelo oculto de Markov se puede ver como una máquina de estados finita de primer orden, esto es, 
cada estado sólo depende del estado anterior. Una máquina de estados finita se mueve a través de una 
serie de estados y produce una determinada salida cuando se alcanza un estado o cuando se pasa de uno a 
otro. Cada estado tiene una tabla de probabilidad de emisión de cada aminoácido y una tabla de probabi-
lidad de transición para moverse de un estado a otro. 

Hay tres tipos de estados diferentes (ver figura inferior): los estados de “match” (cuadrados en la figu-
ra de abajo), donde los aminoácidos emitidos en ellos forman la secuencia primaria conservada de la 

        F   K   L   L   S   H   C   L   L   V 
        F   K   A   F   G   Q   T   M   F   Q 
        Y   P   I   V   G   Q   E   L   L   G 
        F   P   V   V   K   E   A   I   L   K 
        F   K   V   L   A   A   V   I   A   D 
        L   E   F   I   S   E   C   I   I   Q 
        F   K   L   L   G   N   V   L   V   C 
 
A     -18 -10  -1  -8   8  -3   3 -10  -2  -8 
C     -22 -33 -18 -18 -22 -26  22 -24 -19  -7 
D     -35   0 -32 -33  -7   6 -17 -34 -31   0 
E     -27  15 -25 -26  -9  23  -9 -24 -23  -1 
F      60 -30  12  14 -26 -29 -15   4  12 -29 
G     -30 -20 -28 -32  28 -14 -23 -33 -27  -5 
H     -13 -12 -25 -25 -16  14 -22 -22 -23 -10 
I       3 -27  21  25 -29 -23  -8  33  19 -23 
K     -26  25 -25 -27  -6   4 -15 -27 -26   0 
L      14 -28  19  27 -27 -20  -9  33  26 -21 
M       3 -15  10  14 -17 -10  -9  25  12 -11 
N     -22  -6 -24 -27   1   8 -15 -24 -24  -4 
P     -30  24 -26 -28 -14 -10 -22 -24 -26 -18 
Q     -32   5 -25 -26  -9  24 -16 -17 -23   7 
R     -18   9 -22 -22 -10   0 -18 -23 -22  -4 
S     -22  -8 -16 -21  11   2  -1 -24 -19  -4 
T     -10 -10  -6  -7  -5  -8   2 -10  -7 -11 
V       0 -25  22  25 -19 -26   6  19  16 -16 
W       9 -25 -18 -19 -25 -27 -34 -20 -17 -28 
Y      34 -18  -1   1 -23 -12 -19   0   0 -18 

A tiene menor puntuación que M 
que, aunque no aparece, sabemos 
que es fisicoquímicamente más 

similar a L, I, V y F. 

Alineamiento 
múltiple 

Alfabeto 



Introducción 

27 
 

proteína; los estados de inserción (rombos), donde se emiten aminoácidos que resultan de inserciones; y 
los estados de deleción o estados silenciosos (círculos), que no emiten ningún aminoácido. 
 

Figura 3: Ejemplo de HMM. 

Una vez elegido el modelo, comienza el proceso de entrenamiento a base de ejemplos. Para esto, es 
una práctica común dividir el conjunto de ejemplos disponibles en dos partes: un 90% para entrenamiento 
y el 10% restante se reserva para muestras de ensayo, para comprobar si el modelo ha “aprendido” correc-
tamente. 
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BacTregulators: una base de datos de reguladores transcripcionales en 
bacterias y arqueas 
 
¿Por qué elegir familias de factores de transcripción para presentar los resultados de Provalidator? Los 
mecanismos más importantes que las bacterias usan para adaptar su fisiología a los cambios en las condi-
ciones medioambientales están basados en regulación a nivel transcripcional. Los reguladores transcrip-
cionales pueden ajustar la expresión de genes para hacer frente a cambios específicos del entorno y a 
condiciones de estrés. Por otra parte, reguladores transcripcionales que están presentes sólo en bacterias 
patógenas podrían estar involucrados en patogénesis y los reguladores transcripcionales compartidos 
cruciales en la fisiología de una bacteria no patógena pueden ser blanco para diseño de drogas. De ahí la 
importancia del estudio y diseño de profiles de familias de factores de transcripción. 

Por otra parte, la rápida aparición de genomas de procariotas (bacterias+arqueas) recientemente se-
cuenciados supone un crecimiento exponencial en el número de secuencias de proteínas, lo que contrasta 
con la limitación en la adquisición experimental de información sobre estas proteínas. Conforme se cono-
cen más secuencias aumenta la posibilidad de que una secuencia nueva sea similar a otra ya conocida. Es 
importante encontrar estas similitudes porque el conocimiento de la antigua secuencia se puede usar para 
el análisis de la nueva. Así, una proteína cuya secuencia sea similar a otra de estructura tridimensional 
conocida probablemente tendrá una estructura parecida. 

Otra cuestión es que los datos de genomas y bases de datos de proteínas a menudo no están integra-
dos, por lo que hace falta un esfuerzo en esta dirección para clarificar los resultados de las búsquedas. 
BacTregulators se ha creado con el propósito de integrar información proveniente de los genomas se-
cuenciados disponibles en NCBI y de la bases de datos de proteínas UniProt. Así, las secuencias de cada 
proteína de ambas fuentes se integran en un conjunto no redundante al que hace referencia cada proteína 
de BacTregulators, independientemente de la fuente de la que procede. 

Figura 4: Esquema de integración de secuencias de BacTregulators. 

BacTregulators está disponible en http://www.bacTregulators.org (Martínez-Bueno et al., 2004). La 
base de datos usa el gestor MySQL y la interfaz está programada en PHP. Actualmente, BacTregulators 
contiene información de tres familias de reguladores: AraC/XylS, TetR e IclR, donde los profiles de las 
dos últimas han sido definidos y validados usando Provalidator. 

La extracción de información sobre reguladores es una tarea compleja y lenta. Cuando extraemos da-
tos sobre un regulador siempre es posible asignar estos datos a una secuencia de proteína y a un microor-
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ganismo. Además, si el organismo ha sido secuenciado, se puede asignar la información a una proteína 
codificada por un gen específico localizado en una posición precisa de un elemento de genoma. La cada 
vez mayor disponibilidad de genomas secuenciados acentúa la importancia de incluir datos genómicos en 
la definición de una proteína. Por otro lado, para asegurar la flexibilidad y precisión en la base de datos, 
es necesario mantener la información con el máximo grado de granularidad, considerando que es fácil 
combinar información al nivel que nos interese, mientras que no es posible separar información fundida. 

Por tanto, la definición de un registro en BacTregulators se basa en la secuencia de la proteína, el mi-
croorganismo, el elemento de genoma (cromosoma, plásmido, profago, etc.) y la localización específica 
del gen en el correspondiente elemento de genoma. 
 

Figura 5: Definición de nuevo registro en BacTregulators. 

El microorganismo se almacena siguiendo el criterio de la base de datos taxonómica de NCBI. Proteí-
nas con diferencias en alguno de estos 4 niveles se almacenan como registros diferentes. Así, el número 
de proteínas en la base de datos BacTregulators es mayor que el número de secuencias porque varios 
registros pueden compartir la misma secuencia. 
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Figura 6: Criterios de almacenamiento de un registro en BacTregulators. 

Durante la fase de extracción de datos de artículos publicados, se asigna información al registro apro-
piado, todo esto asistido por herramientas específicamente diseñadas para esta tarea. 
 

Contenido y estructura de la base de datos BacTregulators: 
 
BacTregulators contiene datos de tres tipos: secuencias, conocimiento y referencias. El proceso de extrac-
ción de conocimiento combina la asignación automática de datos con la manual. Los datos de asignación 
automática se extraen de las propias bases de datos de origen, UniProt o genomas microbianos de NCBI. 
El resto de conocimiento asociado a cada registro se extrae manualmente de referencias bibliográficas. Se 
ha usado una estructura especial para este tipo de datos, en la que se usa el párrafo como unidad elemental 
de información. Cada dato obtenido manualmente se organiza en párrafos de texto que se referencian 
individualmente. Usando esta estructura se consigue identificar el origen de cualquier dato. Durante la 
extracción manual de conocimiento, se pueden diseccionar datos experimentales que apoyan las cuestio-
nes biológicas. A estos datos se les llama “evidencias experimentales” y reciben un tratamiento especial. 
Cuando hay alguna evidencia experimental que apoya algún dato de conocimiento expresado en un párra-
fo, se enlaza la evidencia al párrafo. Estos datos son importantes para evaluar la fiabilidad de un dato de 
conocimiento. 

Cada párrafo de texto se referencia y enlaza a un artículo indexado por la base de datos de referencias 
Medline. También hay disponible información sobre estructuras tridimensionales de proteínas cristaliza-
das y tutoriales. 

A continuación se muestra la estructura de BacTregulators, que le confiere las características ante-
riormente descritas. La línea horizontal gruesa separa físicamente lo que está separado conceptualmente. 
Hay dos áreas principales de conocimiento. La superior almacena los datos automáticos extraídos de las 
bases de datos y su tabla principal es “Proteins”. La inferior almacena el conocimiento extraído manual-
mente y es la tabla “Paragraphs” la que ocupa el puesto principal. 
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Figura 7: Estructura de la base de datos BacTregulators. 

Acceso a la información de BacTregulators: 
 
Se puede acceder a la información contenida en la base de datos BacTregulators de varias maneras. Se 
puede buscar por el identificador de proteína en BacTregulators o por los identificadores de UniProt o 
NCBI. Una búsqueda por familia, microorganismo, nombre y COG permite al usuario obtener conjuntos 
específicos de proteínas. Por último, una búsqueda de texto en todos los campos de la base de datos au-
menta la flexibilidad. También se puede filtrar la base de datos de referencias con una búsqueda de texto. 

La información sobre un registro específico se muestra en cuatro secciones. La primera sección (con 
una barra vertical azul oscuro) muestra los datos que definen el registro en BacTregulators: identificador 
de secuencia, organismo, elemento de genoma y posición en el elemento de genoma. La segunda sección 
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(con barra azul claro) contiene los datos obtenidos automáticamente de las bases de datos: número de 
acceso en UniProt o NCBI, base de datos de origen, nombre corto y nombre completo de la proteína, 
nombre del gen, orientación del gen, código COG, código funcional de NCBI y última fecha de actualiza-
ción de este conjunto de datos. La tercera sección (barra verde) muestra el conocimiento extraído ma-
nualmente de artículos publicados. Este conocimiento está estructurado en los siguientes campos: fun-
ción, genes regulados, redes de regulación, efectores, promotores de genes regulados, promotores del 
regulador, dependencia con factores sigma, patogenia, aplicaciones, datos relativos a mutaciones, estruc-
tura tridimensional, oligomerización, similitudes, comentarios y última fecha de actualización de este 
grupo de datos extraídos manualmente. La última sección (barra naranja) provee acceso a información 
relacionada con la secuencia de la proteína y los resultados de BLAST de comparar esta secuencia con el 
resto de miembros de la familia. 

En la siguiente figura se muestra una descripción de cada una de estas secciones sobre una captura de 
pantalla de un informe real devuelto por una consulta de BacTregulators: 
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Figura 8: Descripción de informe de resultados en BacTregulators. 

 

Integración de conocimiento personalizada en el paso de recuperación de información: 
 
Cuando un usuario accede a un registro específico, el conocimiento asociado a registros relacionados 
puede ser útil para inferir características funcionales. Basada en esta idea, se diseñó una novedosa herra-
mienta para visualizar un informe integrado de un conjunto de registros relacionado con un único registro 
inicial. Aunque la información asociada a cada registro se mantiene con el máximo grado de granularidad, 
la información correspondiente a un conjunto dado de registros relacionados se puede combinar en el 
paso de recuperación. El criterio clave para definir un grupo de registros relacionados es la similitud entre 
secuencias. Para seleccionar el conjunto de registros relacionados, se muestra una lista con todos los re-
gistros de BacTregulators que tienen una similitud de BLAST significativa con la secuencia inicial. En un 
primer paso, el usuario selecciona un valor de E como umbral para definir el conjunto de secuencias rela-
cionadas. En un segundo paso, este conjunto puede ser acotado por criterios taxonómicos: el usuario elige 
el nivel taxonómico para incluir un registro en el conjunto de registros relacionados. Para esto, se muestra 
la clasificación taxonómica completa correspondiente al microorganismo del registro inicial. 

La siguiente figura es un ejemplo del formulario que muestra BacTregulators para elegir el umbral de 
similitud y el filtrado taxonómico: 
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Figura 9: Formulario de filtrado en BacTregulators. 

Una vez establecido el umbral de similitud y los límites taxonómicos, se muestra un informe integrado 
del conjunto de registros seleccionado (Figura 10). Los datos se muestran por campos en diferentes sec-
ciones. Cada sección incluye todos los datos de ese campo para todos los registros del conjunto. Puede 
accederse a un registro en particular a través de un enlace. Dentro de cada sección, los datos de conoci-
miento se ordenan por similitud con el registro inicial. Así, en la figura vemos dentro del campo “Func-
tion” que, obviamente, el registro 1 es el que más parecido tiene consigo mismo, después el 175 y, por 
último, el 192. 

Cada afirmación de conocimiento que se hace está avalada por una referencia bibliográfica (enlace en 
verde), una evidencia experimental (en amarillo) y/o una imagen ilustrativa (en marrón). BacTregulators 
consta, de hecho, de una base de datos bibliográfica propia que contiene las referencias a todo el conoci-
miento aportado, con su correspondiente enlace a la fuente: MEDLINE, PubMed, etc. 
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Figura 10: Informe de integración de conocimiento en BacTregulators. 
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Bases de datos utilizadas 
 
Las bases de datos de biología molecular se han convertido en el recurso más importante para el avance 
de esta disciplina. Una de las consecuencias más visibles del paso de la era genómica a la postgenómica 
fue el nacimiento de una verdadera comunidad de bioinformática. Actualmente son las bases de datos 
relativas a biología las que tienen un crecimiento más rápido y en las que se invierte más tiempo para su 
desarrollo. Nacen como un intento de recopilar y permitir el libre acceso a la información por parte de la 
comunidad de investigadores. A continuación, se describen las bases de datos más importantes usadas en 
esta Tesis, ya sean de secuencias de ADN o proteínas, de recursos de anotación, caracterización y clasifi-
cación de proteínas, de motivos o bibliográficas. 
 
 

Bases de datos de secuencias: 
 
UniProt (Bairoch et al., 2005) es sin duda la base de datos de secuencias de proteínas por excelencia y la 
más utilizada debido a su alta calidad de anotación. UniProt (Universal Protein Resource) se creó como la 
unión de las bases Swiss-Prot, TrEMBL y PIR. 
 
Genomas microbianos de NCBI (National Center for Biotechnology Information): Esta base de datos se 
concibió como lugar donde depositar las secuencias de ADN de los genomas recientemente secuenciados. 
Incluye un programa BLAST integrado para el que se puede personalizar el conjunto de microorganismos 
en el que buscar similitudes con la secuencia problema. 
 
TIGR (Haft et al., 2003): “The Institute for Genomic Research” es un centro dedicado al análisis e inter-
pretación de genomas, incluye no sólo genomas completos de bacterias o arqueas, sino también de plantas 
como Arabidopsis thaliana o cultivos como el arroz. Están disponibles más de tres docenas de genomas 
de patógenos humanos, como las bacterias que causan neumonía, cólera, sífilis, meningitis, etc. 
 
GOLD (Liolios et al., 2008): “Genomes Online Database” es un recurso web para acceder a información 
de genomas completos o en proyecto de secuenciación, así como metagenomas y metadatos. 
 
 

Bases de datos de motivos: 
 
Cuando se tiene un número importante de motivos o dominios definidos a partir de un método determina-
do es posible construir una base de datos que almacene y permita disponer de dicha información. Estas 
bases de datos se caracterizan por poseer normalmente un sistema de consulta que nos permite determinar 
si nuestra secuencia problema puede ser clasificada dentro de un determinado grupo o familia de proteí-
nas, o si posee algún motivo o dominio definido. Las bases de datos de motivos más importantes hasta el 
momento se describen a continuación: 
 
PROSITE (Sigrist et al., 2002): Describe actualmente más de 1500 familias de proteínas, ya sea median-
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te profiles o motivos. Los motivos se establecen mediante patrones regulares. Como anteriormente indi-
camos, los patrones regulares tienen ciertos problemas de inflexibilidad a la hora de reconocer homólogos 
remotos o secuencias pertenecientes a una familia pero altamente divergentes. En este caso, la base de 
datos también incluye profiles, técnica que se muestra más poderosa a la hora de encontrar similitud en 
homólogos muy remotos con grupos o familia de proteínas. PROSITE está basado en la información 
existente en Swiss-Prot (Boeckmann et al., 2003), pero no incluye información procedente de otras fuen-
tes. 
 
BLOCKS (Henikoff and Henikoff, 1994): Base de datos compuesta por pequeños segmentos de alinea-
mientos múltiples correspondientes a entradas de PROSITE. De hecho, BLOCKS es un sistema de detec-
ción de motivos más que una base de datos propiamente. 
 
PRINTS (Attwood, 2002): Es una base de datos integrada por una serie de motivos conservados. En este 
caso, el motivo no tiene por qué estar necesariamente como una secuencia contigua en el alineamiento, 
por lo que puede estar definido por un número de fragmentos dispersados a lo largo del gen. 
 
Pfam (Bateman et al., 2004): Es una base de datos compuesta por los perfiles HMM obtenidos para dis-
tintos dominios o regiones conservadas en las proteínas. El método HMM también se utiliza como herra-
mienta de búsqueda de dichos dominios o regiones en las secuencias problema. Los HMM son el sistema 
más sensible para detectar homólogos remotos. 
 
SMART (Letunic et al., 2004): SMART (Simple Modular Architecture Research Tool) es una herramien-
ta para la identificación y anotación de dominios de proteínas y proporciona una plataforma para el estu-
dio comparativo de arquitecturas de dominios complejos en genes y proteínas. 
 
InterPro (Mulder et al., 2005): Esta base de datos proporciona una visión integrada de las bases de datos 
de motivos más comúnmente usadas. No usa ningún método de detección en particular sino que recopila 
lo que publican las otras bases de datos. Por tanto, pone a nuestro servicio un compendio de todo lo que 
se conoce de una determinada proteína, lo cual es extremadamente útil y cómodo ya que estas bases de 
datos no comparten formato ni nomenclatura y cada una tiene sus propios puntos fuertes y debilidades. 
InterPro analiza proteínas provenientes de la base de datos UniProt. 
 
 

Bases de datos bibliográficas: 
 
PubMed: Es un servicio de la National Library of Medicine (NLM) que incluye más de 15 millones de 
citas de MEDLINE fechados desde mediados de los años 50. Casi la totalidad de publicaciones de ámbito 
científico están indexadas en MEDLINE. PubMed se actualiza diariamente y contiene actualmente citas 
bibliográficas y abstracts de más de 5000 revistas biomédicas. Incluye búsquedas avanzadas. 
 
Google Scholar: En noviembre de 2004 Google lanza una librería mundial, especialmente médica y cien-
tífica, como un subconjunto del gran buscador Google, consistente en los textos completos de artículos de 
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revistas, informes técnicos, libros y otros documentos, incluidas las páginas webs consideradas académi-
cas. Aunque Google Scholars cubre una amplia gama de áreas del saber, se presenta especialmente fuerte 
en ciencias. 
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Provalidator: una herramienta para diseño y validación de profiles 
 
Provalidator es una herramienta orientada a su uso en la web que proporciona ayuda a la hora de diseñar y 
validar un profile a la manera que describe PROSITE. Esta herramienta combina una casi completa auto-
matización en el paso de construcción del profile con una validación basada en la anotación de proteínas 
en InterPro para dar fiabilidad a los resultados obtenidos. Esta herramienta web está disponible de forma 
libre en: 
 

http://www.bacTregulators.org/provalidator 
 

La calidad de los resultados en el diseño de un profile viene determinada por dos características: las 
secuencias elegidas para formar parte de la semilla (esto es, el conjunto de secuencias del alineamiento 
múltiple a partir del cual se construye el profile) y la región seleccionada del alineamiento. Se describen 
estos dos procesos: 
 

Elección de las secuencias: 
 
A la hora de seleccionar las secuencias que formarán parte de la semilla del profile, Provalidator propor-
ciona herramientas que automatizan tanto como es posible esta tarea. 

Al principio partimos de todas las secuencias que están anotadas en InterPro como pertenecientes a la 
familia que queremos definir. El proceso de selección de secuencias se basa en tres pasos bien definidos: 
 

1. Clusterizar las secuencias usando BLASTCLUST. Clusterizar consiste en agrupar secuencias por 
similitud. En nuestro caso se persigue tomar un representante de cada uno de los grupos que se 
forman para que ninguna secuencia pese más que otras en el alineamiento y así evitar sesgos en 
la construcción del profile. Además, un profile debe tener el menor número de secuencias posi-
ble para que no se especialice demasiado en el conjunto semilla y deje escapar secuencias me-
dianamente remotas, pero no obstante miembros de la familia. Se podría decir que diseñar un 
profile consiste en abstraer lo común a un conjunto de secuencias, pero cuidando que no pierdan 
su idiosincrasia. 
BLASTCLUST tiene un parámetro que representa el umbral de similitud con el que se formarán 
los clústeres medido en tanto por ciento. Experimentalmente, se comprueba que un umbral del 
60% es adecuado para descartar homólogos cercanos. 

 
2. Los criterios para seleccionar un representante de cada clúster son (por este orden): a) Dar prio-

ridad a las proteínas de Swiss-Prot frente a las de TrEMBL (ya que están mejor anotadas). b) 
Elegir proteínas cuya descripción contenga el nombre de la familia (cuando esto ocurre es por-
que se ha comprobado experimentalmente que ese regulador actúa como se espera de un miem-
bro de esa familia). c) Filtrar las proteínas atendiendo a no incluir ciertas palabras clave en la 
descripción de la proteína (palabras como hypothetical, probable, putative, fragment, truncated). 
Si después de hacer esto no queda ninguna proteína, se descarta ese clúster por no ser suficien-
temente fiable. 
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3. Excluir secuencias cuya longitud sea muy diferente a la del resto. Esto produciría un alineamien-

to de peor calidad. 
 

Elección de la región: 
 
El siguiente paso es alinear las secuencias seleccionadas usando CLUSTALW. La salida debe estar en 
formato MSF (requerimientos del programa PFMAKE). A la hora de seleccionar la región del alinea-
miento múltiple que se usará para construir el profile, es crucial que la zona esté muy conservada ya que 
los aminoácidos esenciales para la función y/o estructura están generalmente conservados. 

El motivo más recurrente de unión a ADN de los reguladores a sus correspondientes promotores es un 

motivo conservado llamado HTH (helix-turn-helix) que consiste en una -hélice, un giro y una segunda 

-hélice, llamada hélice de reconocimiento. Cuando este motivo HTH está presente (esto es, en el 95% de 

los reguladores transcripcionales descritos en procariotas), suele ser una región importante a tener en 
cuenta como posible candidato a ser incluido en el profile, como ocurre con las familias AraC/XylS (Ga-
llegos et al., 1997) y TetR (Ramos et al., 2005). Sin embargo, no siempre es una región lo suficientemen-
te discriminante para definir una familia de proteínas, como ocurre en IclR (Krell et al., 2006). 

Una vez seleccionada la región, es importante volver a clusterizar los segmentos de secuencias resul-
tantes (o sea, los incluidos en la región seleccionada) porque la primera clusterización se hizo basándose 
en las secuencias completas y puede que en esta región se encuentren homologías que antes no aparecían 
y que son suficientes como para descartar alguna secuencia. Esto no es un proceso iterativo, basta con 
hacerlo una vez. 
 

Construcción del profile usando las herramientas PFTOOLS: 
 
Se construye el profile usando el programa PFMAKE, incluido en el paquete de programas PFTOOLS 
(Bucher and Bairoch, 1994; Bucher et al., 1996) especialmente creado para diseñar profiles tal y como 
describe PROSITE. Para ello, Provalidator crea un alineamiento temporal basado en el que se le ha pasa-
do como entrada (el alineamiento de las secuencias completas), pero que sólo incluye la región seleccio-
nada. 

El paso siguiente consiste en calibrar el profile (Hofmann and Bucher, 1995). Cuando enfrentamos 
una secuencia al profile usando PFSEARCH, el programa devuelve un raw-score, o sea, una puntuación 
en bruto, sin ningún significado biológico ni estadístico. Para solucionar esto se realiza una calibración, 
proceso que consiste en calcular los parámetros R1 y R2 de una función de normalización. Esto resulta en 
una transformación lineal de los raw-scores para producir scores normalizados o N-scores, que están 
definidos en una nueva escala con un significado estadístico concreto. 
 

Función de normalización usada 

N score = R1 + R2 raw score 
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Para realizar esto, se enfrenta el profile a una base de datos barajada y se usan los raw-scores obteni-
dos para calcular los parámetros. Esto lo hace el programa PFSCALE que, además de la lista de estos 
scores, necesita el tamaño en aminoácidos de la base de datos usada (N) y los límites superior e inferior 
del rango de probabilidades a los que se ajustarán los valores extremos de la distribución (P y Q, respecti-
vamente). 

Por ejemplo: si N=10.000.000 y P=0.0001, entonces se ignorarán los scores por debajo de 1000 (que 
corresponden a una probabilidad de ocurrencia >0.0001). Y si Q=0.000001, entonces se ignorarán los 
scores por encima de 10 (que corresponden a una probabilidad de ocurrencia <0.000001). El conjunto de 
secuencias “barajadas” se construye cogiendo ventanas no solapantes de X aminoácidos y barajando los 
aminoácidos dentro de cada ventana. En nuestro caso hemos usado un conjunto ya establecido como 
estándar: la versión 34 de la base de datos Swiss-Prot usando ventanas de tamaño 20. Los parámetros de 
este conjunto son: N=21.000.000, P=0.00005, Q=0.0000005. Al conjunto barajado resultante se le llama 
WINDOW20.SEQ (disponible en: ftp://ftp.isrec.isb-sib.ch/pub/databases/shuffled). 

Este proceso es muy común en herramientas bioinformáticas y sirve para dar significación estadística 
a los scores que devuelven los programas. Así, la E de BLAST o el N-score de PFSEARCH están basa-
dos en la probabilidad de encontrar esa coincidencia de secuencias al azar. 
 

Validación del profile usando InterPro: 
 
A continuación, se enfrenta el profile calibrado contra la base de datos UniProt usando PFSEARCH, y se 
analizan los resultados de la validación, que presenta Provalidator. Este paso de enfrentar el profile contra 
UniProt es el más costoso en tiempo y potencia de cálculo. Hay que tener en cuenta que actualmente sólo 
la parte de procariotas de UniProt ocupa 1.5GB, y va creciendo de forma exponencial. 

El siguiente cuadro es un ejemplo de este formulario de resultados: 
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Figura 11: Resultado de validación de la familia IclR. 

Validar un profile consiste en comparar el conjunto de proteínas consideradas miembros de la familia 
con las anotaciones de InterPro. Como se ve, el informe consta de tres columnas para el análisis de falsos 
potenciales: 1) El identificador o número de acceso de las proteínas en la base de datos UniProt. 2) El 
score que han obtenido con el profile. 3) Los métodos con los que InterPro ha anotado esa proteína como 
miembro de la familia (esta columna no se incluye en la parte de potenciales falsos positivos por razones 
obvias). Esta información es muy útil para encontrar contradicciones en los métodos de anotación, como 
se verá en el análisis de resultados de la familia IclR. Los prefijos de los métodos corresponden a: PF: 
Pfam, PS: PROSITE, SM: SMART. 

Validando familia IclR (CutOff=8.5): 
 

Falsos negativos = 18 

Q62IS0 8.337 2,3,4 

Q9EWL2 8.189 1,2,3,4 

Q6FBA6 7.932 2,3,4 

Q82D43 7.895 1,2,4 

Q5YU96 6.441 1,2,4 

Q5Z0G4 6.386 1,2,4 

Q7WPH1 5.558 2,4 

Q762I2 5.190 1,2,4 

Q5PJJ6 5.117 1,2,3,4 

Q57K18 4.712 2 

Q7WFW4 4.620 2,3 

Q7WBG1 4.546 2,4 

Q5YWX8 3.608 4 

Q73W85 3.479 2 

Q4NBL4 3.295 2 

Q6UP88 3.258 1,4 

Q9S4Y5 2.725 1,2,4 

Q65WD5 2.504 1,3 
 

Falsos positivos = 0
 

Métodos: 1: PF01614;  2: PS51077;  3: PS51078;  4: SM00346 
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Generales: 
 

 El objetivo general de esta Tesis Doctoral ha sido el desarrollo de herramientas informáticas para 
aplicaciones a los problemas de biología que estudia el grupo de Pseudomonas de la Estación 
Experimental del Zaidín, a la vez que se perseguía generar “conocimiento” general de aplicación 
en biología. 

 

Específicos: 
 
Los objetivos específicos se han ido estableciendo en el tiempo con objeto de definir mejor distintas fami-
lias de reguladores transcripcionales. De manera específica se ha desarrollado: 
 

 Un profile que define a las familias de factores de transcripción TetR e IclR para obtener más in-
formación de las proteínas pertenecientes a estas familias. 

 

 Desarrollar Provalidator para automatizar la construcción de profiles. Como parte de este objeti-
vo, se establecen dos subobjetivos encaminados a validar el funcionamiento de esta herramienta. 

 
o Construcción del profile de MerR, 
o y el de bombas de extrusión RND. 

 

 Crear BacTregulators, una base de datos que recoge los resultados obtenidos por Provalidator. 





 

 
 

Resultados 





 

 
 

Capítulo 1 

The TetR Family of Transcriptional Repressors 

Microbiology and Molecular Biology Reviews 





 

  

Cappítulo 1 

55 



Capít

56 
 

 

tulo 1 

 



 

  

Cappítulo 1 

57 



Capít

58 
 

 

tulo 1 

 



 

  

Cappítulo 1 

59 



Capít

60 
 

 

tulo 1 

 



 

  

Cappítulo 1 

61 



Capít

62 
 

 

tulo 1 

 



 

  

Cappítulo 1 

63 



Capít

64 
 

 

tulo 1 

 



 

  

Cappítulo 1 

65 



Capít

66 
 

 

tulo 1 

 



 

  

Cappítulo 1 

67 



Capít

68 
 

 

tulo 1 

 



 

  

Cappítulo 1 

69 



Capít

70 
 

 

tulo 1 

 



 

  

Cappítulo 1 

71 



Capít

72 
 

 

tulo 1 

 



 

  

Cappítulo 1 

73 



Capít

74 
 

 

tulo 1 

 



 

  

Cappítulo 1 

75 



Capít

76 
 

 

tulo 1 

 



 

  

Cappítulo 1 

77 



Capít

78 
 

 

tulo 1 

 



 

  

Cappítulo 1 

79 



Capít

80 
 

 

tulo 1 

 



 

  

Cappítulo 1 

81 



Capít

82 
 

 

tulo 1 

 



 

  

Cappítulo 1 

83 



Capít

84 
 

 

tulo 1 

 



 

 

Cappítulo 1 

85 





 

 
 

Capítulo 2.1 

Prefacio: Definición de la familia de factores de 
transcripción IclR 





Capítulo 2.1 

89 
 

Definición de la familia de factores de transcripción IclR  
 
Para probar la eficacia de Provalidator, se diseñó el profile de la familia de factores de transcripción IclR. 
Se comprobó usando el predictor “PHD” de estructura secundaria (Rost et al., 1994) y el predictor 
“HTH” de motivos HTH (Dodd and Egan, 1990) (disponibles en http://npsa-pbil.ibcp.fr) que los miem-
bros de esta familia contienen un motivo HTH de unión a ADN. Una vez se seleccionó con la supervisión 
de Provalidator el conjunto de secuencias que constituyó la semilla del profile y se generó el alineamiento 
múltiple, se pasó a probar distintas regiones del alineamiento que presentaban una mayor conservación. A 
continuación se muestra la tabla de resultados de los intentos para definir el profile de esta familia: 
 

Sesión FN FP Región 

1 30 1 191-274 

2 34 966 HTH extend. 

3 35 0 190-273 

4 407 50 233-320 

5 39 2 191-274 

6 96 0 237-281 

7 27 2 190-281 

8 7 432 59-278 

9 9 12 116-283 (Pfam) 

10 24 3 146-281 

11 28 1 168-281 

12 29 3 190-288 

13 27 5 190-272 

14 43 0 189-280 

15 39 0 189-273 

16 18 0 191-274 
Tabla 3: Resultados de distintos profiles de IclR. 

Cuando se construyó el alineamiento de las secuencias elegidas por Provalidator, se pudo observar 
que había tres zonas de mayor conservación. Una, el HTH; otra, desde el extremo izquierdo del dominio 
C-terminal hasta el centro del alineamiento; y la última, desde el centro hasta el otro extremo del dominio 
C-terminal (en la bibliografía esta región se había definido como asociada a un dominio de unión a efec-
tor, Krell et al., 2006). Las regiones elegidas como candidatas están alrededor de esas tres zonas más 
conservadas o bien son combinación de ellas. Como se ve, la región de HTH extendido (esto es, el HTH y 
aminoácidos contiguos por ambos lados) definió un profile de muy mala calidad. Por esto, pudimos con-
cluir que en la familia IclR la región de HTH no es lo suficientemente discriminante como para incluirla 
en su profile. Este resultado concuerda con lo obtenido en la validación del profile. Los métodos PS51077 
y SM00346 incluyen la región de HTH en su definición. Por tanto, se podría pensar que las proteínas 
estudiadas como posibles falsos negativos que InterPro considera miembros de la familia apoyándose en 
alguno de estos dos métodos tienen una alta homología en la región de HTH, pero no así en el dominio de 
unión a efector, ya que obtienen muy bajo score con el profile objeto de estudio. Toda vez que ha queda-
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do demostrada la incapacidad discriminante de la región de HTH, se puede concluir que estas proteínas 
están erróneamente asignadas a la familia IclR. 

Por fin, se decidió parar en el último intento porque parecía que ya se había alcanzado la suficiente 
sensibilidad en el profile. Existen dos características, o figuras de mérito, que evalúan la bondad de un 
profile que son la especificidad y la sensibilidad (precision y recall, respectivamente, en terminología de 
PROSITE). Se definen así: 
 

negativosFalsospositivosVerdaderos

positivosVerdaderos
adSensibilid

positivosFalsospositivosVerdaderos

positivosVerdaderos
dadEspecifici







 

 
Por supuesto, un requisito indispensable para admitir un profile como bueno es que su especificidad 

sea lo más cercana al 100%, mientras que en la sensibilidad no hace falta ser tan estricto (como sabemos, 
en ciencia no es lo mismo afirmar algo que no negarlo), ya que decir que un determinado regulador perte-
nece a una familia sin serlo induce más a errores experimentales que no decir que pertenece siéndolo. 

Como figura de mérito para representar las conclusiones de la validación, se generó una gráfica que 
muestra las cuatro categorías en que se encuadran los datos analizados: 

Figura 12: Figura de mérito para validar un profile. 

En la gráfica, la barra verde marca la separación de 8,5, el umbral de scores que propone PFSCALE 
durante la calibración para pertenecer a la familia. Las barras representan la frecuencia de proteínas en ese 
intervalo de scores. Por tanto, es un histograma de frecuencias cuyo eje X está discretizado. Si la barra 
está hacia arriba, indica que InterPro considera esa proteína dentro de la familia, luego si esa barra está a 
la derecha de 8,5 será un verdadero positivo (rojas), mientras que si está a la izquierda será un falso nega-
tivo (amarillas). Por otra parte, si la barra esta hacia abajo, indica que no tiene ninguna anotación en In-
terPro que la vincule a la familia. Luego si esa barra está a la izquierda de 8,5 será un verdadero negativo 
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(azules), mientras que si está a la derecha será un falso positivo (verdes). Toda esta clasificación de ver-
daderos y falsos es respecto de la base de datos InterPro. La gráfica empieza en score=6,5, que es un 
segundo umbral que propone PFSCALE además del 8,5, con el que se crea una zona de incertidumbre 
para proteínas cuyo score está entre 6,5 y 8,5. De estas proteínas es difícil decir si pertenecen o no a la 
familia. Habría que consultar la bibliografía al respecto. Sin embargo, para proteínas bastante alejadas de 
este umbral (<<6,5) aumenta la probabilidad de que sean fruto de una mala anotación por parte de otros 
métodos más laxos o cuya construcción se ha basado en una región distinta. 

A la hora de estudiar los falsos positivos representados en la gráfica, primero tenemos que descartar la 
posibilidad de que se produzcan como consecuencia de problemas de sincronización entre versiones de 
las bases de datos publicadas. Esto es, UniProt puede publicar proteínas que todavía no han sido analiza-
das por InterPro y que lo serán en la próxima versión (o release), pero hasta ese momento se están consi-
derando potenciales falsos positivos. Esto se evita analizando a mano estas proteínas con la herramienta 
InterProScan (Quevillon et al., 2005), que enfrenta una secuencia contra todos los métodos de anotación 
de que dispone InterPro y presenta un informe de resultados en el que se indica para qué métodos esa 
secuencia superó el umbral de pertenencia. Una vez hecho eso, se observa que todas las proteínas que 
eran potenciales falsos positivos pertenecían a la familia IclR por alguno de los métodos usados en Inter-
Pro. Además, para scores tan altos como los que se muestran (de 12 a 18), no había duda de que iban a 
pertenecer a la familia. Por tanto, la especificidad del profile es del 100%. 

Para asegurar que la asignación de potenciales falsos positivos a la familia es correcta, se usó un se-
gundo método de validación que consiste en comparar la predicción de estructuras secundarias (obtenida 
con el predictor “PHD”). Así, se predijo la estructura secundaria tanto para las secuencias que formaban 
la semilla como las secuencias de potenciales falsos positivos. Se alinearon las secuencias y se superpuso 
la estructura en ese alineamiento. El resultado lo podemos ver en las siguientes figuras: 
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a la familia. 
Una vez validado el profile, se enfrenta contra la base de datos de genomas de NCBI. De este estudio 

se deriva la siguiente gráfica que muestra la distribución en genomas de proteínas de IclR: 
 

Figura 14: Distribución en genomas de la familia IclR. 

Este resultado es útil para realizar estudios de genómica comparada: si una familia es muy frecuente 
en organismos patógenos para el humano, puede tener que ver en su patogenia; por el contrario, si es muy 
frecuente en no patógenos, se podría usar como blanco para diseño de drogas. 
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Fig. S1. The multialignment is intended to show the different length of the two length groups of MerR family members 
and the conserved residues in the common N-terminal part of the protein that are highlighted in blue.
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Suppl. Figure 1. Multialignment of the 16 RND efflux pumps initially chosen for the construction of an RND efflux pump 
profile. 
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Suppl. Figure 2. Location of RND efflux pumps ampli-
fied from EtBr resistant clones within the general 

phylogenetic tree of efflux pumps. The pumps identi-
fied were included in the phylogenetic tree according 

to their sequence identity. They are named on the 
basis of the microorganism from which they were 

amplified. TtgB and TtgH are RND efflux pumps of the 
P. putida DOT-T1E. 

Suppl. Figure 3. Location of RND efflux pumps 
present in the genome of P. putida KT2440 within 

the general tree of efflux pumps. Pumps are named 
based on the PP number. 
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BacTregulators 
 
Es incuestionable que proteínas ortólogas comparten frecuentemente características funcionales. Por 
tanto, la inferencia de función por similitud de secuencia tiene especial sentido en el caso de proteínas 
ortólogas. Sin embargo, en la práctica es extremadamente difícil definir proteínas ortólogas. 

En BacTregulators se ha resuelto este problema permitiendo al usuario elegir el conjunto de registros 
del que se puede inferir la función. Esta herramienta puede orientar al usuario sobre la posible función de 
reguladores cuya función se desconoce. Así, el grupo de registros seleccionado con una secuencia similar 
puede incluir registros con características funcionales definidas y registros con función no conocida. Si la 
función es similar en todas las proteínas caracterizadas del grupo, es probable que las proteínas no carac-
terizadas tengan una función similar. Por tanto, se facilita la selección de clústeres funcionales de regis-
tros para los que la función se puede extrapolar a registros cuya función no está publicada. 

Se planea añadir a BacTregulators nuevas familias de reguladores transcripcionales para comprender 
mejor los complejos circuitos de redes de regulación génica en bacterias y arqueas. Un caso es el de la 
familia MerR, que se ha definido en esta Tesis Doctoral. 

BacTregulators está especialmente diseñada para detectar y anotar con precisión reguladores en ge-
nomas de procariotas y clasificarlos en familias. Además, la información reunida sobre cada proteína de 
la familia puede ser de utilidad a quien desee caracterizar un nuevo regulador o investigar las propiedades 
biológicas de uno conocido. 
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A la hora de variar la región del alineamiento para comparar qué profile define mejor a la familia ob-
jeto de estudio, hay que tener en cuenta dos conceptos de las técnicas heurísticas que se pueden usar en 
este contexto: diversidad y exhaustividad. La diversidad consiste en abarcar diferentes zonas del alinea-
miento en las que haya una alta conservación. Exhaustividad consiste en hacer ligeros ajustes en los lími-
tes de la región que mejor resultado nos esté dando. O sea, hacer un ajuste fino una vez que se ha barrido 
todo el espacio de soluciones. 
 

Ejemplo de uso: 
 
Paso 1: Lo primero que se debe hacer para comenzar a trabajar con Provalidator es crear una nueva se-
sión. 

Haciendo click en “New session” se generará un nuevo número de sesión aleatorio que la identificará 
unívocamente y que servirá para poder entrar en la sesión en cualquier momento y seguir trabajando en 
ella o ver resultados anteriores. Este número se deberá recordar. La sesión (y todos los datos que en ella 
se generen) durará en el servidor una semana desde el momento de la última operación realizada. Cuando 
se haya terminado de trabajar, se puede borrar (junto con los datos) pulsando “Close”. 
 

Figura 17: Crear sesión en Provalidator. 

Paso 2: Se selecciona el conjunto inicial de secuencias que forman parte del grupo que se quiere definir. 
Ejemplo: supongamos que queremos crear un profile para la familia de reguladores transcripcionales 

IclR. Buscaremos en Swiss-Prot/TrEMBL (www.expasy.org) secuencias pertenecientes a este grupo. 
 

Figura 18: Recuperación de secuencias en Expasy. 

Este conjunto puede proceder de cualquier fuente, no necesariamente UniProt. Se podrá usar cualquier 
conjunto de secuencias en formato FASTA. La ventaja de usar UniProt como fuente para las secuencias 
es que Provalidator puede dar prioridad a las secuencias de Swiss-Prot (las cuales están anotadas a mano 
por expertos) frente a TrEMBL a la hora de elegir representante del clúster, lo cual da una mayor solven-
cia al conjunto inicial elegido. 

Una vez tengamos ese conjunto, se pega en la ventana “Sequences”. Se selecciona un umbral de simi-
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litud, una “lista negra” (esto es, palabras que no deben aparecer en la cabecera de la secuencia para que 
ésta sea elegida) y una palabra clave (esto es, una palabra que debe aparecer en la cabecera de la secuen-
cia para ser elegida. Es opcional), y se pulsa “Clusterize”. 
 

Figura 19: Clusterizar secuencias para formar el conjunto semilla. 

Después de unos minutos, se obtiene el resultado tal y como se presenta en la siguiente tabla: 

cont. 
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Figura 20: Resultado de la clusterización. 

Ahora tenemos que alinear el conjunto de secuencias final que formará la semilla del profile. Para es-
to, recomendamos el sitio web: align.genome.jp, basado en el algoritmo CLUSTALW. 
 
Paso 3: Una vez el conjunto de secuencias clusterizado se ha alineado, se selecciona una región conser-
vada a fin de construir un profile con esta región. Para esto, se establecen los límites del alineamiento. 

Figura 21: Construcción del profile. 
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Hay 4 modos de construcción: 

 Global: El alineamiento debe empezar al principio del profile y al principio de la secuencia, y 
debe terminar al final del profile y al final de la secuencia. 

 Domain global: El alineamiento debe incluir el profile entero; éste puede empezar y terminar 
en cualquier posición dentro de la secuencia. 

 Semi-global: El alineamiento debe empezar o al principio del profile o al principio de la se-
cuencia, y debe terminar o al final del profile o al final de la secuencia. 

 Local: El alineamiento es posible en cualquier parte. 
 

Figura 22: Modos de construcción de un profile. 

Como ya hemos explicado, calibrar el profile consiste en enfrentarlo contra una base de datos barajada 
y calcular los parámetros de normalización que fijan el umbral de pertenencia en 8.5. Este proceso puede 
durar varios minutos, dependiendo de la longitud del profile. 
 
Paso 4: Enfrentar las secuencias a un profile con objeto de calcular el score obtenido por cada secuencia. 

Se puede elegir entre el último profile creado o uno pasado en la ventana “Profile”, y la base de datos 
puede ser la versión de UniProt almacenada en el servidor o un conjunto de secuencias en formato FAS-
TA pasado en la ventana “Database”. Si se elige UniProt como base de datos, ésta es la parte más costosa 
en tiempo de todo el proceso, y puede durar de 5 a 10 horas, dependiendo de la longitud del profile. Éste 
precisamente es el principal problema que nos encontramos a la hora de automatizar este paso: no pudi-
mos usar alguna de las técnicas heurísticas existentes para toma de decisiones a la hora de hacer evolu-
cionar el sistema hasta la solución óptima debido al gran tiempo empleado para generar una solución en 
cada iteración. En nuestro caso, una solución es el número de potenciales falsos positivos y negativos, y 
la meta consiste en minimizarlos. 
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Paso 5: Validación de resultados obtenidos. 
Siempre que hayamos elegido UniProt como conjunto de secuencias al que enfrentar el profile y que 

exista una entrada en InterPro de la familia o grupo de proteínas que se pretende definir, podremos validar 
el resultado obtenido usando la información recogida en InterPro. Esto nos da una idea de los diferentes 
conjuntos de secuencias que capturan los demás métodos usados en InterPro y el profile que acabamos de 
definir. 

 
Órdenes ejecutadas por el código: 
 
A continuación, se enumeran las órdenes que el código ejecuta en cada paso, explicando los argumentos 
de cada programa y los valores que toman. 
 

Clusterización: 
blastclust -i archivo_entrada -o archivo_salida -S umbral -b F -e F 
 
-i: Archivo de secuencias en formato FASTA. 
-o: Archivo de resultados. 
-S: Umbral de similitud expresado en % (valores posibles: 3-100). 
-b: requiere cumplir la condición del parámetro S en ambas (T) o sólo en una (F) secuencia del par. 
-e: Debe valer F si múltiples secuencias pueden tener el mismo nombre (para evitar errores). 
 

Construcción del profile: 
pfmake -0123 alineamiento weight_matrix >salida 
 
-0123: Selecciona el modo de construcción. 
-alineamiento: alineamiento de las secuencias semilla. 
-weight-matrix: Matriz de pesos usada. 
-salida: Archivo de salida. 
 

Calibración del profile: 
pfsearch -fr -C 150 profile_no_calibrado window20.seq | sort -r | pfscale - 
profile_no_calibrado -N 21000000 -P 0.00005 -Q 0.0000005 >profile_calibrado 
 
Esta orden encadena tres programas: 
- pfsearch: calcula los scores del profile contra el archivo de secuencias barajadas. 
- sort: ordena descendentemente los scores obtenidos en el paso anterior. 
- pfscale: usa estos scores para calcular los parámetros de la función de normalización y devuelve un 
profile idéntico pero con estos parámetros almacenados. 
-N, -P y -Q son los parámetros que definen el conjunto de secuencias barajadas window20.seq. 
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Mejoras previstas en Provalidator: 
 
Está previsto incluir alguna funcionalidad más en Provalidator que añada automatización al proceso. Aquí 
se enumeran algunas de esas mejoras: 
 

 Reconocimiento automático de la región de HTH (si existe). 

 Cálculo automático de los límites de las distintas regiones conservadas que se detecten en el ali-
neamiento. 
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1. Se ha desarrollado un programa semiautomático para diseñar y validar profiles que definen familias de 
proteínas. El programa Provalidator está libremente accesible en Internet. 

 
2. La validación de Provalidator se consiguió definiendo el profile de la familia de MerR. En esta fami-

lia, el profile ha permitido diferenciar dos grupos de secuencias atendiendo a su longitud. 
 
3. En el diseño del profile de la familia IclR, se encontró que la región de HTH no era representativa 

para determinar la pertenencia de una proteína a esta familia. En cambio, la región de multimerización 
y unión a efectores permite asignar proteínas a la familia. 

 
4. Asimismo, y como vía de validación de la herramienta Provalidator, se construyó un profile para defi-

nir la familia de bombas de extrusión RND. Provalidator no sólo permitió asignar proteínas a la fami-
lia, sino que permitió clasificarlas en grupos basándose en los valores normalizados de score. Se ha 
determinado que cada grupo de Z-score coincide con una subfamilia. Estas subfamilias se diferencian 
en el sustrato que expulsan, habiéndose encontrado bombas que expulsan antibióticos, metales pesa-
dos y otras dos de sustratos desconocidos. Entre éstas, una podría eliminar agentes oxidantes, y la 
cuarta podría representar un grupo de bombas de amplio perfil de sustratos que expulsa metales y 
compuestos orgánicos. 

 
5. El profile de la familia TetR reveló que la región que comprende el HTH y la hélice adyacente α1 es la 

región más representativa de los miembros de la familia. Analizados los modelos tridimensionales de 
las proteínas de la familia TetR que están cristalizadas, la región usada para definir el profile corres-
ponde a una estructura altamente conservada en los miembros de la familia. 

 
6. Se ha construido BacTregulators, una base de datos y una interfaz web para presentar los resultados 

obtenidos a partir de los profiles definidos con Provalidator. Esta herramienta permite extrapolar in-
formación de proteínas de función conocida a otras con secuencias similares. 
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Programas: 
 

 BLAST: ftp://ftp.ncbi.nih.gov/blast 

 PFTOOLS: http://www.isrec.isb-sib.ch/ftp-server/pftools 
 

Bases de datos: 
 

 BacTregulators: http://www.bacTregulators.org 

 Secuencias de UniProt de procariotas: 
ftp://ftp.expasy.org/databases/uniprot/current_release/knowledgebase/taxonomic_divisions 

 Base de datos barajada: ftp://ftp.isrec.isb-sib.ch/pub/databases/shuffled 

 Base de datos taxonómica de NCBI: ftp://ftp.ncbi.nih.gov/pub/taxonomy 

 Base de datos InterPro: ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/interpro 

 Secuencias de genomas bacterianos de NCBI: ftp://ftp.ncbi.nih.gov/genomes/Bacteria 

 Código de ortólogos de NCBI: ftp://ftp.ncbi.nih.gov/pub/COG/COG 

 PubMed: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez 
 

Sitios web: 
 

 UniProt, Swiss-Prot y TrEMBL: http://www.expasy.org 

 PROSITE: http://www.expasy.org/prosite 

 InterPro: http://www.ebi.ac.uk/interpro 

 InterProScan: http://www.ebi.ac.uk/InterProScan 

 NCBI: http://www.ncbi.nlm.nih.gov 

 TIGR: http://www.tigr.org 

 CLUSTALW: http://align.genome.jp 

 NPS@ (Network Protein Sequence Analysis): aquí encontramos el software de predicción de es-
tructura “PHD” y “HTH”. http://npsa-pbil.ibcp.fr 
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