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I.1  Características generales de las Mixobacterias 

 

Las mixobacterias, descritas en 1892 por Roland Thaxter, son bacterias Gram 

negativas, aerobias, de forma bacilar y de tamaño relativamente grande (0,7–1,2 µm 

de ancho y 3–12 µm de largo). Ampliamente distribuidas en la naturaleza, 

generalmente habitan sobre suelos ricos en materia orgánica y con vida microbiana 

general, aunque también se encuentran presentes sobre arena o superficies rocosas 

(Dawid 2000), en aguas dulces, e incluso en ambientes marinos (Lizuka et al. 1998). 

La mayor riqueza en número de especies y densidad de población corresponde a 

hábitats situados entre los trópicos y las zonas templadas (Dawid 2000), debido a que 

la mayoría de cepas son típicamente mesófilas. Por ejemplo, Myxococcus xanthus, 

objeto de estudio en este trabajo, presenta su tasa máxima de crecimiento a 34–36º C. 

 Una característica de las mixobacterias, que ha estimulado una intensa 

actividad investigadora sobre este grupo de organismos, es su ciclo de vida complejo 

que comprende dos fases, una vegetativa y otra de desarrollo multicelular (Figura 1) 

(Kaiser y Dworkin 2008). En ambas fases, las mixobacterias manifiestan un 

comportamiento social o cooperativo que resulta beneficioso para el conjunto e implica 

la existencia de mecanismos de comunicación intercelular. Durante el ciclo vegetativo, 

aunque las células individuales se mueven con cierta autonomía mediante un 

mecanismo de deslizamiento en el que no participan flagelos, el conjunto se desplaza 

de forma coordinada (Kaiser y Dworkin 2008). Los estudios realizados con M. xanthus 

han puesto de manifiesto que el movimiento de células individuales (aventurero) y el 

movimiento de las células en grupo (social) dependen de dos sistemas genéticos 

independientes denominados A y S, respectivamente (Ueki y Inouye 2006; Kaiser et al. 

2010). El movimiento aventurero parece estar asociado a la extrusión de mucílago 

(Wolgemuth et al. 2002; Youderian et al. 2003) y a adhesiones focales de la célula en 

las que participa la proteína AglZ (Mignot et al. 2007), mientras que en el movimiento 

social intervienen pili de tipo IV, fibrillas y el lipopolisacárido de la pared celular (Arnold 

y Shimkets 1988; Wall y Kaiser 1999; Kaiser 2000; Kaiser et al. 2010).  

 Cuando los nutrientes escasean, el ciclo vegetativo se interrumpe y las 

mixobacterias llevan a cabo un complejo proceso de desarrollo multicelular único en el 

mundo procariótico (Figura 1). Dicho proceso depende del intercambio entre células de 

varias señales que desencadenan una compleja red de acciones reguladoras 

intracelulares y una activación programada de genes específicos. El resultado final es 

la formación de estructuras multicelulares denominadas cuerpos fructíferos donde las 

células vegetativas se diferencian en formas de resistencia denominadas mixosporas, 
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que se mantienen metabólicamente inactivas hasta que las condiciones del medio 

vuelven a ser adecuadas (Kroos 2007; Kaiser 2008; Kaiser et al. 2010; Pathak et al. 

2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                          Figura 1. Ciclo de vida de M. xanthus 

 

El comportamiento social de las mixobacterias juega también un papel 

importante en su modo de alimentación, ya que se nutren a partir de otros 

microorganismos de su entorno, a los que degradan secretando una batería de 

enzimas al exterior. Desde un punto de vista nutricional, M. xanthus es una bacteria 

compleja. Los aminoácidos constituyen una excelente fuente de carbono y energía, 

pero también el acetato, glicerol, varios intermediarios del ciclo de Krebs y, 

especialmente, el piruvato. La leucina, isoleucina, valina y, en ausencia de la vitamina 

B12, la metionina, son esenciales para el crecimiento vegetativo aunque otras fuentes 

de carbono, energía y nitrógeno estén presentes en el medio. En cambio, ni las 

hexosas, ni las pentosas, ni los polisacáridos son utilizados por la bacteria (Bretscher y 

Kaiser 1978). Que la metionina sea un aminoácido esencial solo en ausencia de B12 se 

debe a la presencia de una sintetasa de metionina endógena (codificada por el gen 

situado en el locus YP_630206) cuya actividad depende de la vitamina. Dado que M. 

xanthus es incapaz de sintetizar cobalaminas de novo (al carecer de la mayoría de los 

genes implicados en esta ruta bioquímica), es imprescindible la captación exógena de 

éstas para que la bacteria pueda sintetizar metionina.  
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I.2  Carotenogénesis en M. xanthus y su regulación por luz azul 

 

En el hábitat natural de M. xanthus, el suelo, las células quedan fácilmente 

expuestas a la luz. La radiación luminosa genera agentes oxidantes que pueden 

reaccionar con lípidos de membrana, proteínas o ácidos nucleicos, dañando los 

componentes celulares. M. xanthus responde a la luz azul con la producción de 

carotenoides, moléculas fotoprotectoras que evitan la lisis celular (Burchard y Dworkin 

1966; Galbis-Martínez et al. 2012). 

 

 

I.2.1  Carotenoides 

 

Los carotenoides constituyen uno de los grupos de pigmentos más extendidos 

en la naturaleza. Están presentes en todos los organismos fotosintéticos, siendo 

responsables de la mayoría de los colores, del amarillo claro al rojo oscuro, de flores y 

frutos. También los producen ciertos hongos y bacterias no fotosintéticas, entre las 

que se incluye M. xanthus. Además, pueden encontrarse en distintos grupos de 

animales que, aunque no los sintetizan, acumulan y transforman los que incorporan en 

la dieta (Bonifacio et al. 2012).  

En los organismos fotosintéticos, los carotenoides se encuentran asociados, 

junto con bacterioclorofilas y clorofilas, a proteínas de membrana (Britton 1993; 

Kühlbrandt et al. 1994). Forman parte de los complejos antena y actúan como 

pigmentos accesorios de la fotosíntesis. En los organismos no fotosintéticos, los 

carotenoides están unidos a la membrana celular, a proteínas del citoplasma o a otras 

estructuras citoplasmáticas como cristales y fibrillas (Goodwin 1980; Britton 1983; 

Deruère et al. 1994; Takaichi 2011). Tanto en organismos fotosintéticos como no 

fotosintéticos, los carotenoides actúan como agentes fotoprotectores neutralizando 

ciertos compuestos fotoactivables, tales como las porfirinas (Dirks et al. 1980; Cogdell 

1988), o especies moleculares de alta energía y gran poder oxidante (como el oxígeno 

singlete) que se originan cuando las moléculas fotoexcitadas reaccionan con el 

oxígeno (Di Mascio et al. 1989). 

La estructura básica de los carotenoides está constituida por un esqueleto 

hidrocarbonado de 40 átomos de carbono. Se distinguen dos tipos de carotenoides: 

los carotenos, que no contienen oxígeno, y las xantofilas, que contienen radicales 

oxigenados. La estructura de ambos está a menudo modificada por 

deshidrogenaciones, ciclaciones y adición de diversos grupos funcionales. El estado 

de isomerización y el número de dobles enlaces conjugados de la estructura básica 
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determinan las propiedades de absorción de cada carotenoide. Los resultados de las 

investigaciones sobre estructura, propiedades, aplicaciones, regulación y biosíntesis 

de carotenoides son objeto de revisiones frecuentes (Armstrong y Hearst 1996; 

Maresca et al. 2008; Sandmann 2009; Tian y Hua 2010). 

 

 

I.2.2  Biosíntesis de carotenoides en M. xanthus 

 

La coloración de las colonias y los cuerpos fructíferos de las mixobacterias se 

debe en gran parte a la presencia de pigmentos carotenoides (Burchard y Dworkin 

1966). La purificación y caracterización químico-física de los carotenoides de distintas 

especies de mixobacterias (Kleinig y Reichenbach 1969; Kleinig et al. 1970; 

Reichenbach y Kleinig 1971; 1972) ha revelado que contienen mezclas de diferentes 

carotenoides, aunque la mayoría de ellos se encuentra en cantidades mínimas. En 

condiciones de iluminación, M. xanthus acumula mayoritariamente un éster glicosilado 

de mixobacton, grandes cantidades de fitoeno y cantidades menores de fitoflueno y 

otros (Martínez-Laborda et al. 1990). El color amarillo de las colonias o cultivos de M. 

xanthus incubados en la oscuridad se debe, sin embargo, a la síntesis de un pigmento 

hidrosoluble no carotenoide (Meiser et al. 2006). 

Los primeros pasos de la ruta de síntesis de carotenoides en M. xanthus son 

similares a los de otros organismos carotenogénicos. El precursor común es una 

molécula de cinco átomos de carbono, el isopentenil pirofosfato (IPP), que al 

condensarse con su isómero, el dimetil alil pirofosfato (DMAPP), da lugar al geranil 

pirofosfato (GPP), de 10 átomos de carbono. La condensación sucesiva de GPP con 

dos moléculas de IPP origina, en primer lugar, farnesil pirofosfato (FPP) y, finalmente, 

geranil geranil pirofosfato (GGPP), de 20 átomos de carbono. La condensación de dos 

moléculas de GGPP da lugar al fitoeno, de 40 átomos de carbono, que es el primer 

caroteno no coloreado de la ruta (Elías-Arnanz et al. 2008) (véase Figura 2). 
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Figura 2. Ruta de síntesis de carotenoides en M. xanthus y asignación de funciones a los genes 

car estructurales (crtIb y orfs del operón carB-carA). Los círculos azules indican las sucesivas 

reacciones generadas a partir de fitoeno. R representa una molécula de azúcar esterificada. 

 

 

I.2.3  Genética molecular de la carotenogénesis 

 

La producción de carotenoides en M. xanthus es absolutamente dependiente 

de estimulación externa, incrementándose notablemente si las células alcanzan la fase 

estacionaria. Especialmente estudiada ha sido la estimulación por luz azul, descrita 

inicialmente por Burchard y Dworkin, 1966. Posteriormente, se descubrió que la 

presencia de cobre en el medio estimula la síntesis de carotenoides en la oscuridad 

(Moraleda-Muñoz et al. 2005). El cambio de color, del amarillo al rojo, asociado a la 
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acumulación de carotenoides permite seguir visualmente el proceso y ha facilitado 

enormemente la identificación de mutantes, ya sea de fenotipo negativo (Car−), o 

constitutivo (CarC) (Figura 3). 

 

  

 

 

 

 

Figura 3. Estirpes de M. xanthus Car
−
 (amarilla, crecida en la luz) y Car

C 
(roja, crecida en oscuridad 

 

El estudio de dichos mutantes ha permitido identificar tanto genes estructurales 

como genes reguladores implicados en la respuesta a la luz azul, que se encuentran 

situados en seis loci independientes del genoma de M. xanthus: el operón regulador 

carQRS, el superoperón carB-carA (que agrupa genes estructurales y reguladores), el 

gen estructural crtIb, el operón regulador carDG y los genes reguladores ihfA y carF. Al 

análisis genético ha seguido en los últimos años un intenso análisis bioquímico. De 

ambas aproximaciones se deriva el modelo general de acción génica que se presenta 

más adelante, en la Figura 6. 

 

 

I.2.4  Genes estructurales 

 

El único gen estructural conocido que no se encuentra agrupado en el 

superoperón carB-carA es el gen crtIb, identificado por una inserción del transposón 

Tn5-lac que producía fenotipo Car− (Balsalobre et al. 1987). Estudios posteriores han 

llevado a concluir que crtIb participa en la deshidrogenación del fitoeno (Martínez-

Laborda et al. 1990; Fontes et al. 1993; Iniesta et al. 2007). 

Los ocho genes estructurales restantes conocidos se encuentran agrupados en 

el locus carB-carA (Figura 4). Seis de ellos (crtE, crtIa, crtB, crtD, crtC y orf6) 

constituyen un operón denominado carB, que se transcribe a partir de un único 

promotor fotoinducible (PB), cuya regulación por carH y B12 ha sido objeto de estudio 
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en este trabajo. Los otros dos genes (crtYc y crtYd) forman parte de un operón 

contiguo denominado carA, que se transcribe en la misma dirección pero de forma 

independiente de luz y a partir de un promotor situado en la región estructural de orf6 

(PA). No obstante, en condiciones de iluminación, la expresión del operón carA sufre 

un incremento debido a la transcripción procedente del promotor PB (Ruiz-Vázquez et 

al. 1993; Botella et al. 1995; Botella 1996). Las distancias intergénicas entre los genes 

estructurales resultan ser muy pequeñas o nulas, lo cual sugiere la existencia de algún 

tipo de acoplamiento traduccional entre ellos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. El superoperón carB-carA de M. xanthus. Se representan los orfs (1–11) 

deducidos del análisis de la secuencia, la posición (demostrada experimentalmente) de los 

promotores PB y PA y los mensajeros que desde ellos se producen. 
 

 

El análisis de los carotenos acumulados por varios mutantes y la similitud de 

secuencia con genes conocidos de otros organismos, así como su expresión 

heteróloga, han permitido asignar funciones enzimáticas concretas a la mayoría de 

productos génicos de los genes estructurales del superoperón carB-carA (revisado en 

Elías-Arnanz et al. 2008) (Figura 2). 

 

 

I.2.5  Genes reguladores 

 

A continuación, se describen con cierto detalle los genes reguladores 

identificados hasta la fecha por su papel en la respuesta a la luz. Los genes 

directamente implicados en la regulación del operón carB, objeto de estudio de este 

trabajo, se detallan en una sección aparte.  

El operón carQRS consta de tres genes acoplados traduccionalmente, carQ, 

carR y carS, cuya transcripción depende de un único promotor regulado por la luz a 

través de los propios productos génicos CarQ y CarR. Mutaciones de falta de función 

en el gen carQ producen fenotipo Car− e impiden la activación por la luz de su propio 
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promotor (PQRS), de los promotores del operón carB (PB) y del gen crtIb (PI) (Martínez-

Laborda y Murillo 1989; Fontes et al. 1993). El fenotipo Car− se debe a que CarQ es un 

factor σ, de los denominados ECF (extracytoplasmic function), que se requiere 

directamente para la expresión de PQRS y PI (Lonetto et al. 1994; Gorham et al. 1996; 

Browning et al. 2003). 

El gen carR fue definido originalmente por varias mutaciones ligadas que 

producían fenotipo CarC (Martínez-Laborda et al. 1986). La proteína CarR, que se sitúa 

en la membrana, actúa como regulador negativo de todo el sistema en la oscuridad, 

interaccionando físicamente con CarQ y secuestrándola en la membrana (Gorham et 

al. 1996; Browning et al. 2003; Galbis-Martínez et al. 2008). CarR es, por tanto, un 

factor anti-sigma. La iluminación con luz azul suprime la acción anti-sigma de CarR, 

liberándose CarQ y activándose la transcripción de los promotores regulados por éste 

(Gorham et al. 1996).  

Un factor clave para la inactivación de CarR por la luz es el producto del gen 

carF, la primera proteína conocida en la cascada reguladora. Las mutaciones en carF 

bloquean la activación de los tres promotores inducibles por la luz: PQRS, PI y PB 

(Fontes et al. 2003). Los estudios genéticos, junto con las pruebas de que CarF se 

sitúa en la membrana interna e interacciona físicamente con CarR (Galbis-Martínez et 

al. 2008) demuestran que CarF se comporta como un factor anti-anti-sigma. 

Recientemente, se ha demostrado que CarF, que no muestra similitud con ningún 

fotorreceptor conocido, no responde directamente al estímulo luminoso. Más bien 

parece que CarF funciona como un "detector" de la presencia de oxígeno singlete 

(1O2), una especie del oxígeno muy reactiva y dañina que se produce por la 

fotoexcitación de la protoporfirina IX (PPIX) acumulada en la membrana interna de M. 

xanthus (Galbis-Martínez et al. 2012). Una vez detectada la presencia de 1O2, y de 

alguna manera todavía por determinar, CarF transmitiría la señal a CarR, provocando 

su inactivación y la liberación de CarQ. CarF es similar a una familia de proteínas 

llamadas Kua, de función desconocida, y que se encuentran ampliamente distribuidas 

en organismos eucarióticos (Fontes et al. 2003; Galbis-Martínez 2005). En los 

segmentos citoplasmáticos de CarF se distinguen 12 histidinas, 8 de las cuales están 

conservadas en las proteínas Kua. Al menos 5 de estas 8 histidinas son esenciales 

para la función de CarF (Fontes et al. 2003; Galbis-Martínez et al. 2008). La 

distribución de varias de las histidinas es similar a la encontrada en las desaturasas e 

hidroxilasas de ácidos grasos, en las que constituyen un grupo de unión a hierro 

implicado en la interacción con O2 y su activación para oxidar al sustrato (Shanklin et 

al. 1997; Fontes et al. 2003; Gao et al. 2009), lo que sugiere que CarF podría 

presentar también un grupo de hierro. 
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En la respuesta de M. xanthus a la luz participan también otras proteínas, cuya 

acción reguladora tiene carácter global: la proteína IhfA, homóloga a la cadena α del 

IHF (integration host factor) de E. coli (Moreno et al. 2001), y las proteínas CarD y 

CarG. Dichas proteínas se expresan de forma independiente de la luz y 

probablemente funcionan como factores arquitectónicos modulando la conformación 

del DNA y/o la formación de complejos nucleoproteicos específicos implicados en 

distintas operaciones sobre el DNA. La mutación ihfA provoca una disminución 

drástica en la producción de carotenoides, bloqueando la activación de PQRS por la luz, 

y por tanto e indirectamente, la expresión de crtIb (Moreno et al. 2001). Además, la 

mutación ihfA bloquea la expresión del operón carA, cuyo promotor es dependiente del 

factor σ54 (Botella 1996; Moreno 1997). Es probable que, como ocurre con las 

proteínas IHF de otros organismos, IhfA actúe provocando una curvatura en el DNA 

que favorezca el contacto entre la polimerasa de RNA y proteínas activadoras 

específicas.  

 Los genes carD y carG forman parte del operón carDG. Sus productos génicos, 

CarD y CarG, actúan de manera conjunta en la activación de varios promotores 

(Peñalver-Mellado 2005; Peñalver-Mellado et al. 2006; Elías-Arnanz et al. 2010). En la 

respuesta a la luz, CarD es directamente necesario para la activación de PQRS y PI, 

afectando solo indirectamente a la activación de PB (Nicolás et al. 1994; Nicolás 1995). 

CarD y sus homólogos son las únicas proteínas procarióticas conocidas con un 

dominio de unión al DNA típico de los factores arquitectónicos eucarióticos de la 

familia HMGA (high mobility group A). Este dominio consta de una región ácida ligada 

a varias copias (cuatro en CarD) de un motivo de unión al DNA conocido como 

«gancho AT» (Nicolás et al. 1996). A través del dominio HMGA, en el extremo C-

terminal, CarD se une a una región específica, rica en pares AT, situada aguas arriba 

de la región −35 del promotor PQRS y que resulta esencial para que dicho promotor sea 

activado por la luz (Nicolás et al. 1996; Padmanabhan et al. 2001; García-Heras et al. 

2012). Se ha demostrado que el dominio de unión al DNA de CarD puede ser 

reemplazado por otros dominios básicos e intrínsecamente desestructurados (como 

los presentes en la HMGA1a, en la histona H1 o en el homólogo de CarD de 

Anaeromyxobacter dehalogenans) sin que ello afecte significativamente a ninguno de 

los procesos regulados por CarD (García-Heras et al. 2009). En CarD, pero no en las 

proteínas HMGA, el dominio de unión al DNA va precedido de un dominio N-terminal 

que es esencial para su función y que tiene un origen puramente procariótico (Cayuela 

et al. 2003). El dominio N-terminal está implicado en la interacción de CarD consigo 

misma, y con CarG y la polimerasa de RNA (Padmanabhan et al. 2001; Peñalver-

Mellado et al. 2006; García-Heras et al. 2009; Elías-Arnanz et al. 2010; García-Moreno 
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et al. 2010; García-Heras et al. 2012). CarG, por otro lado, es una proteína de unión a 

zinc que se requiere en todos los procesos en los que participa CarD, pero no se une 

directamente al DNA. Su función en el complejo podría ser la de interaccionar con 

otras proteínas, ya sean factores reguladores específicos o componentes de la 

maquinaria basal de transcripción (Peñalver-Mellado et al. 2006; Elías-Arnanz et al. 

2010).  

 

 

Regulación del operón carB 

 

La identificación de dos loci no ligados cuyas mutaciones afectaban a la 

expresión de PB, pero no a la de PI (tampoco a la de PQRS), puso de manifiesto que el 

mecanismo responsable de la fotoinducción del operón carB debía ser distinto del ya 

descrito para el gen estructural crtIb. Uno de los dos loci resultó ser carS, el tercer gen 

del operón carQRS. La primera mutación en carS, carS1, se identificó por producir 

expresión constitutiva del operón carB (Balsalobre 1989). La mutación carS1 es, sin 

embargo, una mutación de ganancia de función (que da lugar a una versión truncada 

de CarS), ya que la falta de función de carS bloquea la fotoinducción de PB (McGowan 

et al. 1993). CarS es, por tanto, un regulador positivo del promotor PB. La proteína 

CarS es pequeña, acídica, y no presenta homología global con ninguna proteína 

depositada en los bancos de datos. 

El segundo locus implicado en la regulación de PB se identificó por una 

mutación generada con luz ultravioleta, carA1, que provocaba fenotipo CarC incluso en 

una estirpe portadora de una deleción del operón carQRS (Martínez-Laborda et al. 

1986; Martínez-Laborda y Murillo 1989; McGowan et al. 1993; Botella et al. 1995). Los 

estudios posteriores revelaron que el fenotipo CarC se debe al efecto de la mutación 

sobre el gen carA, cuyo producto actúa como un regulador negativo de PB en la 

oscuridad (Botella et al. 1995; Cervantes y Murillo 2002). El análisis de la secuencia de 

CarA puso de manifiesto una arquitectura de dominios que hasta entonces no se había 

descrito en ninguna proteína: un dominio N-terminal de unión al DNA similar al de las 

proteínas MerR, asociado a un dominio C-terminal con un motivo de unión a 

cobalaminas (Botella et al. 1995; Cervantes y Murillo 2002). Los estudios in vivo e in 

vitro han confirmado que CarA es capaz de unirse al DNA y a cobalaminas aunque, 

sorprendentemente, su función represora es independiente de su unión a cobalaminas. 

Se ha demostrado que CarA se une en forma de dímero, primero a un sitio 

palindrómico de alta afinidad (pI), y después cooperativamente a un segundo sitio 

palindrómico de baja afinidad (pII), que solapa con la región -35 del promotor PB. 
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(véase Figura 5), impidiendo así la unión de la polimerasa de RNA (López-Rubio et al. 

2002; López-Rubio et al. 2004; Pérez-Marín et al. 2004).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Esquema de la región operadora de CarA (A) y modelo de regulación de PB por CarA y 
CarS (B). En A, las flechas y las letras coloreadas en rosa indican los dos palíndromes, pI y pII, a los que 

se une CarA. En B, la polimerasa de RNA aparece representada en color rojo, CarA en verde y CarS en 
naranja. 

 

La proteína CarS, que se produce exclusivamente en la luz, se une a la región 

N-terminal de CarA, desestabilizando los complejos CarA-DNA y permitiendo el 

acceso de la polimerasa de RNA y, por tanto, la expresión del operón carB (López-

Rubio et al. 2002; López-Rubio et al. 2004; López-Rubio 2005) (Figura 5B). 

Un resultado sorprendente en su momento fue la observación de que la adición 

de vitamina B12 al medio suprimía el fenotipo constitutivo para la carotenogénesis de la 

estirpe portadora de la deleción de carA. Curiosamente, para que el efecto de la 

vitamina tuviese lugar era necesario que estuviese intacto el operador de CarA en PB. 

Los estudios genéticos demostraron que el factor responsable de la respuesta 

dependiente de B12 era el producto del gen inmediatamente aguas abajo de carA, al 

que se denominó carH (Pérez-Marín et al. 2008). Los genes carA y carH determinan 

proteínas muy parecidas entre sí (35% de identidad), que muestran la misma 

arquitectura de dominios. Sin embargo, a pesar de la similitud entre ambas proteínas, 

solo CarH depende de la vitamina para su acción represora. Entender la base 

molecular de la diferencia entre CarA y CarH, y desvelar de qué modo la vitamina B12 

modula la acción reguladora de CarH han sido los principales objetivos de este trabajo. 
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Modelo de regulación 

 

Los datos obtenidos hasta la fecha permiten proponer el siguiente modelo de 

acción génica para la respuesta a la luz azul en M. xanthus (Figura 6). En la oscuridad, 

se produciría una expresión basal de los genes del operón carQRS, de tal manera que 

la proteína CarR, actuando como un factor anti-, mantendría secuestrada en la 

membrana a la proteína CarQ (un factor ECF), impidiendo así la activación de carQRS 

y crtIb. Por su parte, CarA, y/o CarH en presencia de B12, regularía negativamente la 

expresión del operón carB mediante su unión a PB y el bloqueo de la unión de la 

polimerasa de RNA al promotor. La producción de oxígeno singlete por fotoexcitación 

de la protoporfirina IX en la membrana sería la señal que dispararía la síntesis de 

carotenoides, en un proceso que requiere la participación del factor anti-anti- CarF. 

De alguna manera todavía por determinar, la proteína CarF provocaría la inactivación 

de CarR, con la que interacciona físicamente. CarQ quedaría entonces libre para 

activar, con ayuda de CarD y CarG, a los promotores PQRS y PI. La activación de PQRS 

requeriría también la participación de la proteína IhfA. La proteína CarS competiría con 

el DNA por la unión a CarA, anulando así el efecto negativo de CarA/CarH-B12 sobre 

PB y permitiendo la activación de dicho promotor. La expresión de los genes 

estructurales del operón carB y del gen crtIb llevaría a la síntesis de carotenoides. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Modelo de regulación de la respuesta a la luz azul en M. xanthus 
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I.3  Proteínas tipo CarA/CarH: una familia de proteínas con una 

asociación novedosa de dominios 

 

 Como se comentó anteriormente, CarA y CarH fueron las primeras proteínas 

reguladoras descritas con un dominio de unión a cobalaminas (Cervantes y Murillo 

2002). En ambas proteínas, dicho dominio se encuentra asociado a un dominio N-

terminal que se asemeja al dominio de unión al DNA de los factores de transcripción 

de la familia MerR (Botella et al. 1995; Heldwein y Brennan 2001; Cervantes y Murillo 

2002; Newberry y Brennan 2004). En la Figura 7A se muestra un alineamiento entre el 

dominio N-terminal de CarA y CarH y el dominio de unión al DNA de varias proteínas 

de la familia MerR. Los ensayos realizados en nuestro laboratorio han permitido 

demostrar que los dominios N-terminal de CarA y de CarH funcionan como regiones 

de unión no solo al DNA sino también a CarS (Pérez-Marín et al. 2004; López-Rubio 

2005; Pérez-Marín et al. 2008). Además, los estudios estructurales y funcionales 

realizados con el dominio N-terminal de CarA han puesto de manifiesto que dicho 

dominio adopta la topología en hélice-giro-hélice «alada» característica del motivo de 

unión al DNA de los reguladores MerR (Navarro-Avilés et al. 2007) (Figura 7B). CarS, 

que muestra un plegamiento de tipo barril con 5 hebras β antiparalelas (Figura 7C), 

similar a los dominios SH3 de interacción proteína-proteína típicamente eucarióticos, 

presenta un bolsillo hidrofóbico delineado por residuos acídicos que imita la estructura 

y distribución de cargas del DNA operador y en el que encaja la hélice α2 de CarA 

implicada en el reconocimiento del DNA (León et al. 2010). El uso de un mismo 

elemento, la hélice α2, para el reconocimiento del DNA y de CarS por CarA, unido al 

hecho de que CarS imita la estructura del DNA, proporcionan una explicación 

molecular detallada sobre el mecanismo de represión-antirrepresión que controla la 

expresión del operón carB. 

 La seña de identidad de CarA y CarH es la presencia de un dominio C-terminal 

con un motivo de unión a cobalaminas presente en varias enzimas que utilizan tales 

compuestos como cofactor (Cervantes y Murillo 2002). Los programas de predicción 

de estructura sugieren una organización en dos subdominios para esta región de CarA 

y CarH, similar a la determinada para el dominio de unión a cobalaminas de la 

sintetasa de metionina de E. coli (Figura 8; véase Apartado I.5). Con algunos cambios 

conservativos, en la región C-terminal de CarA y CarH se observa también el motivo 

consenso de unión a cobalaminas [DxHxxG-(41)-SxL-(26-28)-GG, donde x representa 

cualquier aminoácido] (Drennan et al. 1994a; Ludwig et al. 1996). Se ha demostrado 

que CarA es capaz de unirse in vitro a cobalaminas a través de su dominio C-terminal, 
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aunque no requiere su presencia para unirse eficazmente al DNA (López-Rubio et al. 

2002; López-Rubio et al. 2004). Además, las versiones de CarA mutadas en el motivo 

de unión a cobalaminas, que muestran un defecto en su unión a la vitamina in vitro, se 

comportan normalmente in vivo, lo que indica que CarA no depende de su unión a la 

vitamina para ejercer su función reguladora (Pérez-Marín et al. 2008). No obstante, el 

dominio C-terminal de CarA favorece la unión al DNA in vitro y es imprescindible in 

vivo, ya que la expresión a niveles fisiológicos del dominio N-terminal no es suficiente 

para restaurar el fenotipo silvestre para la carotenogénesis (Pérez-Marín et al. 2004). 

Los ensayos de doble híbrido han puesto de manifiesto que el dominio C-terminal 

media la interacción de CarA consigo misma y que dicha interacción no se ve alterada 

por la mutación del motivo de unión a cobalaminas (Pérez-Marín et al. 2008). Estos 

hechos demuestran que la oligomerización de CarA, aunque independiente de B12, es 

imprescindible para su función represora in vivo. La imposibilidad de purificar CarH en 

su forma nativa ha impedido demostrar experimentalmente in vitro su unión a 

cobalaminas. No obstante, la observación de que mutaciones en el motivo de unión a 

cobalaminas eliminan la represión de PB dependiente de B12 sugiere que, como 

predicen los análisis de su secuencia, CarH es un regulador transcripcional que se une 

a cobalaminas (Pérez-Marín et al. 2008). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



I. Introducción 
 

17 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

F
ig

u
ra

 7
. 
D

o
m

in
io

s
 N

-t
e

rm
in

a
l 

d
e

 C
a

rA
 y

 C
a
rH

, 
y

 e
l 

a
n

ti
rr

e
p

re
s

o
r 

C
a

rS
  

A
) 

A
li
n

e
a

m
ie

n
to

 d
e

l 
d

o
m

in
io

 d
e

 u
n

ió
n

 a
 D

N
A

 d
e

 v
a

ri
a

s
 p

ro
te

ín
a

s
 d

e
 l

a
 f

a
m

il
ia

 M
e

rR
: 
M

ta
N

 (
1
J
B

G
_

A
) 

y
 B

m
rR

(B
A

A
2
3

4
9

5
.1

) 
d

e
 B

. 
s
u

b
ti
lis

, 
M

e
rR

 (
A

D
C

8
0
8
4
4
.1

) 
y
 S

o
x
R

 

(A
A

B
3

1
6

8
0
.1

) 
d
e

 E
. 

c
o

li 
y
 l

a
 r

e
g

ió
n
 a

m
in

o
 d

e
 C

a
rA

 (
C

A
A

7
9

9
6

4
.1

) 
y
 C

a
rH

 (
C

A
A

7
9

9
6

5
.2

).
 S

o
b

re
 l

a
s
 s

e
c
u
e

n
c
ia

s
 s

e
 i

n
d

ic
a
n

 c
o

n
 u

n
a

 o
n

d
a
 a

z
u

l 
la

s
 l

á
m

in
a

s
-β

 y
 c

o
n

 u
n
a
 

h
é

lic
e

 r
o
ja

 l
a
s
 h

é
lic

e
s
-α

 d
e

 l
a
s
 p

ro
te

ín
a
s
 M

ta
N

 y
 B

m
rR

 d
e
 B

. 
s
u

b
ti
lis

, 
d

e
 a

c
u

e
rd

o
 c

o
n

 d
a

to
s
 c

ri
s
ta

lo
g

rá
fi
c
o

s
 q

u
e

 s
e

 c
o

rr
e
s
p

o
n
d

e
n

 c
o

n
 l

a
s
 p

re
d

ic
c
io

n
e
s
 p

a
ra

 l
a

s
 o

tr
a
s
 

p
ro

te
ín

a
s
. 

T
a

m
b
ié

n
 s

e
 i

n
d
ic

a
n

 l
o

s
 c

o
m

p
o

n
e
n

te
s
 d

e
l 

d
o
m

in
io

 d
e

 u
n
ió

n
 a

l 
D

N
A

: 
e

l 
m

o
ti
v
o

 h
é

lic
e

-g
ir

o
-h

é
lic

e
 (

H
-T

-H
) 

y
 l

a
s
 d

o
s
 a

la
s
. 

L
o

s
 a

m
in

o
á

c
id

o
s
 i

m
p

lic
a
d

o
s
 e

n
 l

a
 

in
te

ra
c
c
ió

n
 c

o
n

 e
l 
D

N
A

, 
s
e
g

ú
n
 d

a
to

s
 c

ri
s
ta

lo
g

rá
fi
c
o
s
, 

e
s
tá

n
 m

a
rc

a
d

o
s
 e

n
 r

o
jo

 s
o

b
re

 l
a

 s
e
c
u

e
n

c
ia

 d
e

 M
ta

N
 y

 B
m

rR
. 

E
n

 l
a
 ú

lt
im

a
 l
ín

e
a

 (
"c

o
n

s
e

n
s
o

")
 s

e
 i
n

d
ic

a
n

 l
a
s
 p

o
s
ic

io
n
e

s
 

c
o

n
s
e

rv
a

d
a
s
 (

·)
 o

 i
d

é
n

ti
c
a
s
 (

*)
 

B
) 

E
s
tr

u
c
tu

ra
 d

e
l 
d

o
m

in
io

 N
-t

e
rm

in
a
l 
d
e

 C
a

rA
 o

b
te

n
id

a
 p

o
r 

re
s
o

n
a

n
c
ia

 m
a

g
n

é
ti
c
a

 n
u

c
le

a
r 

(R
M

N
) 

(N
a
v
a

rr
o

-A
v
ilé

s
 e

t 
a

l.
 2

0
0

7
).

 

C
) 

A
 l
a

 i
z
q

u
ie

rd
a

: 
e

s
tr

u
c
tu

ra
 d

e
 C

a
rS

 o
b

te
n
id

a
 p

o
r 

R
M

N
. 

E
n
 e

l 
c
e

n
tr

o
 y

 a
 l
a

 d
e

re
c
h
a

: 
m

o
d
e

lo
 d

e
 u

n
ió

n
 d

e
l 
d
o

m
in

io
 N

-t
e

rm
in

a
l 
d

e
 C

a
rA

 a
 C

a
rS

 y
 a

l 
D

N
A

, 
re

s
p

e
c
ti
v
a
m

e
n

te
. 

L
a

 h
é
lic

e
 α

2
 e

s
tá

 v
is

ta
 d

e
 f

re
n

te
 y

 r
e
p

re
s
e

n
ta

d
a

 e
n

 c
o

lo
r 

m
o

ra
d

o
 (

L
e

ó
n

 e
t 

a
l.
 2

0
1

0
) 



I. Introducción 
 

18 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

F
ig

u
ra

 8
. 

A
li
n

e
a

m
ie

n
to

 d
e

l 
d

o
m

in
io

 d
e

 u
n

ió
n

 a
 c

o
b

a
la

m
in

a
 d

e
 l

a
s
 s

in
te

ta
s

a
s

 d
e

 m
e

ti
o

n
in

a
 d

e
 E

. 
c

o
li
 y

 M
y

c
o

b
a

c
te

ri
u

m
 l

e
p

ra
e

 c
o

n
 l

a
 r

e
g

ió
n

 c
a

rb
o

x
il

o
 d

e
 C

a
rA

 y
 

C
a
rH

. 
S

o
b

re
 l
a

s
 s

e
c
u

e
n

c
ia

s
 s

e
 i
n

d
ic

a
n

 e
n
 r

o
jo

 l
a
s
 h

é
lic

e
s
 α

, 
y
 e

n
 a

z
u

l 
la

s
 l
á
m

in
a

s
-β

, 
d
e

 l
a

 p
ro

te
ín

a
 d

e
 E

. 
c
o

li,
 d

e
 a

c
u

e
rd

o
 c

o
n

 d
a
to

s
 c

ri
s
ta

lo
g

rá
fi
c
o

s
. 

L
o

s
 m

is
m

o
s
 c

o
lo

re
s
 

s
e

 e
m

p
le

a
n
 p

a
ra

 l
a

s
 o

tr
a
s
 p

ro
te

ín
a
s
 q

u
e

 a
d

o
p

ta
n
 l

a
 c

o
n

fo
rm

a
c
ió

n
 c

o
rr

e
s
p
o

n
d
ie

n
te

, 
d
e

 a
c
u

e
rd

o
 c

o
n
 p

re
d

ic
c
io

n
e
s
 t

e
ó
ri

c
a
s
. 

A
b
a

jo
, 

s
e

 i
n
d

ic
a

 e
l 

m
o

ti
v
o

 c
o

n
s
e

n
s
o

 p
a

ra
 e

l 

s
u

b
d
o

m
in

io
 I

I.
 



I. Introducción 
 

19 
 

 Hasta hace aproximadamente siete años, CarA y CarH eran las únicas 

proteínas conocidas con la asociación singular de dominios descrita. Sin embargo, el 

análisis comparativo de la secuencia de CarA con los bancos de datos, muy 

engrosados en los últimos años por la secuenciación masiva de genomas, ha revelado 

la existencia de proteínas hipotéticas parecidas a CarA y CarH en al menos 123 

especies bacterianas distintas de M. xanthus. De todas ellas solo 11 especies 

pertenecen, como M. xanthus, al grupo de las δ-proteobacterias y solo en 

mixobacterias se observan especies con dos copias parálogas, una de las cuales se 

asemeja más a CarA y la otra a CarH. En la Figura 9 se muestra el alineamiento entre 

las proteínas CarA y CarH y proteínas similares de tres especies de mixobacterias 

(Myxococcus fulvus, Corallococcus coralloides y Stigmatella aurantiaca), de otras δ-

proteobacterias (Bdellovibrio bacteriovorus) y de bacterias de otros grupos 

taxonómicos (Thermus thermophilus, Heliobacterium modesticaldum, Dermacoccus 

sp., Exiguobacterium sibiricum, Chloroflexus aurantium, Nocardia farcinica y 

Dechloromonas aromatica). En el extremo N-terminal destaca un bloque de residuos 

muy conservado que forma parte del motivo hélice-giro-hélice característico de los 

factores de la familia MerR, y en el que, según datos estructurales, se localizan varios 

residuos implicados en el contacto con el DNA (Heldwein y Brennan 2001; Navarro-

Avilés et al. 2007). Cabe esperar que, como en CarA y CarH, tal región N-terminal 

corresponda al dominio de unión al DNA de estas proteínas. En líneas generales, en el 

extremo C-terminal se aprecian las características típicas del dominio de unión a B12 

observado en CarA, CarH y en las enzimas que usan B12 como cofactor. Solo se 

observan algunos cambios conservativos y otros que afectan a la distancia entre los 

tres pequeños tramos conservados del motivo de unión a B12.  
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  CarA  1 MT-----------------LRIRTIARMTGIREATLRAWERRYGFPRPLRSEGNNYRVYS 

  CarH  1 MA--ER----------T--YRINIAAELAGVRVELIRAWERRYGVLTPRRTP-AGYRAYT 

CcCarA  1 MS-----------------LRIRTIARLTGIREATLRAWERRHGFPRPERSE-NNYRVYS 

CcCarH  1 MA--ER----------T--YRIHIAAELSGVRVELIRAWERRYGVLEPERTP-AGYRVYT 

MfCarA  1 MT-----------------LRIRTIARLTGIREATLRAWERRYGFPRPLRSEGNNYRVYS 

MfCarH  1 MA--ER----------T--YRIHIAAELAGVRVELIRAWERRYGVLNPRRTP-AGYRVYT 

TtCarH  1 MTS-------------SGVYTIAEVEAMTGLSAEVLRQWERRYGFPKPRRTP-GGHRLYS 

HmCarA  1 MSTKDH------G---F--YNIKAVEKMTGVAAGTLRVWEHRYQVIQPDRNK-AGYRVYS 

DcCarA  1 MS--TH--VE--G------LQIGELAERVGVSTHTLRAWERRYGILKPSRTT-GGYRVYS 

SaCarA  1 MA--ER----------T--YRIHIAAELSGVSPELIRAWERRYGVPRPLRTP-AGYRVYT 

ExCarA  1 M---DR------G---K--YNIKAVAALVGLNPTTIRAWERRYQVLDPDRSE-SGHRIYS 

CaCarA  1 MA--PQHFLSQFSDKPR--YNTKAVAQETGVPADTFRAWERRYGVPRPQRTE-GGHRLYS 

BbCarA  1 MI--NM-VISD-A---L--LDIDQVNQLTGLSQATLRNWEKRYGFPKPQRSE-GGHRLYH 

NfCarA  1 MP--AV-PVPPSGAS-G--YPVRAVAERLGVPTATLRSWNRRYGIGPVQDRP-GSHRLYT 

DaCarA  1 MN--TP----------S--FNIAAVERDTGLSKDVLRMWERRYGFPVPERDL-NGERVYP 

cons    1 *                  . .. .. ..*.   ..*.*..*...... ..  ...*.*. 

 

 

 

  CarA  44 REEVEAVRRVARLIQEEGLSVSEAIA--------------QVKTEPPREQ--PEAERL-- 

  CarH  46 DRDVAVLKQLKRLT-DEGVAISEAAK-LLPQLMEGLEAEVAGRGASQDAR--PHAETW-- 

CcCarA  43 RDEVEAVRRVAKLM-EEGLSVSEAIA--------------QVRDEPRTVI--PPEARH-- 

CcCarH  46 DRDVALLKRLKALT-DEGVAISEAAK-LVPQLRAELDAVSSPPAEHPEARIGTQPETW-- 

MfCarA  44 REEVAAVRRVARLIQEEGLSVSEAIA--------------QVKATPPREQ--PEAERL-- 

MfCarH  46 DRDVAVLKQLKKLT-DEGVAISEAAK-LLPQLMAGLDAEAAARGGRPDAR--THAETW-- 

TtCarH  47 AEDVEALKTIKRWL-EEGATPKAAIR--------------RYLAQEVR------PEDL-- 

HmCarA  49 QEDVQTIQWLAQQV-KNGVTIGQAVKMLHQKDVLRPISPLVDTGKDALGE---------L 

DcCarA  48 ELDVRRVSAVLGLR-EQGVSIAEAAR----------RVNANVVAQIPAGR-RIDAAAI-- 

SaCarA  46 EQDVALLRRLKQLV-GEGMSIREAAA-WASREVEHVQVPPPVLAEGGTSR----TEEW-- 

ExCarA  46 DNDVAKLRWIVDKQ-KEGLSVSKAIQ-LYEMPVNRTEVP-IDYGI----E---------L 

CaCarA  56 ERDIATIRWLRDRT-AEGLTISQAIA-LM---IEGSDTSLSWLNTAVDTE----PHTWER 

BbCarA  51 VEEVQKIREVVSLC-KNGIKILEAIE-RVLKGTSPVSDTAVAISQPTSPV-FVEPLNE-G 

NfCarA  54 ETDIALLERMLELI-RAGVSPSRAAA--------------TARGPAPAPG---------D 

DaCarA  46 ADQVDRLRLIKRLM-DQG---HRPGK-LIATPAEELTALAPRRARASESI--PTGEGE-D 

cons    61 . ... .. .  .. ..*.......                  .           .     

 

 

 

  CarA  86 -RERFWSSVGALEGDEVTRVLDDAQTVMDVEAYCDGFLLPLLREMGV-----RLDVAREH 

  CarH 100 -RESMLAATQAYDQPRVSDVLDEVLAALPPLKAFDEVLAPLLCDVGERWESGTLTVAQEH 

CcCarA  84 -LERFWAAVMVLDSEGADAALSAVQVGLGATTYCDTILIPLLREMAS-----RLDVAREH 

CcCarH 102 -RAAVLAAAEAYDQPRVARVLDEVLTALPPLKAFEDVLVPVQREVGDRWHAGTLTVAQEH 

MfCarA  86 -GERFWSAVVTLEGDEVTRVLDDAQTVMEVEAYCDGFLLPLLREMGV-----RLDVAREH 

MfCarH 100 -RESLLAAAQAYDQPRVSDVLDEVLAALPPLKAFDDVLAPLLCDVGEHWAAGALTVAQEH 

TtCarH  84 -GTGLLEALLRGDLAGAEALFRRGLRFWGPEGVLEHLLLPVLREVGEAWHRGEIGVAEEH 

HmCarA  99 -HRRIVLALDDYDEQKASAAMEEALSLFSMERVAVELILPILQELGERWARRELTVAHEH 

DcCarA  94 -VYEMHRAVDRFDEFALSAALDRLLSSHRLEEALRDGLMPFLVQLGGRWERGEVSVAHEH 

SaCarA  98 -REAVLAAAERYDQTRVSQVLDEVLAALPPLKAFDEVLAPVQRAVGDRWHAGTLTVAQEH 

ExCarA  90 -RDQLFEALTNFEERHAHDIMNKAFSMFSFDKVIQDIVGPLLHEIGMRWEKGTITIAHEH 

CaCarA  107 MQARMIAALTDFDATRAEQILGEAFALYPLEDVFLKLIQPAMVEIGEQWHAGRLSVTAEH 

BbCarA  107 -ISQVLKALYKYDMDLAEQYLSRLGMRLSETDLLEMVYPKLLMKVGEDWENSRINIAQEH 

NfCarA  90 -RGPLLAAAFALDTATVTAHLDAHLRAFGVVDTWETLCRPAFADIVARQGAGEGCIDVEH 

DaCarA  98 -LTDLLALIKQHDAAGYQQAMQQRLARQGLQRFVQDTVSPLTHQVGEAWEDGSFEVFEEH 

cons    121  .  .....  ..   .. .... .  .      .... ..........  . .... ** 
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  CarA 140 LASALIRQRLRQVYDALSPAPAGPRALLACPSGDHHEGGLLVLGIHLKRKGWRVTMLGAD 

  CarH 159 LVSQMVRARLVSLLHAAPLG-RHRHGVLACFPEEEHEMGLLGAALRLRHLGVRVTLLGQR 

CcCarA 138 MASALVRHRLRMLLAGMERVGDGPRGLLACPERDHHEGGLLALGVHLKARGWRVTLLGAD 

CcCarH 161 LVTQVVRERLVSLLHGAPRG-GRKHAVLACFPEEEHEIGLLGAALRLRHAGMRVTLLGQR 

MxCarA 140 LASALVRQRLRQVYDGLATTAAGPRALLACPAGDHHEGGLLALGIHLKRKGWRVTLLGAD 

MxCarH 159 LVSQMVRARLVGLLHAAPQG-RHRHGVLACFPEEEHEMGLLGAALRLRHLGVRVTLLGQR 

TtCarH 143 LASTFLRARLQELLD-LAGFPPGPPVLVTTPPGERHEIGAMLAAYHLRRKGVPALYLGPD 

HmCarA 158 FASNFFRARLAAMLCALPANRDLPLVLAACVSGEHHDLGLLIFSIFLRRRGFRVIYLGQD 

DcCarA 153 FATQLIRRRLDSYSLMWADG-DGPLVVLACPPGEQHDIPLLVLGVLLARSGWRIRYIGQE 

SaCarA 157 LVSQVVRARLVNLLHVAPENLGQRHAVLGCFPDEEHEVGLLGAALRLRHAGIRVSLLGQR 

ExCarA 149 FATAFLRARLSTLSLQMPINPFLPRILCVCAPEEEHELGLLFFTLYLRQSGFDVIFLGAG 

CaCarA 167 FATQFIRRKLSSLFNTYNVTEGRGLVVVGCAPSEQHDLGALMLAVFLVRHGWQVIYLGPE 

BbCarA 166 FSWNFLRTRLLNYFKSNRVGVNQPKVLLTTPPGELHEGGLIVLAAYLMLKGWQVYYLGVN 

NfCarA 149 LLSWCIGAALQRAFPPS----AGPGALLACTSGETHALPLDVLRAALAERGLGARMLGPD 

DaCarA 157 LFTELTKRLLRQAIAALSGGPRRPRVLLTSVPDETHILGLLMAEAMFALEGAECIPLGTQ 

cons   181 ....... .*  .. .       ....... . . *...... .......*... ..* . 

 

 

 

  CarA 200 TPAAALQGACVQVRPDVVALSFV----RARAPEEFASVLEDALRACAP-FPVVVGG-LGA 

  CarH 218 VPAEDLGRAVLALRPDFVGLSTV----ASRSAEDFEDTLTRLRQALPRGLPVWVGG-AAA 

CcCarA 198 TPSEALQGACMQVRPDLVALSFI----RRRDADDFVAVLSEAMHACAP-APVVVGG-PGA 

CcCarH 220 VPAEGLGETVARAKPDVVGLSAV----TNRGATVFEDVLTRIQAALPKGLPLWVGG-PVA 

MfCarA 200 TPAAALQGACAQVRPDVVALSFV----RTRAPEEFAAVLEDALRACAP-FPVVVGG-LGA 

MfCarH 218 VPAEDLGRAVAALRPDFVGLSAV----ASRSASAFEDTLTRVKQALPQGMPLWVGG-AAA 

TtCarH 202 TPLPDLRALARRLGAGAVVLSAV----LS---EPLRALPDGALKDLAP--RVFLGG-QGA 

HmCarA 218 LPTEDLYEVVGELRPRIVALSVGSRLLVPEVLLIHEQLMEMTKRGGFP-MRVCIGGRGVD 

DcCarA 212 TPVADLAQACSILQPDLVVMAAT-------RDTTFRRSLDELRDLARS-YRLLIGG-RGA 

SaCarA 217 VPVKDLGHLVGQLRPHLVGLSAV----VNPGAAAFEQTLSELMAVLPAQVPLWVGG-PAA 

ExCarA 209 IPVPDLVTVTKQLTPRAVVLSCT----ISDHLKDLDEAIDQIQKQAPQ-TEIGLGG---- 

CaCarA 227 VPVKDLLDAVQHIQPDLVCLSAS----TTETATQLLE-IGRALQQLPPPTPLFGYG-GRA 

BbCarA 226 LPMDDLLHAYEGIEPDIVCLSAI----ESENIEKNWNELEKMKC-------VVVGG---- 

NfCarA 205 VPTAALVDALGRHAEGAAVVLWS-----HRESTALTSAVRACLGAGAR---VFVGG---- 

DaCarA 217 MPLLEIGRAAEAHRADIVALSFS----TAFPQRQIPALLQQLRIVLPDGIELWCGG-G-- 

cons   241 .*  ..  .   ......... .           .   .  .  .     .....*  .. 

 

 

 

  CarA 254 REHLKAIFSLGAQYAESSE-ELV-A-IWNQVRN------AQN---RP------------- 

  CarH 273 RSHQAVCERLAVHVFQGEE-------DWDRLAGT-------------------------- 

CcCarA 252 REHLKMLFTLGAQYAESAE-ELI-A-VWQQARN------AQN---RP------------- 

CcCarH 275 QAHADVCERLGVRFFAHED-------DWTRMAG--------------------------- 

MfCarA 254 REHLKATFSLGAQYAESSD-ELV-A-IWNQVRN------AQN---RP------------- 

MfCarH 273 RSHQDVCERLSAHVFQGEA-------DWDRLAGA-------------------------- 

TtCarH 252 GP--EEARRLGAEYMEDLK-GLAEA-LWLPRGP------EKE---AI------------- 

HmCarA 277 YDVEAQEHLKGSYIAGTIE-------SWDNWLR------TLD------------------ 

DcCarA 263 TD--TICADLGVEAMSQDV--VA---AASALID------ESG---RTGRSDSDAAAQLVG 

SaCarA 272 LHHAEVCARWGARVFRPGD-------DWAVLLA--------------------------- 

ExCarA 260 YAVEQHPEKYGDMLLGSDD---N---AWKSWLS------RLTPTTGV------------- 

CaCarA 281 FNLNPVLTHKMPGTFLGRD-------AQEAVENVASLLSRSR------------------ 

BdCarA 271 ----PCLAELRVQELPESK-------HISLVGG------NLH---SA-VAQMELLLHSAT 

NfCarA 253 -------PGWDEVVLPPDA-----E-RLDSLAE------AVD---RL-S----------- 

DaCarA 270 -GIARLAAQDGIRLIPSLDRAIDELNEWRTTHA--------------------------- 

cons   301      .   ..       .        .  .                              

 

 

 

 

 

 

---(41)------------------SxL-----------(26-28)-------------GG 

 

Figura 9. Alineamiento entre la secuencia de aminoácidos de CarA, CarH y trece proteínas que 
presentan la misma asociación de dominios: Cc (Corallococcus coralloides), Mf (Myxococcus fulvus), 
Tt (Thermus thermophilus), Hm (Heliobacterium modesticaldum), Dc (Dermacoccus sp.), Sa (Stigmatella 
aurantiaca), Ex (Exiguobacterium sibiricum), Ca (Chloroflexus aurantium), Bb (Bdellovibrio 
bacteriovorus), Nf (Nocardia farcinica) y Da (Dechloromonas aromatica). En la última línea se indican las 

posiciones conservadas (.) o idénticas (*). En la región N-terminal, sobre la secuencia, se indica el 
motivo hélice-giro-hélice (H-T-H) y las dos alas del dominio de unión al DNA de las proteínas de tipo 
MerR. En la región C-terminal, sobre la secuencia, se marca el inicio del dominio de unión a cobalamina 
(Iα1). En la última línea se indica el motivo consenso para el subdominio II del dominio de unión a 
cobalamina. 

DxHxxG---------------------- 
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 Hasta la fecha, solo se han estudiado las proteínas homólogas a CarA/CarH de 

las bacterias T. thermophilus y S. coelicolor, que muestran síntesis de carotenoides 

regulada por luz, como M. xanthus. Aunque originalmente la síntesis de carotenos se 

consideró constitutiva en T. thermophilus (Hoshino et al. 1993), posteriormente se ha 

descrito que se trata de un proceso estimulable por luz (Takano et al. 2011). También 

se ha demostrado que la síntesis de carotenos en S. coelicolor ocurre de forma 

fotoinducible, y que los genes carotenogénicos se encuentran agrupados en dos 

operones, crtEIBV y crtYTU (Takano et al. 2005; Takano et al. 2006). Al igual que en M. 

xanthus, la expresión de dichos genes depende de un factor sigma de tipo ECF, aquí 

denominado LitS. No se ha identificado, sin embargo, un factor anti-sigma que cumpla 

una función análoga a la de la proteína CarR de M. xanthus. La proteína de "tipo 

CarA/H" de S. coelicolor, LitR, también parece estar implicada en la regulación por la 

luz de la síntesis de carotenoides. Datos genéticos iniciales llevaron a proponer que, a 

diferencia de CarA y CarH, LitR es un regulador positivo necesario para la 

fotoinducción del promotor de litS (PlitS), aunque dicha capacidad activadora no pudo 

reproducirse en ensayos de transcripción in vitro utilizando el promotor de litS y 

polimerasa de RNA reconstituida con el factor LitS (Takano et al. 2005). Ensayos 

posteriores, sin embargo, llevaron a sugerir que LitR ejerce una acción represora 

sobre PlitS en la oscuridad: mientras que la expresión heteróloga de litS y litR en 

Streptomyces griseus provoca la expresión fotoinducible del promotor del operón 

crtYTU (PcrtY), la deleción de litR del plásmido de expresión provoca la expresión 

constitutiva de PcrtY (Takano et al. 2006). No obstante, aún no se ha podido demostrar 

in vitro la unión de LitR al promotor PlitS que, por cierto, contiene un palíndrome 

interrumpido, como ocurre en PB (Takano et al. 2005; Takano et al. 2006). Como se 

había especulado para CarA (Cervantes y Murillo 2002), se ha propuesto que la 

captación de la señal luminosa por la vitamina B12 podría modular la acción de LitR, tal 

vez provocando un cambio conformacional en dicho factor que permita la expresión de 

litS (Takano et al. 2006).  

 Estudios recientes con Thermus thermophilus han demostrado que la proteína 

homóloga a CarA/CarH presente en esta bacteria regula negativamente la síntesis de 

carotenoides en la oscuridad y lo hace de una manera dependiente de B12 (Takano et 

al. 2011). Dado que su comportamiento, como se demuestra en este estudio, se 

asemeja al descrito previamente para CarH en M. xanthus, hemos adoptado el término 

"TtCarH" para referirnos a dicha proteína. Parte de los objetivos de este trabajo ha 

sido determinar el modo de acción molecular de TtCarH y su modulación por B12. 
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I.4  Las cobalaminas 

 

 Las cobalaminas (con un Pm de 1355,38 a 1580 g/mol) son las biomoléculas no 

poliméricas más grandes y complejas que se conocen. Están constituidas por un anillo 

corrínico, relacionado estructural y químicamente con el grupo hemo y la clorofila. La 

más conocida de las cobalaminas es la vitamina B12, que fue descrita por primera vez 

en 1925 como el "factor anti-anemia perniciosa" (Minot y Murphy 1926; Whipple y 

Robscheitt-Robbins 1926). Su posterior aislamiento por parte de Smith y Folkers en 

1948 permitió a los afectados por esta enfermedad un cambio drástico en su 

tratamiento que pasó de la ingestión de varios gramos de hígado crudo, a la de unos 

pocos microgramos de un compuesto rojo y cristalino (Rickes et al. 1948; Smith 1948). 

La resolución de la estructura de la vitamina (Hodgkin et al. 1956) y una intensa 

colaboración entre los laboratorios de Woodward y Eschenmoser culminó en la 

síntesis total del cofactor (Stevens 1982). El papel biológico de la B12 fue desentrañado 

al descubrirse que la adenosilcobalamina (AdoB12), uno de los derivados de la 

vitamina, es el cofactor de la enzima glutamato mutasa (Barker et al. 1958). A este 

descubrimiento siguió, varios años más tarde, el de otra alquilcobalamina 

biológicamente activa, la metilcobalamina (MeB12) (Guest et al. 1962). En general, el 

papel biológico de las cobalaminas es el de cofactores enzimáticos (Banerjee y 

Ragsdale 2003), aunque también se ha descrito su papel regulador en los 

denominados ribointerruptores (Bastet et al. 2011), como se menciona en el Apartado 

I.6. 

 

 

I.4.1  Estructura de las cobalaminas 

 

 La estructura de las cobalaminas es bastante compleja. El anillo corrínico 

presenta radicales laterales de metilo, acetamida y propionamida y un átomo de 

cobalto central unido a cuatro de sus nitrógenos por sendos enlaces covalentes. Al 

cobalto se unen, en la parte superior e inferior de la corrina, dos "sustituyentes axiales" 

perpendiculares al plano del anillo (Figura 10). El sustituyente axial inferior o Coα de 

las cobalaminas es el nucleótido 3' fosforribosil-dimetilbencimidazol (3'PRDmb), que 

además se une a una de las propionamidas laterales del anillo formando un bucle 

denominado "bucle nucleotídico". El 3'PRDmb está constituido por una ribosa 

fosforilada en su posición 3´ (no en la 5´ como la mayoría de los nucleótidos) y por 

dimetilbencimidazol (Dmb), base nitrogenada procedente de la riboflavina. El carbono 

5' de la ribosa se une al nitrógeno 5 del Dmb y su fosfato 3 al radical propionil del anillo 



I. Introducción 
 

24 
 

D de la corrina. A su vez, el nitrógeno 7 del Dmb enlaza con la parte inferior del 

cobalto cerrando así el "bucle nucleotídico" (Roth et al. 1996).  

La estructura descrita hasta ahora recibe el nombre de cobalamina. Existen 

diferentes tipos de cobalaminas según el sustituyente axial superior o Coβ, que puede 

ser un grupo adenosilo, en el caso de la adenosilcobalamina o coenzima B12 (AdoB12); 

un metilo, en la metilcobalamina (MeB12); un ciano, en la cianocobalamina o vitamina 

B12 (CNB12); un OH en la hidroxocobalamina (OHB12); una molécula de H2O en la 

acuocobalamina (AqB12) o un H en la pseudocoenzima B12 (Lenhert y Hodgkin 1961; 

Lenhert 1968; Rossi et al. 1985) (véase Figura 10). Estos sustituyentes se unen al 

anillo corrínico a través de un enlace cobalto-carbono, que constituye uno de los pocos 

ejemplos de enlaces metal-carbono conocidos en la naturaleza (Lenhert y Hodgkin 

1961). Una característica de este enlace, que ha resultado relevante para este estudio, 

es su fotosensibilidad. En presencia de luz, se produce una ruptura extremadamente 

rápida del enlace y la consiguiente pérdida del ligando superior (Bond et al. 1972).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 La CNB12 no es una cobalamina natural, pero puede ser transformada por las 

bacterias, una vez eliminado el grupo ciano por una decianasa (Figura 11), a 

Figura 10. Esquema de la estructura de general de las cobalaminas (izquierda) y tipos posibles de 

cobalaminas (derecha) en función del grupo químico (R) que actúa como ligando superior del 

cobalto. 
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cualquiera de las dos formas que actúan como cofactores enzimáticos, la AdoB12 y la 

MeB12 (Roth et al. 1996). Para la conversión a AdoB12 se requiere la participación de 

las adenosiltransferasas de ATP:corrinoides (ATR) que catalizan la transferencia de un 

radical adenosilo al cobalto de una cob(I)alamina (anillo corrinoide sin sustituyente Coβ 

y en un estado de oxidación +1) para dar AdoB12 (Figura 11). Existen tres tipos de 

enzimas ATR: las CobA, EutT y PduO (Johnson et al. 2001; Yamanishi et al. 2005; 

Mera y Escalante-Semerena 2010). La síntesis de MeB12 a partir de cob(II)alamina es 

llevada a cabo por las propias enzimas que la utilizan como cofactor, las 

metiltransferasas, que usan la MeB12 como donadora de metilo y catalizan 

posteriormente su regeneración (Koutmos et al. 2009). 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Síntesis de adenosilcobalamina a partir de cianocobalamina (Johnson et al. 2001). 

La estructura planar representa el anillo tetracorrínico de la cobalamina y el cono azul en la parte 
inferior el dimetilbenzimidazol. En el primer paso de la reacción, una decianasa retira el grupo ciano 
(CN) de la cianocobalamina (CNB12) y lo sustituye por un hidroxilo (OH) tomado de una molécula de 
agua, dando lugar a hidroxocobalamina (OHB12). A continuación, ésta sufre una reacción de 
reducción y deshidratación catalizada por una reductasa, generando cob(II)alamina que será de 
nuevo reducida a cob(I)alamina. En el último paso, una adenosiltransferasa transfiere un grupo 
adenosilo, tomado de un ATP, a la coba(I)alamina para dar adenosilcobalamina (AdoB12).  
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I.4.2  Origen ancestral de las cobalaminas y distribución en la naturaleza 

 

 Existen varios autores que apoyan el origen prebiótico de las cobalaminas y su 

importancia catalítica en el "mundo de RNA". En consonancia con esta hipótesis, la 

síntesis de B12 en algunas bacterias comienza con una molécula de aminoacil-tRNA 

(Roth et al. 1996). Además, como se detalla más adelante (Apartado I.6), las 

cobalaminas controlan la expresión de los genes implicados en su biosíntesis y 

transporte a través de un mecanismo ancestral de regulación de la expresión génica, 

basado en un elemento de RNA conocido como ribointerruptor.  

 Se han identificado dos rutas de biosíntesis de cobalaminas, una dependiente 

de oxígeno y la otra inhibida por él, en las que participan más de 20 genes. Una 

diferencia notable entre ambas rutas es el momento de inserción del cobalto, que 

ocurre al principio en la ruta anaeróbica y al final en la aeróbica (Roth et al. 1996). Las 

rutas de síntesis de cobalamina, del grupo hemo, del F430 (grupo prostético de la 

reductasa de metil-coenzima M), de la clorofila y del sirohemo (grupo prostético de 

varias enzimas implicadas en la reducción del azufre y del nitrógeno) comparten pasos, 

por lo que parece probable que todas provengan de una ruta ancestral diseñada en un 

principio para la síntesis de B12, cuya evolución refleja la propia evolución del 

metabolismo energético (Figura 12).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Esta hipótesis se ve también apoyada por la estructura del uroporfirinógeno III, 

precursor común del hemo, sirohemo, clorofila y cobalamina. El uroporfirinógeno III es 

asimétrico, ya que uno de sus anillos de porfirina está invertido con respecto a los 

demás (señalado con una flecha roja en la Figura 13, izquierda). Dicha inversión 

podría ser importante en la eliminación de carbono (contracción del anillo) que ocurre 

durante la síntesis de cobalaminas (Figura 13 derecha). Esta estructura sugiere que la 

Figura 12. Relación entre las rutas de síntesis del grupo hemo, sirohemo, la clorofila y la AdoB12 

(tomado de Roth et al., 1996). 
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ruta se desarrolló inicialmente para la síntesis de B12 y más tarde se añadieron las 

ramas que dieron lugar al sirohemo, hemo y clorofila (Roth et al. 1996).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En cuanto a su distribución entre los seres vivos, cabe destacar que la síntesis de B12 

está restringida a algunas bacterias y arqueas. Varios animales (incluyendo los 

humanos) y protistas la requieren, pero no la sintetizan (Roth et al. 1996; Warren et al. 

2002; Croft et al. 2005; Taga et al. 2007; Zhang et al. 2009), y las plantas y los hongos 

no sintetizan ni utilizan B12 en su metabolismo (Roth et al. 1996). 

 

 

I.5  Enzimas dependientes de cobalaminas 

 

 La primera proteína descubierta de unión a B12 fue la mutasa de glutamato de 

Clostridium tetanomorphum, que utiliza la AdoB12 como cofactor (Barker et al. 1958). 

Hoy se conocen tres subfamilias de enzimas asociadas a cobalaminas: las 

metiltransferasas, dependientes de MeB12; las isomerasas, dependientes de AdoB12, y 

las deshalogenasas. Por carecer del motivo de unión a cobalaminas propio de las 

isomerasas tipo I y metiltransferasas, que es el que está presente en CarA y CarH, los 

detalles estructurales y mecanismos de reacción de las deshalogenasas no serán 

tratados en este trabajo. En M. xanthus, además de la metiltransferasa ya mencionada, 

Figura 13. Izquierda: Molécula de uroporfirinógeno III, precursor del grupo hemo, sirohemo, 

clorofila y cobalaminas. El anillo invertido con respecto a los demás, que rompe la simetría de la 

molécula, está señalado con una flecha roja. Derecha: Molécula de precorrina-4B, primer 

compuesto intermediario de la ruta de síntesis de la AdoB12 que presenta la contracción del anillo 

tetrapirrólico, necesaria para formar el anillo corrínico, y una serie de cambios adicionales marcados 

en rojo.  
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existe una ribonucleósido reductasa dependiente de B12 (locus YP_631136.1) y una 

mutasa de metilmalonil-CoA (YP_630484.1-YP_630485.1). 

 

 

I.5.1  Las metiltransferasas 

 

 Las metiltransferasas catalizan la transferencia de un grupo metilo mediante la 

ruptura heterolítica del enlace metil-cobalto de la MeB12, su cofactor. Dicha ruptura 

deja dos electrones en el cobalto para formar cob(I)alamina y un carbocatión metilo 

listo para ser transferido. Las metiltransferasas juegan un importante papel en el 

metabolismo aminoacídico de muchos organismos (incluido el hombre) y también en el 

metabolismo de compuestos de un único carbono y en la fijación de CO2 en 

microorganismos anaeróbicos (Banerjee y Ragsdale 2003). 

 Uno de los ejemplos más estudiados de este tipo de enzimas es el de la 

sintetasa de metionina de E. coli. Esta enzima cataliza la transferencia del grupo metilo 

de la MeB12 a la homocisteína para dar metionina y cob(I)alamina. La cob(I)alamina 

tomará después otro grupo metilo del metiltetrahidrofolato (CH3-H4folato) para generar 

de nuevo MeB12 con liberación de H4 folato (Banerjee y Matthews 1990; Banerjee et al. 

1990a) (Figura 14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 14. Reacciones catalizadas por la sintetasa de metionina. Se representa el estado de 

oxidación del Co, así como su relación con la histidina 759 de la sintetasa de metionina. 
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 Para que tenga lugar este ciclo completo de reacciones, se forma un complejo 

ternario entre la enzima y los dos sustratos. Durante el intercambio cíclico, la 

cob(I)alamina es ocasionalmente oxidada (a veces como reacción a la luz) a la forma 

inactiva cob(II)alamina. Su vuelta al ciclo catalítico normal se realiza mediante una 

metilación reductiva en la que se requiere adenosilmetionina como donador de metilo y 

un electrón aportado por una flavodoxina (Mangum y Scrimgeour 1962; Fujii y 

Huennekens 1974; Banerjee et al. 1990b).  

La sintetasa de metionina de E. coli, con un tamaño de 136 kDa, está 

compuesta por cuatro dominios o regiones: una región de unión a homocisteína (38 

kDa), una región de unión a CH3-H4 folato (33 kDa), una región de unión a cobalamina 

(27 kDa) y, por último, un dominio de activación (38 kDa) (Ludwig y Matthews 1997). 

La región de unión a cobalaminas será descrita en mayor profundidad en este 

apartado debido a su similitud con el dominio C-terminal de CarA y CarH, objeto de 

estudio del presente trabajo. En las enzimas dependientes de metilcobalamina, esta 

región está compuesta por dos subdominios: el I y el II (Drennan et al. 1994a). El 

subdominio I (extremo amino) presenta una topología de tipo helix bundle (haz de 

hélices) formada por dos pares de hélices α antiparalelas (Figura 15). Tras él, un largo 

bucle conduce al dominio II (carboxilo), llamado también barril α/β, parecido al 

plegamiento Rossmann de unión a nucleótidos, compuesto por 6 hélices α y 5 láminas 

β paralelas distribuidas como se muestra en la Figura 15.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. A) Dominio de unión a B12 de la sintetasa de metionina (dos orientaciones rotadas 90º 

entre sí). Se observan el subdominio I (parte superior) y el subdominio II (parte inferior), con la 
metilcobalamina entre ambos. Se muestra la His759 de la sintetasa de metionina y el desplazamiento 
del Dmb al bolsillo del dominio II. B) Diagrama topológico del dominio de unión a B12. COB: 
metilcobalamina. 
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El subdominio II, pero no el subdominio I, se encuentra también en las mutasas 

dependientes de AdoB12. La unión de la MeB12 a la sintetasa de metionina causa un 

cambio conformacional complejo en la MeB12 que consiste en el desplazamiento del 

Dmb del cobalto al que está unido, su inserción en un bolsillo y su reemplazamiento 

por una histidina del dominio α/β de la enzima. Esta conformación se denomina "base-

off his-on" (Figura 16) y depende de un motivo conservado de unión a cobalaminas 

que se muestra en la Figura 17. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 La corrina se sitúa entre los subdominios I y II, a la manera de un sándwich, 

interaccionando su parte inferior con los bucles que unen las hélices y láminas del 

dominio α/β. La cola nucleotídica penetra en un profundo bolsillo formado por las 

láminas IIβ3 y IIβ4 y la hélice IIα3 (Drennan et al. 1994a). El subdominio α-helicoidal 

actúa como una caperuza protectora de la parte superior de la corrina, en concreto del 

grupo metilo, aislándolo del disolvente. Esto implica que debe producirse un 

desplazamiento del haz de hélices para permitir el acceso de los sustratos durante el 

ciclo catalítico y la reacción de reactivación (Drennan et al. 1994a; Ludwig y Matthews 

1997). Dicho desplazamiento no encontraría mucha oposición en los pocos puentes de 

hidrógeno existentes entre los subdominios I y II, ni en el largo bucle que los conecta. 

Esta estructura se conserva en todas las enzimas dependientes de MeB12 conocidas. 

Un estudio comparativo de los dominios de unión a B12 da como resultado el motivo 

mostrado en la Figura 17, donde aparecen alineadas las secuencias que constituyen 

dicho motivo en las sintetasas de metionina de E. coli, Mycobacterium leprae y M. 

xanthus. La secuencia conservada pertenece al dominio α/β y se encuentra también 

en enzimas dependientes de AdoB12, tales como la metilmalonil-CoA mutasa humana 

y la glutamato mutasa de Clostridium tetanomorphum (Figura 17). La presencia de 

este motivo se considera una marca identificativa del modo de unión a cobalamina 

"base-off his-on", en el que el Dmb es desplazado por la histidina.  

 
 
 

Figura 16. Las distintas conformaciones de las cobalaminas: "base-on", "base-off" y "base-off 

his-on". 
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   MxMS            96 DVHDIG            143GLSGLLVKS           172VGGA 

   EcMS            757DVHDIG            802GLSGLITPS           829IGGA 

   MlMS            729DVHDIG            775GMSGLLVKS           803LGGA 

   HsMM            617DGHDRG            662GVSTLAAGH           690CGGV 

   CtGM            14 DCHAVG             59CVSSLYGQG           87 VGGN 

   Consenso          DxHxxG------41--------SxL--------26/28-----GG 

 

 

 

 

 

Cuatro de los siete aminoácidos conservados, las tres glicinas y la serina, se 

encuentran en la “entrada” del bolsillo en el que se aloja la cola nucleotídica. La 

histidina es la que establece el enlace con el cobalto, desplazando al DMB. La leucina 

se coloca junto a tal histidina, y el aspártico establece con ésta un puente de 

hidrógeno de gran importancia en el mecanismo de reacción de la enzima (Drennan et 

al. 1994a).  

El aspártico también se une mediante otro puente de hidrógeno a un residuo de 

serina, conservado en las metiltransferasas, pero no en las mutasas, que se encuentra 

en una posición más exterior. Así, estos tres residuos His-Asp-Ser (conocidos como 

tríada-ligando) forman un “canal” para la transferencia de protones entre el disolvente 

y la histidina. La protonación y desprotonación del par His-Asp modula la estabilidad y 

reactividad de la cobalamina en la sintetasa de metionina, influyendo en la fuerza del 

enlace N-Co y promoviendo la formación y ruptura heterolítica del enlace C-Co que 

resultan críticas para la actividad de esta enzima. Diferentes estudios de 

fotoestabilidad y reactividad de la enzima silvestre y de varios mutantes en alguno de 

estos residuos confirman la importancia del papel de la tríada-ligando (Amaratunga et 

al. 1996; Jarrett et al. 1996). 

 

 

I.5.2  Las isomerasas 

 

 Las isomerasas constituyen la familia más numerosa de enzimas dependientes 

de B12 en bacterias, en las que juegan un importante papel en los procesos 

fermentativos (mutasa de glutamato, mutasa de metilmalonil-CoA)y en la conversión 

de los ribonucleótidos a desoxirribonucleótidos (reductasa de ribonucleótidos), un 

proceso necesario para la síntesis de DNA (Banerjee y Ragsdale 2003). La única 

enzima dependiente de AdoB12 que está presente tanto en bacterias como en 

mamíferos es la mutasa de metilmalonil-CoA, que en humanos participa en la 

Figura 17. Alineamiento de las secuencias de aminoácidos especialmente conservados en los 
dominios de unión a B12 de distintas proteínas. MxMS: sintetasa de metionina de M. xanthus; 
EcMS: sintetasa de metionina de E. coli; MlMS: sintetasa de metionina de Mycobacterium leprae; 
HsMM: metilmalonil-CoA mutasa de Homo sapiens; CtGM: glutamato mutasa de Clostridium 
tetanomorphum. Las dos últimas son dependientes de AdoB12. 
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degradación de ácidos grasos. Desde un punto de vista enzimático, las isomerasas 

catalizan el intercambio de un hidrógeno y otro sustituyente entre dos carbonos 

contiguos a través del mecanismo reflejado en la Figura 18. Para llevar a cabo esta 

reacción, promueven la homólisis del cofactor AdoB12, quedando uno de los electrones 

del enlace C-Co unido al radical 5' adenosilo y el otro al cobalto del anillo corrínico. 

Esta fisión homolítica es una reacción inusual cuyo mecanismo no se conoce en 

profundidad, aunque sí se sabe que la enzima acelera la velocidad de la reacción unas 

1012 veces (Padmakumar et al. 1997; Marsh y Ballou 1998). La fotólisis de la AdoB12, 

que también da lugar a un radical 5'-desoxiadenosilo y cob(II)alamina, ha servido 

como modelo para el estudio de la hidrólisis enzimática de AdoB12 (Schwartz y Frey 

2007). Las isomerasas dependientes de B12 se dividen en dos subclases: las de tipo I 

y las de tipo II. En las primeras, el Dmb de la AdoB12 es desplazado del cobalto del 

anillo corrínico por una histidina del motivo de unión a cobalaminas, del tipo DXHXXG, 

adoptando la conformación "base-off his-on" (Mancia et al. 1996), tal y como ocurre 

con la sintetasa de metionina de E. coli. En las de tipo II, carentes del motivo de unión 

a cobalaminas descrito (Shibata et al. 1999), el Dmb permanece unido al cobalto en 

una conformación denominada "base-on" (Figura 16). Tanto en las de tipo I como en 

las de tipo II el mecanismo básico de reacción es el que se refleja en la Figura 18 

(Marsh y Drennan 2001).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Las mutasas de glutamato y las de metilmalonil-CoA constituyen ejemplos de 

isomerasas tipo I. La mutasa de glutamato de Clostridium tetanomorphum, que fue la 

primera proteína de unión a B12 descubierta y una de las mejor caracterizadas (Barker 

Figura 18. Esquema del mecanismo de acción de las isomerasas (Marsh y Drennan 2001).  
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et al. 1958), cataliza la interconversión reversible de (S)-glutamato a (2S, 3S)-3-

metilaspartato (Figura 19).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En general, las isomerasas dependientes de B12 guardan una gran similitud estructural. 

Todas ellas, con excepción de la reductasa de ribonucleótidos, presentan un dominio 

tipo barril TIM, en lugar del subdominio I α-helicoidal propio de la sintetasa de 

metionina. El plegamiento tipo barril TIM está constituido por 8 hélices α, que forman 

su superficie interna, alternadas con 8 láminas β paralelas, que forman la superficie 

externa del barril. Además, al igual que la sintetasa de metionina, las isomerasas tipo I 

muestran un dominio α/β, similar al dominio Rossmann, donde se encuentra, situado 

en un bucle flexible, el motivo de unión a cobalaminas (Banerjee y Ragsdale 2003). En 

la Figura 20A se muestra las estructura tridimensional de la mutasa de glutamato de 

Clostridium cochlearium, un heterotetrámero constituido por dos subunidades ε (de 

~55 kDa) y dos σ (de ~15kDa), y una molécula de B12 unida a cada interfase εσ. En la 

holoenzima, la subunidad σ es la responsable de la unión al cofactor y la ε la que 

contiene el sitio activo. Tras la unión de la cobalamina, el cobalto de ésta interacciona 

con la histidina del motivo de unión a cobalaminas de la subunidad σ provocando el 

desplazamiento del Dmb, que queda enterrado en un bolsillo hidrofóbico elongado del 

dominio Rossmann, de manera similar a lo que ocurre con la sintetasa de metionina 

(Marsh 2000). La subunidad ε presenta la estructura en barril TIM (α/β)8 y su extremo 

C-terminal se asienta sobre la cara superior de la AdoB12 por lo que, además de 

contener el sitio activo de la enzima, contribuye a la unión del coenzima. La mayor 

parte de los contactos se establecen entre las cadenas laterales de la propionamida 

del coenzima y las amidas de la cadena principal de los bucles que conectan los 

Figura 19. Reacción catalizada por la mutasa de glutamato. 
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diferentes elementos del barril (Marsh 2000). En la Figura 20B puede observarse un 

esquema de la metilmalonil-CoA mutasa humana (Thoma y Leadlay 1996), un 

homodímero cuya estructura ha sido modelada a partir de la estructura cristalográfica 

determinada para la subunidad catalítica () de la metilmalonil-CoA mutasa 

heterodimérica de Propionobacterium shermanii (ambas proteínas muestran un 65% 

de identidad). En ella se aprecia el dominio N-terminal con estructura en barril TIM 

(α/β)8 y el dominio Rossmann C-terminal, unidos por una región conectora larga. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

I.6  Regulación de la expresión génica por cobalaminas 

 

Las cobalaminas no solo actúan como cofactores de diversas enzimas, sino 

que además pueden modular la expresión génica. El principal mecanismo por el que 

ejercen tal acción reguladora es a través de los denominados ribointerruptores (del 

inglés, riboswitches). Se trata de dominios estructurados de RNA que normalmente se 

encuentran en la región 5´ no traducida (5´ UTR) de ciertos mRNA y que modulan la 

expresión de diversos genes metabólicos a través de su unión específica a distintos 

ligandos (vitaminas, aminoácidos, purinas, metales o tRNA) o por detección de ciertos 

parámetros físico-químicos (temperatura o pH). Aunque la regulación mediada por 

ribointerruptores es un mecanismo que opera principalmente en bacterias, se han 

descrito también posibles casos en arqueabacterias (Miranda-Ríos et al. 2001; 

Figura 20. A) Estructura tridimensional de la mutasa de glutamato de Clostridium cochlearium 

obtenida por difracción de rayos X (Gruber y Kratky 2002). Las dos subunidades ε están 

representadas de color azul claro, las dos σ de rosa, las dos moléculas AdoB12 de amarillo-verdoso y 

el sustrato de verde oscuro. B) Diagrama topológico de la estructura de la metil malonil-CoA 

mutasa humana (Thoma y Leadlay 1996)(en el esquema aparece una molécula de cobalamina sin 

su ligando superior, ausente en la estructura determinada). 
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Rodionov et al. 2002; Winkler et al. 2002) y eucariotas (Kubodera et al. 2003; 

Sudarsan et al. 2003; Vitreschak et al. 2004; Cheah et al. 2007). 

Los ribointerruptores están compuestos por dos dominios estructural y 

funcionalmente distintos. El primero de ellos, denominado aptámero, contiene una 

secuencia conservada que reconoce el metabolito diana con una especificidad elevada. 

El segundo, denominado plataforma de expresión, se encuentra situado 

inmediatamente aguas abajo del aptámero. Tras la unión aptámero-metabolito, sufre 

un cambio conformacional que regula la expresión del gen u operón adyacente, ya sea 

al nivel transcripcional (controlando la elongación del mRNA) (Barrick y Breaker 2007) 

y/o post-transcripcional, controlando el inicio de la traducción (Fuchs et al. 2007), el 

procesamiento del RNA (en eucariotas)(Kubodera et al. 2003; Bocobza et al. 2007; 

Croft et al. 2007; Cheah et al. 2007; Wachter et al. 2007) o su estabilidad (Winkler et al. 

2004). 

Los ribointerruptores dependientes de B12 son los más abundantes en la naturaleza y 

generalmente se utilizan para inhibir, en presencia del ligando, la síntesis de proteínas 

relacionadas con su propio metabolismo o transporte. No obstante, es posible que la 

B12 también regule la síntesis de algunas proteínas que no muestran una relación, al 

menos obvia, con las cobalaminas (Rodionov et al. 2003). El estudio comparativo de 

secuencias situadas aguas arriba de genes implicados en el transporte y síntesis de 

cobalaminas en 107 genomas bacterianos permitió identificar cerca de 200 posibles 

ribointerruptores dependientes de B12 distribuidos entre 67 especies distintas, que 

presentan desde 1 hasta 14 elementos por genoma (Vitreschak et al. 2003). Tal 

estudio reveló la existencia de secuencias muy conservadas, y permitió proponer la 

estructura secundaria que formaría el aptámero del ribointerruptor dependiente de B12, 

y dos modelos de regulación basados en la formación de estructuras alternativas de 

RNA. En el primero de ellos, la unión de la AdoB12 a su secuencia de reconocimiento 

provoca un cambio conformacional en el mRNA que conduce a la formación de un 

terminador de la transcripción intrínseco (una horquilla de RNA seguida de seis o más 

residuos de uracilo). La transcripción quedaría así abortada antes de que se sintetice 

la parte cifradora del mRNA (Figura 21 A). Estudios recientes (Fox et al. 2009; Baker y 

Perego 2011) han confirmado que ciertos ribointerruptores dependientes de B12 

modulan la expresión génica mediante este mecanismo. En el segundo modo de 

regulación, la unión de AdoB12 a la citada secuencia consenso provocaría la formación 

de una horquilla en el mRNA que secuestra el sitio de unión al ribosoma (RBS). Se 

impide así la formación del complejo ribosoma-mRNA y, por tanto, el inicio de la 

traducción (Figura 21 B). Se ha descrito también la existencia de un elemento de tipo 
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intensificador que actuaría en ausencia de B12, desplegando la horquilla que secuestra 

el RBS (Ravnum y Andersson 1997). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los casos de regulación por ribointerruptores dependientes de B12 mejor 

estudiados son los que se encuentran en el operón cob de Salmonella typhimurium 

(con genes codificantes de enzimas relacionadas con la síntesis de cobalamina), y en 

el gen btuB de E. coli y S. typhimurium (que codifica el transportador de B12) (Nahvi et 

al. 2002; Nahvi A et al. 2004). 

La estructura secundaria de los ribointerruptores de B12 que deriva de los 

estudios más recientes se muestra en la Figura 22. Aunque se ha propuesto que todos 

los ribointerruptores de B12 se unen a AdoB12, el trabajo de Johnson et al., 2012 ha 

revelado que algunos ribointerruptores reconocen MeB12 y acuocobalamina (AqB12, la 

forma fotolisada de AdoB12) con una afinidad mucho mayor que AdoB12. La 

prevalencia de los ribointerruptores de AqB12 en bacterias marinas probablemente 

Figura 21. Control de la expresión génica por ribointerruptores dependientes de B12. A) Control 

de la transcripción. B) Control de la traducción. Tomado de Mandal y Breaker, 2004. 
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refleja una adaptación del RNA al ambiente marino, en el que el reservorio de 

cobalaminas libres se espera que sea mayoritariamente AqB12.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Recientemente se ha determinado la estructura terciaria de tres 

ribointerruptores dependientes de cobalaminas (Johnson et al. 2012; Peselis y 

Serganov 2012). La importancia de estos trabajos radica en que muestran, por primera 

vez, cómo el ligando modula la comunicación entre la plataforma de expresión y el 

aptámero para el control de la expresión génica. En concreto, el estudio realizado por 

Johnson et al., 2012 presenta la estructura terciaria completa de dos ribointerruptores 

(Figura 23), uno de ellos perteneciente a una muestra metogenómica de océano (env8) 

y el otro a Thermoanaerobacter tengcongensis (Tte), que aparecen asociados a AqB12 

y AdoB12, respectivamente. Aunque ambos ribointerruptores presentan un núcleo de 

unión a cobalamina común, utilizan extensiones periféricas específicas para el 

reconocimiento de cobalaminas diferentes. Además, se ha demostrado que existe una 

interacción entre el bucle L5 (del aptámero) y el L13 (de la plataforma de expresión), 

que da lugar a una zona de contacto (kissing loop o KL ,cuya formación se ve 

fuertemente favorecida por la presencia de cobalaminas. La estructura terciaria de 

ambos ribointerruptores está integrada por dos apilamientos coaxiales, uno formado 

Figura 22. Estructura secundaria de los ribointerruptores de B12. Se refleja la parte conservada en 

todos ellos (azul), la interacción entre bucles o KL (verde), y las extensiones periféricas que confieren la 

especificad por un tipo concreto de cobalamina. Típicamente, en los ribointerruptores de B12 que regulan 

la traducción, el lazo L13 contiene el sitio de unión al ribosoma (Johnson et al. 2012). 
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por P1-P3-P6 y el otro por P4-P5-P13. El reconocimiento de la cobalamina ocurre 

mediante complementariedad entre la forma del ligando y del RNA, con una escasa 

participación de los enlaces por puentes de hidrógeno. En ambos ribointerruptores, la 

cobalamina se encuentra entre el surco menor del apilamiento coaxial P3-P6 y la 

hélice del KL formada por el apareamiento de L5 y L13. La cara inferior del anillo 

corrínico interacciona con el KL estableciendo contactos dependientes de la estructura 

más que de la secuencia nucleotídica. El Dmb y el aminopropilo que lo conecta al 

anillo corrínico interaccionan con el esqueleto de ribosas fosfato de L5 y L13 

principalmente por medio de fuerzas de van der Waals. La zona de contacto KL-

cobalamina es casi idéntica en los dos ribointerruptores a pesar de la baja similitud de 

secuencias en L5 y L13, lo que indica que existe un reconocimiento estructural entre el 

KL y la B12. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Además, sorprendentemente, el mencionado trabajo revela que el 

ribointerruptor env8, con un bucle P6 no extendido, presenta 500 veces más afinidad 

por acuacobalamina (AqB12) y MeB12 que por AdoB12. La afinidad preferente por uno u 

otro tipo de cobalamina se consigue gracias a diferencias conformacionales en J6/3 

originadas por variaciones en las hélices P3, P4, P5 y P6.  

Se ha descrito que la actividad de la sintetasa de metionina humana muestra 

un incremento notable en medio suplementado con su propio cofactor B12 (Mangum et 

al. 1969), un efecto que ocurre a nivel traduccional y depende de un elemento sensible 

Figura 23. Estructura terciaria de env8AqB12 (izquierda) y de Tte (derecha) unidos, respectivamente, 
a AqB12 y AdoB12 (rojo) (Johnson et al. 2012). En azul está representado el nodo central, en verde el KL 
y las expansiones de P6 en violeta. Las regiones desordenadas de Tte, J1/13 y J(P8-P10), están 
representadas por esferas. 
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al cofactor localizado en la región 5´UTR del mRNA diana (Oltean y Banerjee 2003). 

Dicho efecto positivo se debe a que la vitamina promueve la traducción al provocar 

que el mRNA pase de la fracción ribonucleoproteica inactiva a la fracción polisomal. El 

elemento de respuesta a B12 identificado previamente se corresponde con un sitio 

interno de entrada del ribosoma que, a diferencia de los ribointerruptores, no se une 

directamente al cofactor (Oltean y Banerjee 2005), sino que más bien parece requerir 

un mediador proteico cuya identidad se desconoce por el momento.  

Además de los mecanismos ya mencionados, se conoce un caso de regulación 

por B12 en S. typhimurium, relacionado con la utilización de la etanolamina como 

fuente de carbono y nitrógeno. Los genes que determinan la síntesis de las enzimas 

requeridas para su utilización se encuentran agrupados en el operón eut, cuya 

expresión depende de etanolamina y B12 (Roof y Roth 1989). La etanolamina es 

degradada a acetaldehído y amonio por la acción de la enzima amonioliasa, que utiliza 

AdoB12 como cofactor. Dado que dicho cofactor puede o no estar presente, parece 

lógico que la transcripción de los genes necesarios para la utilización de la 

etanolamina esté sujeta a regulación positiva por B12. Los datos genéticos sugieren 

que la regulación concertada por etanolamina y B12 está mediada por el producto del 

gen eutR. Se ha especulado que la interacción física entre EutR y sus dos cofactores 

provocaría un cambio conformacional en la proteína que conduciría a la activación del 

operón eut (Roof y Roth 1992). Sin embargo, aunque EutR posee un dominio de unión 

al DNA de tipo hélice-giro-hélice, carece de un dominio canónico de unión a B12. Así 

pues, es todavía una incógnita cómo dicho cofactor modula la acción de EutR.  

Los resultados de un estudio con Enterococcus faecalis (Fox et al. 2009) 

sugieren que S. typhimurium podría utilizar un sistema de regulación mixto, en el que 

EutR mediaría la respuesta a etanolamina y un ribointerruptor, aún por identificar, la 

respuesta a B12. Así, en E. faecalis, que carece de EutR, la expresión del operón eut 

está controlada por un ribointerruptor dependiente de AdoB12 y un sistema de dos 

componentes constituido por las proteínas EutW (quinasa de histidina) y EutV 

(regulador de respuesta con un dominio de unión a RNA). La unión de la AdoB12 al 

ribointerruptor impide la formación de un terminador intrínseco de la transcripción, 

mientras que la etanolamina promueve la autofosforilación de EutW y la consiguiente 

fosforilación de EutV, lo que influye en su capacidad de unión al RNA y, por tanto, en 

la estabilidad del terminador intrínseco de la transcripción.  

Hay que destacar que, hasta la realización de este trabajo, no se había descrito 

ningún caso de regulación de la expresión génica por B12 mediado por una proteína 

reguladora que dependa directamente de cobalaminas. 
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I.7  Fotorreceptores bacterianos 

 

 La luz solar, que engloba desde la radiación electromagnética de alta energía a 

las ondas de radio de baja energía, pasando por la luz visible (Figura 24), es un factor 

ambiental prácticamente ubicuo. Sirve como fuente de energía directa para los 

organismos fotoautótrofos y fotoheterótrofos, pero también constituye, para gran parte 

de los organismos no fotosintéticos, una importante señal que regula diversos 

procesos biológicos. No obstante, como ya se ha comentado anteriormente, la luz 

también genera agentes oxidantes (debido principalmente al efecto fotosensibilizador 

de tetrapirroles y derivados de flavinas) que pueden reaccionar con lípidos de 

membrana, proteínas o ácidos nucleicos, dañando los componentes celulares.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tanto en los organismos eucarióticos como en los procarióticos, la capacidad de 

percibir la luz suele estar mediada por proteínas fotorreceptoras resultantes de la 

asociación de ciertos dominios proteicos con moléculas fotosensibles específicas o 

cromóforos. Los cromóforos constituyen un grupo reducido de moléculas no proteicas, 

de variada naturaleza química y pequeño tamaño. Al absorber luz de una determinada 

longitud de onda, los cromóforos pasan de un estado basal a un estado excitado, en el 

que pueden permanecer <1 a >104 segundos, antes de regresar al estado basal. 

Hasta el hallazgo en este trabajo de que la vitamina B12 puede actuar como cromóforo, 

eran cinco los cromóforos (FMN, FAD, ácido p-cumarínico, retinal y bilina) y seis los 

módulos proteicos con capacidad fotorreceptora conocidos en bacterias, ninguno de 

Figura 24. Irradiancia solar desde 1 nm hasta 100 μm, con la región visible del espectro (380-750 

nm) resaltada. EUV: Ultravioleta extremo. UV: ultravioleta (Purcell y Crosson 2008)  
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los cuales se encuentra presente en M. xanthus (Tabla 1; Figura 25): (a) los dominios 

LOV (light, oxygen and voltage), BLUF (blue-light sensing using FAD), PYP 

(photoactive yellow protein), y criptocromo/fotoliasa, que absorben luz azul mediante 

su asociación con FMN, FAD, ácido p-cumarínico, y FAD, respectivamente; (b) las 

proteorodopsinas, que absorben luz azul o verde, mediante su asociación con el 

retinal; (c) los bacteriofitocromos, que absorben luz roja, mediante su asociación con 

bilina (van der Horst et al. 2007; Purcell y Crosson 2008; Gomelsky y Hoff 2011).  

 

 

 

 

 Mientras que la actividad de proteorrodopsinas, bacteriofitocromos y PYP 

depende de la isomerización de sus respectivos cromóforos, la de criptocromos, 

dominios LOV y BLUF está basada en la fotoquímica de las flavinas, que participan en 

una reacción de transferencia de electrones (BLUF y criptocromos) o en la formación 

de un aducto con un residuo de cisteína (LOV) (Figura 25).  

 Cinco de los seis tipos de fotorreceptores bacterianos se identificaron por 

primera vez en bacterias fototróficas. Este hecho se debe a que, durante años, los 

trabajos sobre fotobiología bacteriana se centraron en el estudio de los organismos 

fototróficos, bajo la suposición errónea de que las bacterias no fotosintéticas eran 

insensibles a la luz. El descubrimiento de bacteriofitocromos en Deinococcus 

radiodurans y Pseudomonas aeruginosa, y de un fotorreceptor tipo LOV en Bacillus 

subtilis cambió la percepción de que los fotorreceptores eran exclusivos de las 

bacterias fototróficas (Davis et al. 1999; Losi et al. 2002). 

 

 

Módulo Cromóforo Luz absorbida 

LOV (Light, Oxigen and 

Voltage) 

FMN (Flavin mononucleótido) Azul 

BLUF (Blue-Light sensing 

Using FAD) 

FAD (Flavin adenosin dinucleótido) Azul 

PYP (Photoactive Yellow 

Protein) 

Ácido p-cumarínico Azul 

Criptocromo/ fotoliasa FAD Azul 

Proteorodopsinas Retinal Azul/Verde 

Bacteriofitocromos Bilinas/Tetrapirroles lineales Rojo/Rojo lejano 

Tabla 1. Módulos fotorreceptores bacterianos (Purcell y Crosson 2008). 
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En los últimos años, el análisis bioinformático de cientos de genomas bacterianos 

secuenciados ha puesto de manifiesto la existencia de posibles fotorreceptores en 

Figura 25. Representación de la estructura tridimensional de los 6 tipos de fotorreceptores 
bacterianos conocidos (hasta la realización de este trabajo) con sus respectivos grupos 
cromóforos (tomado de Purcell y Crosson, 2008). En las estructuras proteicas (izquierda), los 

cromóforos aparecen representados en rojo. A la derecha, se indican las transiciones estructurales y 
enlaces covalentes inducidos en dichas moléculas por la luz (la transferencia de electrones no se 
representa); para el cromofóro FMN del dominio LOV, aparece coloreada en rojo la cisteína 
conservada, que forma un enlace covalente con el carbono 4a del anillo de flavina. Las líneas en 
espiral representan el esqueleto proteico al que se une el cromóforo. 



I. Introducción 
 

43 
 

más de un 25% de las especies analizadas, siendo los bacteriofitocromos los más 

abundantes y encontrándose en muchas de ellas más de uno de los seis tipos de 

fotorreceptores conocidos (van der Horst et al. 2007; Losi y Gärtner 2008). Otro 

aspecto que deriva de estos estudios es el reconocimiento de la naturaleza modular de 

las proteínas fotorreceptoras que, además del dominio fotorreceptor, suelen contener 

dominios reguladores, probablemente implicados en el control por la luz de una 

respuesta celular concreta (Figura 26). Además, un mismo tipo de dominio 

fotorreceptor puede encontrarse asociado a distintos módulos reguladores (quinasas, 

fosfatasas, ciclasas de adenilato, etc.), lo que sugiere que los mecanismos 

moleculares implicados son muy diversos (Losi y Gärtner 2008; Gomelsky y Hoff 2011).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La síntesis de pigmentos fotoprotectores (como en M. xanthus), la virulencia 

(Purcell y Crosson 2008), la adhesión celular (Herrou y Crosson 2011), la fototaxia (Ng 

et al. 2003) y el desarrollo son procesos que pueden estar controlados por la luz en 

bacterias no fototróficas. Así, se ha propuesto que la luz podría ser un factor clave en 

la regulación de la decisión entre un estilo de vida libre o asociado al hospedador, en 

el caso de ciertas bacterias patogénicas, o entre un estado móvil, unicelular y un estilo 

de vida multicelular, sésil, en el caso de bacterias que pueden formar biopelículas 

(Figura 26; Gomelsky y Hoff, 2011). La activación por luz azul de la maduración de las 

Figura 26. Esquema que ilustra la arquitectura modular de los fotorreceptores bacterianos y 
algunas de las rutas que permiten a las bacterias utilizar la luz para regular la decisión sobre 
su estilo de vida. TCRS: sistema de dos componentes; HK: quinasa de histidinas; RR: regulador de 

respuesta; EAL y GGDEF: proteínas implicadas en la síntesis e hidrólisis, respectivamente, de c-di-
GMP; STAS: Sulfate Transporter and Anti-Sigma factor antagonist (tomado de Gomelsky et al., 2011). 
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biopelículas formadas por E. coli en medio acuático constituye uno de los ejemplos 

mejor estudiados al nivel molecular. Dicha respuesta a la luz está mediada por YcgF, 

una proteína sensora con un dominio BLUF N-terminal unido a un dominio EAL típico 

de fosfodiesterasas de c-di-GMP pero que en YcgF carece de dicha actividad. Más 

bien, YcgF funciona como un antirrepresor dependiente de luz azul, cuyo dominio EAL 

se une al dominio N-terminal tipo MerR del represor transcripcional YcgE, impidiendo 

su unión al operador y permitiendo la expresión de sus genes diana (Tschowri et al. 

2009). Se desconoce si el dominio C-terminal de YcgE, esencial para su función, actúa 

como un dominio de unión a ligando, como ocurre en la mayoría de proteínas MerR.  

La acción de YcgF sobre YcgE es reminiscente de la acción de CarS sobre 

CarA y CarH en M. xanthus. No obstante, a diferencia de CarS, la unión de YcgF a 

YcgE depende de luz. Aunque YcgF puede unirse a YcgE en ausencia de DNA, se 

requiere la luz para que el complejo DNA-YcgE sea desestabilizado por el 

antirrepresor (Figura 27).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Es probable que la luz provoque cambios conformacionales en YcgF 

(Hasegawa et al. 2006; Nakasone et al. 2007; Schroeder et al. 2008) que le permitan 

Figura 27. Circuito de regulación de E. coli inducido por luz dependiente de YcgE/YcgF. La 

absorción de luz azul en el dominio BLUF de la proteína YcgF promueve su interacción con el dominio 
tipo MerR del represor YcgE. Esto impide la unión de YcgE al DNA y permite la expresión de sus genes 
diana, muchos de ellos dependientes de σ

s 
(Elías-Arnanz et al. 2011). 
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unirse con mayor afinidad a YcgE y competir mejor con el operador (Tschowri et al. 

2009). El estudio transcripcional a nivel genómico sitúa a la pareja reguladora YcgE-

YcgF dentro de la respuesta general a estrés dependiente de σs, controlando 

directamente la expresión de proteínas reguladoras de pequeño tamaño (78-126 

residuos), varias de ellas implicadas en la formación de biopelículas y fimbrias 

mediante el sistema Rcs de señalización por fosforilación. Por tanto, el par YcgE-YcgF 

funciona como un regulador global crucial en una compleja red genética que conecta 

la formación de biopelículas y la respuesta a la luz.  

 

 

I.8  Objetivos. 

 

1. Entender la base molecular de la diferencia entre CarA y CarH en cuanto a su 

dependencia de B12 para mediar la represión del promotor PB en M. xanthus. 

 

2. Determinar qué forma específica de cobalamina está implicada en la regulación 

de PB por CarH. 

  

3. Averiguar si existe algún vínculo entre la vitamina y la capacidad de responder 

a la luz en M. xanthus. 

 

4. Estudiar la posible conservación evolutiva del mecanismo de regulación basado 

en B12 descrito en este trabajo. 
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II.1  Estirpes y plásmidos 

 

II.1.1  Estirpes 

 

II.1.1.1  Estirpes de M. xanthus 

 

Las estirpes de M. xanthus se nombran con letras mayúsculas indicativas del 

laboratorio en el que fueron obtenidas (MR, Departamento de Genética, Universidad 

de Murcia; DK, Department of Biochemistry, Stanford University) seguidas de un 

número de aislamiento. En este trabajo se han utilizado estirpes de M. xanthus que 

derivan directa o indirectamente de DK101, cepa silvestre que presenta variación de 

fase en la pigmentación de las colonias (en la oscuridad pueden ser amarillas o 

morenas) y activación por la luz de la síntesis de carotenoides. La estirpe DK1050 es 

una variante espontánea de DK101 que no presenta variación de fase o varía con 

frecuencia muy baja (Ruiz-Vázquez y Murillo 1984). La homogeneidad de coloración 

de sus colonias (amarillas en oscuridad) la hace especialmente útil para el análisis 

genético de la carotenogénesis. Por ello, en este trabajo se ha utilizado como la 

estirpe silvestre para la carotenogénesis. 

Para indicar los distintos fenotipos asociados a la carotenogénesis se ha utilizado 

la siguiente terminología: 1) Car+, fenotipo silvestre para la inducción por la luz de la 

síntesis de carotenoides; 2) Car-, fenotipo debido a mutaciones en genes que participan 

en dicho proceso (mutaciones car) y que provocan ausencia de carotenoides coloreados 

en cualquier situación; 3) CarC, fenotipo debido a mutaciones que provocan la síntesis 

constitutiva de carotenos (independiente de luz); 4) Car(+), fenotipo silvestre para la 

carotenogénesis en presencia de cobalaminas. 

La Tabla 2 recoge las estirpes de M. xanthus utilizadas en este trabajo, indicando 

su fenotipo, genotipo y origen (aclaraciones sobre el genotipo de algunas estirpes se 

incluyen en la sección de Resultados). 
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Estirpe Fenotipo Genotipo Fuente o referencia 

DK1050 Car
+ 

Silvestre (Ruiz-Vázquez y Murillo 1984) 

MR418 Car
-
 Tc

R
 LacZ

I
 carB::Tn5-lac-132  (inserción del transposón 

[ΩMR401:: Tn5-lac]) 
(Cervantes y Murillo 2002) 

MR844 Car
(+)

 ∆carA (Cervantes y Murillo 2002) 

MR848 Car
+
 ∆carH (Cervantes y Murillo 2002) 

MR1716 Car
C
 ∆carA ∆carH (Pérez-Marín et al. 2008) 

MR1728 Car
(+)

 Km
R 

∆carA ∆carH; PC::carH (Pérez-Marín et al. 2008) 

MR1744 Car
-
 Tc

R
 LacZ

(+)
 ΔcarA carB::Tn5-lac-132 (Pérez-Marín et al. 2008) 

MR1776 Car
-
 ∆carS (León et al. 2010) 

MR1777 Car
(+)

 ∆carS ∆carA Este trabajo 

MR1778 Car
C
 ∆carS ∆carA ∆carH Este trabajo 

MR1780 Car
-
 Tc

R
 LacZ

-
 ∆carS carB::Tn5-lac-132 Este trabajo 

MR1781 Car
-
 Tc

R
 LacZ

(+)
 ∆carS ∆carA carB::Tn5-lac-132 Este trabajo 

MR1782 Car
-
 Tc

R
 LacZ

c
 ∆carS ∆carA ∆carH carB::Tn5-lac-132 Este trabajo 

MR1793 Car
-
 ∆carS ∆carH Este trabajo 

MR1794 Car
-
 Tc

R
 LacZ

-
 ∆carS ∆carH  carB::Tn5-lac-132 Este trabajo 

MR2063 Car
(+)

 Km
R 

∆carA ∆carH; PC::q1[carA(1-79)/carH(94-299)] Este trabajo 

MR2064 Car
(+)

 Km
R
 ∆carA ∆carH; PC::q2[carA(1-74)/carH(73-299)] Este trabajo 

MR2071 Car
(+) 

 Km
R
 ∆carA ∆carH; PC::qTt1[carA(1-79)/TtcarH(80-285)] Este trabajo 

MR2072 Car
(+) 

 Km
R
 ∆carA ∆carH; PC::qTt2[carH(1-93)/TtcarH(80-285)] Este trabajo 

MR2075 Car
C 

∆carA ∆pduO Este trabajo 

MR2076 Car
-
 Tet

R
 LacZ

C
 ∆carA ∆pduO carB::Tn5-lac-132 Este trabajo 

MR2077 Car
(+)

 Km
R
 ∆carA ∆carH; PC::carH[E191D] Este trabajo 

MR2078 Car
C
 Km

R
 ∆carA ∆carH; PC::carH[E191Q] Este trabajo 

MR2087 Car
C
 Km

R
 ∆carA ∆carH; PC::qTt2*[carH(1-93)/TtcarH(80-285) 

(H177A)] 
Este trabajo 

MR2088 Car
(+)

 Km
R
 ∆carS ∆carA ∆carH; PC::qTt1[carA(1-79)/TtcarH(80-

285)] 
Este trabajo 

MR2089 Car
(+)

 Km
R
 ∆carS ∆carA ∆carH; PC::qTt2[carH(1-93)/TtcarH(80-

285)] 
Este trabajo 

 

 

 

 

 

II.1.1.2  Estirpes de E. coli 

 

Las estirpes de E. coli utilizadas fueron DH5α (Hanahan 1983), BL21 (λDE3) 

(Novagen), JM109 (Yanisch-Perron et al. 1985) y BTH101 (Karimova et al. 2000). 

DH5α y JM109 son deficientes en recombinación (RecA−), propiedad que favorece la 

estabilidad de los plásmidos y las convierte en hospedadores adecuados en los 

experimentos de clonación. Además, permiten utilizar el sistema de escrutinio “blanco-

Car
+
: fenotipo silvestre para la carotenogénesis inducida por luz; Car

–
: ausencia de carotenogénesis 

inducida por luz; Car
(+)

: fenotipo silvestre para la carotenogénesis en presencia de cobalaminas. Km
R
: 

resistencia a kanamicina. Tc
R
: resistencia a tetraciclina. PC: promotor constitutivo que consiste en uno de 

los promotores ribosómicos de M. xanthus (P3). LacZ
I
: síntesis de β-galactosidasa inducida por luz; 

LacZ
C
: síntesis constitutiva de β-galactosidasa; LacZ

(+)
: síntesis de β-galactosidasa reprimida en 

oscuridad en presencia de cobalaminas e inducida por luz; LacZ
-
: bajos niveles de actividad β-

galactosidasa.  

Tabla 2. Estirpes utilizadas en este estudio. 
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azul” para la detección de las colonias portadoras de plásmidos recombinantes. La 

estirpe BL21 (λDE 3) posee en su cromosoma una copia del gen de la polimerasa de 

RNA del fago T7 ubicado bajo el control del promotor lacUV5, activable por el análogo 

de la lactosa IPTG (isopropil β-D-tiogalactósido). Es además defectiva para la proteasa 

lon y para la proteasa ompT de la membrana externa, características que favorecen la 

expresión y posterior purificación de proteínas. La estirpe BTH101 carece de actividad 

adenilato ciclasa al presentar una mutación en el gen cya, lo que la hace apropiada 

para los ensayos de doble híbrido bacteriano. 

 

 

Estirpe Genotipo Fuente referencia 

DH5α ф80 lacZ∆M15 ∆lacU169 recA1 endA1 hsdR17 supE44 thi-1 gyrA relA1 (Hanahan 1983) 

BL21(DE3) 
F

-
ompT hsdSB (rB

-
mB

-
) gal dcm con DE3, un profago λ que lleva el gen de 

la T7 RNA polimerasa 
Novagen 

JM109 
e14–(McrA–) recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 (rK

–
 mK

+
) supE44 relA1 

Δ(lac-proAB) [F´ traD36 proAB lacIqZΔM15] 
(Yanisch-Perron et al. 1985) 

BTH101 F
-
cya99l alaD139 galE15 galK16 rpsL (Str

R
) hsdR2 mcrA1 mcrB1 (Karimova et al. 2000) 

 

 

II.1.2  Plásmidos 

 

La Tabla 4 recoge los plásmidos utilizados en este trabajo, indicando sus 

marcadores seleccionables, utilidad y origen. 

 

 

Plásmido Resistencia Descripción 
Fuente o 

referencia 

pET15b Km
R 

Vector para sobreexpresión de proteínas fusionadas a His6 Novagen 

pKT25 Km
R
 

Vector para la sobreexpresión de proteínas fusionadas por su 
extremo C-terminal al fragmento T25 de la ciclasa de adenilato 
(CyaA) 

(Karimova et al. 
2000) 

pKT25Zip Km
R 

GCN4 zipper control positivo para los ensayos de doble híbrido 
(Karimova et al. 

2000) 

pMR2828 Km
R Vector con carH(Nter) bajo el control transcripcional de un 

promotor constitutivo (PC) 
(Pérez-Marín et al. 

2008) 

pMR2830 Km
R 

Vector con carH expresado bajo PC 
(Pérez-Marín et al. 

2008) 

pMR2838 Km
R 

Vector con carA expresado bajo PC 
(Pérez-Marín et al. 

2008) 

pMR3014 Amp
R
 Vector de sobreexpresión de His6-TtCarH Este trabajo 

pMR3184 Km
R
 Gal

S
 Vector con el alelo ∆carS  (León et al. 2010) 

pMR3334 Km
R Contiene el gen para la quimera Q1 [CarA(1-79) + CarH(94-

299)] expresado bajo el control de PC 
Este trabajo 

pMR3335 Km
R Contiene el gen para la quimera Q2 [CarA(1-74)+ CarH(73-

299)] expresado bajo el control de PC 
Este trabajo 

pMR3363 Km
R Contiene el gen para la quimera QTt2 [CarH(1-93) + 

TtCarH(76-285)] expresado bajo el control de PC 
Este trabajo 

pMR3366 Amp
R
 Vector para la sobreexpresión de His6-QTt2 Este trabajo 

Tabla 3. Estirpes de E. coli utilizadas en este trabajo. 

 

Tabla 4. Plásmidos utilizados en este trabajo. 
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pMR3370 Km
R Contiene el gen para la quimera QTt1 [CarA(1-79) + 

TtCarH(76-285)] expresado bajo el control de PC 
Este trabajo 

pMR3371 Amp
R
 Vector para la sobreexpresión de His6-QTt1 Este trabajo 

pMR3375 Amp
R 

pUT18C-carH(73-299) Este trabajo 

pMR3376 Km
R 

pKT25-carH(73-299) Este trabajo 

pMR3381 Amp
R 

pUT18C-carA(75-288) Este trabajo 

pMR3382 Km
R 

pKT25-carA(75-288) Este trabajo 

pMR3390 Amp
R 

pUT18C-carA(75-288) (H175A) Este trabajo 

pMR3391 Km
R 

pKT25-carA(75-288) (H175A) Este trabajo 

pMR3392 Amp
R 

pUT18C-carH(73-299) (H193A) Este trabajo 

pMR3393 Km
R 

pKT25-carH(73-299) (H193A) Este trabajo 

pMR3394 Amp
R 

pUT18C-TtcarH(76-285) Este trabajo 

pMR3395 Km
R 

pKT25-TtcarH(76-285) Este trabajo 

pMR3425 Km
R
 Gal

s Vector con el alelo ∆pduO para la construcción de una estirpe 

pduO 
Este trabajo 

pMR3451 Amp
R 

Vector para la sobreexpresión de CarA fusionada a inteína Este trabajo 

pMR3469 Amp
R 

Vector para la sobreexpresión de QTt1 fusionada a inteína Este trabajo 

pMR3470 Amp
R 

Vector para la sobreexpresión de QTt2 fusionada a inteína Este trabajo 

pMR3471 Amp
R Vector para la sobreexpresión de TtCarHCt (TtCarH (80-285)) 

fusionada a inteína 
Este trabajo 

pMR3472 Km
R
 

Contiene el gen codificante de CarH*[E191D] bajo el control de 
PC 

Este trabajo 

pMR3473 Km
R
 Contiene el gen para CarH*[E191Q] bajo el control de PC Este trabajo 

pMR3516 Amp
R
 pUT18C-TtcarH(76-285) (H177A) Este trabajo 

pMR3517 Km
R
 pKT25-TtcarH(76-285) (H177A) Este trabajo 

pMR3522 Amp
R
 

Vector para la sobreexpresión de CarACt (CarA (80-288)) 
fusionada a inteína 

Este trabajo 

pMR3536 Amp
R
 

Vector para la sobreexpresión de TtCarHCt (H177A) fusionada 
a inteína 

Este trabajo 

pMR3567 Km
R
 

Vector con la región de 177 pb que contiene el operador de 
TtcarH (OpTtCH) 

Este trabajo 

pMR3589 Amp
R
 pUT18C-carH*[E191Q] Este trabajo 

pMR3615 Km
R
 pKT25- carH*[E191Q] Este trabajo 

pMR3625 Km
R
 

Contiene el gen para la quimera QTt2[H177]: CarH(1-93) + 
TtCarH[H177A] (76-285) expresado bajo el control de PC 

Este trabajo 

pMR3662 Km
R
 

Vector con la región de 177 pb que contiene OpTtCH mutado 
en su sitio pII 

Este trabajo 

pMR3700 Km
R
 

Vector con la región de 177 pb que contiene OpTtCH mutado 
en su sitio pI 

Este trabajo 

pTYB12 Amp
R Vector para la sobreexpresión de proteínas fusionadas a 

inteína 
New England 

Biolabs 

pUT18C Amp
R Vector para la fusión de proteínas al fragmento T18 de CyaA a 

través del extremo C-terminal 
(Karimova et al. 

2000) 

pUT18CZip Amp
R
 GCN4 zipper control positivo para los ensayos de doble híbrido 

(Karimova et al. 
2000) 

 

 

 

 

 

Se indican las características más relevantes (Km
R
 y Amp

R
: genes de resistencia a los antibióticos 

kanamicina y ampicilina, respectivamente; Gal
S
: sensibilidad a galactosa conferida por el gen galK; lacZ: 

gen de la β-galactosidasa). 
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II.1.3 Oligonucleótidos 

 

Oligonucleótidos utilizados en este trabajo (Tabla 5) 
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II.2  Medios de crecimiento 

 

II.2.1  Medios ricos para M. xanthus 

 

CTT (Bretscher y Kaiser 1978) 

Bacto-casitona (Difco)  1 % 

Tampón Tris-HCl (pH 7,6)   10 mM 

MgSO4  8 mM 

Tampón fosfato (pH 7,6)  1 mM 

Antes de la esterilización en autoclave, se ajustó el pH a 7,6. 

 

CTT Gen 

 CTT más 10 μg/ml de gentamicina. 

 

CTT Km 

 CTT más 40 μg/ml de kanamicina. 

 

CTT Tc  

 CTT más10 μg/ml de oxitetraciclina. 

 

CTT Km Tc 

 CTT más 20 μg/ml de kanamicina más 2,5 μg/ml de oxitetraciclina. 

 

CTT X-Gal 

 CTT más 40 μg/ml de 5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-galactósido (X-Gal). La 

disolución de X-Gal se preparó a una concentración de 20 mg/ml en dimetil-formamida 

y se conservó protegida de la luz a - 20ºC. 

 

CTT CNB12 

  CTT con 1 μg/ml de cianocobalamina. 

CTT AdoB12 

 CTT con 1 μg/ml de adenosilcobalamina. 

 

CTT MeB12 

 CTT con 1 μg/ml de metilcobalamina. 
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CTT X-Gal CNB12/AdoB12/MeB12 

 CTT más 40 μg/ml de X-Gal y 1 μg/ml de cianocobalamina, adenosilcobalamina 

o metilcobalamina respectivamente. 

Para la preparación de medio sólido se utilizó Bacto-agar Difco (1,5%). Para la 

preparación de agar de cobertera (CTTSA) se utilizó el mismo agar al 0,75 %. 

Los medios a los cuales se les adiciona antibiótico (gentamicina, kanamicina u 

oxitetraciclina), X-Gal y/o cobalamina se esterilizan previamente en autoclave y se 

dejan enfriar hasta 50 ºC, añadiendo posteriormente una disolución del compuesto 

requerido hasta la concentración adecuada. 

Las soluciones de los antibióticos, X-Gal o cobalaminas se preparan en agua 

(excepto la de oxitetraciclina que se prepara en HCl 0,1 N) y son esterilizadas por 

filtración a través de un filtro Millipore de 0,22 μm de diámetro de poro y almacenados 

a una temperatura entre -20 ºC y 4 ºC. Al medio al cual se le añadió oxitetraciclina se 

le adicionó un volumen igual de una solución de NaOH 0,1 N. La disolución y 

posteriores manipulaciones de las cobalaminas se llevó a cabo en condiciones de baja 

iluminación y en viales recubiertos con papel de aluminio para protegerlas de la 

exposición a la luz y evitar así su fotólisis.  

 

 

II.2.2  Medios ricos para E. coli 

 

Luria (LB) (preparado según Miller, 1972) 

Extracto de levadura  0,5 % 

Bacto-triptona  1 % 

NaCl  1 % 

 

Antes de esterilizar en autoclave, se ajustó el pH a 7,2-7,4. 

 

LBKm 

LB más 40 μg/ml de kanamicina. 

 

LBAmp 

LB más 100 μg/ml de ampicilina. 
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LBX-Gal 

LB más 40 μg/ml de 5-Bromo-4-Cloro-3-indolil-β-D-galactósido (X-Gal). 

 

LB CNB12 

 El LB con 1 μg/ml de cianocobalamina. 

 

LB X-Gal CNB12 

 LB más 40 μg/ml de X-Gal y 1 μg/ml de cianocobalamina. 

 

Para la preparación de medio sólido se utilizó Bacto-agar Difco (1,5 %). 

 

La adición de antibiótico (ampicilina o kanamicina) o X-Gal a los medios, así como 

la preparación de disoluciones de estos compuestos se realizó como se ha indicado 

previamente en el Apartado II.2.1. 

 

 

II.3  Condiciones de cultivo 

 

 En general, los cultivos en medio líquido se realizaron mediante inoculación de 

una colonia en un matraz de 50 ml con 10 ml de medio nutritivo. Para los cultivos a mayor 

escala, se utilizaron matraces de 5 litros con 1 l de medio nutritivo. La incubación tuvo 

lugar, salvo indicación en otro sentido, en un agitador orbital InnovaR 43 de New 

Brunswick a 300 rpm y 33 ºC para M. xanthus y 250 rpm y 37 ºC para E. coli. La 

inoculación de M. xanthus en medio nutritivo sólido se efectuó con ayuda de 2.5-4 ml de 

agar de cobertera. Las cajas de Petri se incubaron a 33 ºC (M. xanthus) o 37 ºC (E. coli).  

El crecimiento, salvo que se especifique lo contrario, tuvo lugar en condiciones de 

oscuridad. Cuando fue necesario, los cultivos en medio líquido o en cajas de Petri se 

iluminaron con tres tubos fluorescentes de luz blanca de 18-W a una intensidad 

aproximada de 10 W/m2. Para la iluminación con luz roja (a aproximadamente 12 

W/m2), las células se expusieron a la luz de cuatro lámparas incandescentes de 100-W 

pasada por un filtro Supergel rojo número 26 (Rosco). Las intensidades de la luz se 

estimaron usando un medidor de potencia óptico 1815-C con un detector 818-SL 

(Newport). 
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II.4  Tampones y soluciones 

 

II.4.1  Preparación de DNA plasmídico 

 

 

 

 

 

 

II.4.2  Electroforesis de DNA 

 

TAE 1X (Sambrook y Russell 2001) 
 40 mM Tris-acetato 

 1 mM EDTA (pH 8,0) 

TBE 1X (Sambrook y Russell 2001) 
 45 mM Tris-borato 

 1 mM EDTA (pH 8,0) 

 

 

II.4.3  Electroforesis de proteínas 

 

Tampón de carga/ruptura para 
geles de poliacrilamida-SDS 1X 

 50 mM Tris-HCl (pH 6,8) 

 10% glicerol 

 3% SDS 

 3% β-mercaptoetanol  

 0,3% azul de bromofenol 

Tampón de electroforesis para 
geles de poliacrilamida-SDS 

 50 mM Tris 

 192 mM glicina 

 0,1% SDS 

Solución Coomassie 
 1% Azul de Coomassie Brillant R-250 

(Serva) 

 10% metanol 

Solución de tinción 

 2% Solución Coomassie  

 10% etanol  

 5% ácido acético 

Solución de destinción 
 10% Etanol 

 5% ácido acético 

Geles de poliacrilamida-SDS Preparados según Sambrook y Russell, 2001 

 

 

 

TE (pH 7,0) 
 10 mM Tris-HCl (pH 7,0) 

 1 mM EDTA (pH 8,0) 
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II.4.4  Purificación de proteínas 

 

Tampón A 
(proteínas fusionadas a 
His6) 

 50 mM Tris, pH 7,5, 1 mM EDTA. 

Tampón B 
(proteínas fusionadas a 
inteína)  

 50 mM de solución NaH2PO4/Na2HPO4, pH 7,5 

 0,5-1M NaCl,  

 1 mM β-mercaptoetanol,  

 1 mM PMSF, 1 mM benzamidina  

 100 μl de inhibidores de proteasas Protease 
Inhibitor Cocktail for Mammalian Tissues de 
Sigma, Complete Protease Inhibitor Cocktail de 
Roche 

 

El tampón A suplementado con NaCl se nombra A-X, siendo X la concentración molar 

de NaCl. 

 

 

II.4.6  Determinación de la actividad β-galactosidasa 

 

Tampón Z (Kroos et al., 
1986) 

 40 mM NaH2PO4,  

 60 mM Na2HPO4,  

 10 mM KCl, 

 1 mM MgSO4 

Solución agarosa-X-Gal 

 0,5 M Tampón fosfato potásico pH 7,0 

 6% dimetilformamida 

 0,1% SDS 

 0,1–0,5 mg/ml X-Gal 

 7 mM β-mercaptoetanol 

 5 mg/ml agarosa de bajo punto de fusión 

 

 

II.5  Extracción de DNA 

 

Para el aislamiento del DNA cromosómico de M. xanthus se utilizó el kit de 

purificación de DNA genómico de WizardTM (Promega). El aislamiento de DNA 

plasmídico de E. coli se realizó mediante el uso del kit de purificación de DNA 

plasmídico IllustraTM de GE Healthcare.  
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II.6  Transferencia del DNA 

 

II.6.1  Transformación de E. coli 

 

 La obtención de células competentes de E. coli y su transformación se 

efectuaron según Sambrook y Russell, 2001. La cantidad de DNA utilizada en la 

transformación varió entre 1 ng y 10 ng. Cuando fue preciso obtener un alto número de 

transformantes, se utilizó la técnica de electroporación, según Sambrook y Russell, 

2001. La electroporación se llevó a cabo con cubetas de electroporación de 0,1 cm y 

aplicando los siguientes parámetros: 1,7 kV, 25 μF y 400 Ω.. 

 

 

II.6.2  Transformación de M. xanthus 

 

Para la introducción de DNA exógeno en células de M. xanthus se utilizó la 

electroporación. Para preparar células «electrocompetentes» de M. xanthus se 

centrifugaron (2´, 16000×g) 3 ml de un cultivo en fase exponencial de crecimiento 

(DO550 = 0,7–1,1). El precipitado celular se lavó tres veces con 1,5 ml de agua 

bidestilada estéril, y se resuspendió finalmente en 40 µl de agua bidestilada. 

La introducción de plásmidos en M. xanthus se realizó siguiendo el 

procedimiento descrito por Kashefi y Hartzell, 1995. Las células «electrocompetentes» 

de M. xanthus se mezclaron con el DNA correspondiente (0,5–1 µg de DNA dializado) 

y la mezcla, una vez transferida a una cubeta de electroporación de 0,1 cm, se 

sometió a un pulso eléctrico con el electroporador Bio-Rad Gene Pulser II. Las 

condiciones utilizadas fueron 0,65 kV, 25 µF y 400 Ω. Inmediatamente después de 

electroporar se añadió 1 ml de CTT a la cubeta, se mezcló bien y se transfirió a un 

matraz de 50 ml que contenía 5 o 9 ml de CTT. Las células se cultivaron 6 horas o 

toda la noche, respectivamente, y se sembraron a distintas diluciones en cajas de CTT 

con el antibiótico al que confiere resistencia el plásmido introducido. Dichas cajas se 

incubaron a 33 ºC hasta que aparecieron los transformantes, normalmente a los 5 días 

de incubación. Las colonias obtenidas se aislaron en cajas de CTT con el antibiótico 

correspondiente antes de su utilización. 
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II.7  Tratamiento enzimático del DNA 

 

Los tratamientos enzimáticos más usuales realizados al DNA fueron: 

−Digestión con enzimas de restricción (GE Healthcare), que se realizó siguiendo las 

indicaciones del suministrador. 

−Desfosforilación de extremos 5´ con la enzima fosfatasa alcalina de camarón 

(Roche) para evitar la autoligación de los vectores. Todos los tratamientos se 

realizaron de acuerdo con las especificaciones del suministrador. 

−Ligación de fragmentos de DNA, que se realizó en tampón de ligación más ATP (1 

mM), y una unidad de ligasa T4 (Roche). La cantidad de DNA en la mezcla varió 

según el experimento. Las mezclas de ligación se incubaron a 16 ºC durante toda la 

noche. 

 

 

II.8  Amplificación de DNA por PCR 

 

Las reacciones de amplificación de DNA por PCR se llevaron a cabo a partir de 

15–30 ng de DNA molde, con 20 pmoles de oligonucleótidos, y una mezcla de los 

cuatro dNTPs a una concentración de 200 µM cada uno. A todas las reacciones de 

amplificación se les añadió DMSO, a una concentración final del 5 %, dada la riqueza 

en pares G + C del DNA de M. xanthus. La reacción se llevó a cabo con 1,5 unidades 

de la polimerasa de DNA Pfu (Promega).  

La reacción se realizó en un termociclador Mastercycler Personal de Eppendorf 

sometiendo las muestras a un programa que varió según el tamaño del DNA a 

amplificar y la temperatura de fusión (Tm) de los oligonucleótidos. El primer paso 

siempre fue una desnaturalización a 95 ºC durante 2 minutos, seguido de un número 

variable de ciclos (25 a 35), cada uno de ellos con un paso de desnaturalización (95 ºC, 

30 segundos), hibridación (45–65 ºC, 30 segundos) y polimerización (72 ºC, 1–4 

minutos). Tras el último ciclo, se sometieron las muestras a un último paso de 

polimerización (72 ºC, 5 minutos). Los productos de PCR se purificaron con el kit High 

PureTM PCR Product Purification Kit de Roche. 
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II.9  Mutagénesis dirigida 

 

Para la introducción de mutaciones específicas en el DNA se utilizó la técnica 

de extensión de productos de PCR solapantes (Ho et al. 1989). En un primer paso, se 

obtienen dos productos de PCR (AB y CD) portadores de la mutación deseada en uno 

de sus extremos y solapantes para la región mutada. En un segundo paso, los 

fragmentos AB y CD, previa purificación mediante electroforesis en gel de agarosa, se 

mezclan en cantidades equimoleculares y se someten a una reacción de extensión y 

amplificación en presencia de los oligonucleótidos correspondientes a los extremos no 

solapantes (Figura 31). El producto resultante contiene la mutación de interés. La 

presencia del cambio deseado y la ausencia de mutaciones adicionales que pudieran 

haberse incorporado durante el proceso de amplificación se verificó mediante 

secuenciación del DNA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 31. Mutagénesis dirigida mediante extensión de productos de PCR solapantes. Las 

líneas amarillas paralelas representan el gen original; las flechas rojas los oligonucleótidos A y B, las 

flechas azules los oligonucleótidos C y D. Los extremos de color negro son las secuencias que 

contienen los puntos de corte para enzimas de restricción para la posterior clonación del producto 

resultante. Las líneas rojas y azules paralelas con extremos negros son los productos AB y CD 

respectivamente, provenientes de las dos primeras reacciones de PCR independientes. Los 

asteriscos verdes representan las bases que difieren de la secuencia del gen original. 
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II.10  Obtención de genes quiméricos 

 

 La obtención de genes quiméricos se llevó a cabo mediante la técnica de 

extensión de productos de PCR solapantes (Ho et al. 1989) explicada en el apartado 

anterior y adaptada para el objetivo en cuestión, tal como se ilustra en la Figura 32. 

Las características de los genes quiméricos obtenidos en este trabajo se detallan en 

los apartados II.1.1.1 y II.1.2. 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

II.11  Secuenciación del DNA 

 

Los fragmentos de DNA a secuenciar se amplificaron por PCR o se clonaron en 

un plásmido. Los productos de PCR se purificaron con el kit High PureTM PCR Product 

Purification Kit de Roche y los plásmidos con el kit de Minipreps de ABI PrismTM de 

Perkin Elmer. La secuenciación se realizó en el Servicio de Secuenciación de la 

Universidad de Murcia (SACE). 

 

 

 

Figura 32. Obtención de genes quiméricos por extensión de productos de PCR solapantes. En 

líneas de color rojo y azul se representan las secuencias correspondientes a los genes 1 y 2, 

respectivamente. Los extremos de color negro son las secuencias que contienen los puntos de corte para 

enzimas de restricción para la posterior clonación del producto resultante. 
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II.12  Técnicas electroforéticas 

 

II.12.1  Electroforesis de DNA en gel de agarosa 

 

La separación de fragmentos de DNA se realizó mediante electroforesis en 

geles horizontales de agarosa (Pronadisa) de distintas concentraciones, preparados 

en tampón TAE 1X. El DNA se visualizó mediante tinción con bromuro de etidio e 

iluminación con luz ultravioleta. La purificación de fragmentos de restricción se realizó 

tras su separación en un gel de agarosa de bajo punto de fusión (Pronadisa). Las 

porciones de agarosa con el DNA de interés se recortaron del gel con un bisturí y el 

DNA se purificó con el kit High PureTM PCR Product Purification Kit de Roche. 

 

 

II.12.2  Electroforesis de DNA en gel de poliacrilamida no desnaturalizante 

 

Este tipo de electroforesis se utilizó para analizar los cambios en la movilidad 

electroforética que ocurren cuando una proteína se une a un fragmento de DNA. Para 

la elaboración de un gel de 1,5 mm de grosor y de 50 ml al 6 u 8 % de poliacrilamida 

los componentes utilizados fueron los siguientes: 

 

 Cantidad 

 Gel al 6% Gel al 8% 

Acrilamida:Bisacrilamida 37,5:1 (Fluka) 3 g 4 g 

TBE 0,5X 50 ml 

Persulfato amónico 25% 0,133 ml 

TEMED 0,025 ml 

 

 

Tras su polimerización, el gel se transfirió a un tanque de electroforesis vertical 

que contenía tampón TBE 0,5X. Antes de cargar las muestras, el gel se precorrió 

durante 30 minutos, a un voltaje de 200 V, 30 mA. La electroforesis de las muestras se 

realizó a un voltaje constante de 200 V durante 1–2 horas. Las posiciones de las 

bandas se detectaron, tras secar el gel, mediante autorradiografía en película Biomax 

MS de Kodak (en general, 2 horas de exposición a −70 oC fueron suficientes). 
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II.12.3  Electroforesis de proteínas en geles de poliacrilamida-SDS 

 

 La separación de las proteínas presentes en una muestra en función de su 

tamaño se realizó mediante electroforesis en geles verticales de poliacrilamida-SDS 

utilizando el equipo Mini-PROTEAN 2 (Bio-Rad) para geles de 0,75 mm de grosor y 

siguiendo el método de Laemmli, 1970. Los marcadores de tamaño molecular 

utilizados (PageRuler Plus Prestained Protein Ladder 10 to 250 kDa) fueron 

suministrados por Thermo Scientific. Antes de cargar, las muestras conteniendo 

tampón de carga se incubaron durante 5 minutos a 100 ºC. Para depositarlas en los 

pocillos se utilizó una microjeringuilla (Hamilton). La electroforesis se realizó a 200 V 

durante 60 minutos. 

 

 

II.13 Expresión y purificación de proteínas 

 

II.13.1  Purificación proteínas fusionadas a cola de histidinas 

 

 Para la expresión de la proteína TtCarH, CarHCt, QTt1 y QTt2 en E. coli se 

utilizó el sistema pET de Novagen. Los plásmidos pMR3014 (pET15b-TtcarH), 

pMR3471 (pET15b-TtcarHCt), pMR3371 (pET15b-qTt1), pMR3366 (pET15b-qTt2) se 

introdujeron en la estirpe BL21(λDE3). Antes de proceder a la purificación de la 

proteína, se analizó su solubilidad realizando pruebas a pequeña escala con varias 

colonias transformantes. Para efectuar la purificación, dos colonias de la estirpe 

transformada se picaron e inocularon en 10 ml de medio líquido LBAmp. El cultivo se 

incubó en agitación a 37o C y al alcanzar una DO600 = 0,6 se diluyó 1:100 en 10 ml 

(pruebas de expresión y solubilidad) o en 1 l (purificación) de medio LBAmp fresco. 

Una vez diluido se incubó a 37 ºC en agitación. Cuando los cultivos alcanzaron 

nuevamente una DO600 = 0.6 se añadió IPTG (que quedó a una concentración de 80-

100 mM) para estimular la expresión del gen correspondiente y se incubaron toda una 

noche en agitación a 25 ºC. A la mañana siguiente, el precipitado celular se separó por 

centrifugación en rotor JLA-9.1000 Beckman a 7500 g durante 10 minutos y se 

almacenó -70 ºC. Tras la posterior descongelación a 4 ºC, el pellet se resuspendió en 

tampón A que contenía los inhibidores de proteasas fluoruro de fenilmetilsulfonilo 

(PMSF) y benzamidina, ambos a una concentración de 1 mM. La rotura celular fue 

realizada por tratamiento con ultrasonido con un sonicador automático Labsonic (B. 

Braun), aplicando tiempos de sonicación suficientes para conseguir la rotura de la 

práctica totalidad de las células, detectada por observación microscópica (pruebas de 
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expresión y solubilidad) o en la prensa French (purificación). El extracto celular se 

centrifugó (20000 g, 45 minutos) separándose así la parte soluble de la insoluble. La 

proteína se purificó mediante cromatografía de afinidad utilizando columnas 

conteniendo la resina TALON
TM 

metal affinity (CLONTECH), que consiste en pequeñas 

bolitas de sefarosa recubiertas de cobalto. La fracción soluble del extracto celular se 

pasó por la columna, que posteriormente fue sometida a varios lavados con tampón A. 

Se eluyó a pH neutro con imidazol. Las fracciones obtenidas se analizaron por 

electroforesis en geles de poliacrilamida al 15% con SDS (SDS-PAGE) y aquellas que 

contenían >95% H6-TtCarH, a juzgar por su aspecto en geles de poliacrilamida-SDS, 

se dializaron con membranas de diálisis Spectra/Pro Molecularporous MWCO 3500 de 

SpectrumR. Una vez dializadas, se reunieron y sometieron a un último paso de 

purificación en una columna de intercambio iónico MonoS, se concentraron y se 

guardaron a −70 oC con 50% glicerol. 

 

 

II.13.2. Expresión y purificación de proteínas mediante el sistema IMPACT-CN 

 

 El proceso de purificación de CarA, CarACt (dominio C-terminal de CarA), QTt1, 

QTt2, TtCarHCt (dominio C-terminal de TtCarH), y TtCarHCt [H177A] se llevó a cabo 

mediante el sistema IMPACT-CN de New England Biolabs. Para la expresión de las 

proteínas en E. coli se clonaron los genes correspondientes en el vector pTYB12. Los 

plásmidos resultantes: pMR3451 (pTYB12-carA), pMR3522 (pTYB12-carACt), 

pMR3469 (pTYB12-qTt1), pMR3470 (pTYB12-qTt2), pMR3471 (pTYB12-TtcarHCt), 

pMR3536 (pTYB12-TtcarHCt [H177A]), se introdujeron en la estirpe BL21 (λDE3). 

Antes de proceder a la purificación de la proteína, se realizaron pruebas a pequeña 

escala con varias colonias transformantes para establecer las condiciones óptimas de 

expresión y solubilidad. En estos ensayos se observó que las proteínas eran 

parcialmente solubles solo si se realizaba la sobre-expresión a una temperatura de 18 

ºC durante aproximadamente 20 horas. Para purificar la proteína, se inocularon 10 ml 

de LB suplementado con ampicilina con células de la estirpe transformada y se 

incubaron a 37 ºC hasta que el cultivo alcanzó una DO600= 0,6. En ese momento, se 

transfirieron los 10 ml de cultivo a 1 litro de medio LBAmp fresco y se incubó a 37 ºC 

hasta alcanzar una DO600= 0,6. A continuación, se aclimató el cultivo a 18 ºC, 

manteniéndolo en agitación a esa temperatura durante una hora, y tras ello se indujo 

la expresión de la proteína con 1mM de isopropil β-D-tiogalactósido (IPTG) durante 20 
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horas de crecimiento a 18 ºC. Las células se recogieron por centrifugación y el 

precipitado celular se almacenó a -70 ºC hasta su utilización. 

En la purificación a partir de la fracción soluble todos los pasos que se 

describen a continuación se realizaron a 4 ºC, a menos que se indique lo contrario. El 

precipitado se descongeló a 4 ºC y se resuspendió en 20 ml de tampón B con 500 mM 

NaCl. Las células, siempre en hielo, se lisaron en una prensa French. El material 

insoluble se eliminó por centrifugación durante 20 minutos a 13.000 x g, a 4 ºC. La 

fracción soluble se sometió a continuación a una cromatografía de afinidad empleando 

una resina de quitina-agarosa, previamente equilibrada con 30 ml de tampón de 

lavado (20 Tris-HCl, pH 8.5, 500 mM NaCl). Tras el paso por la columna, ésta se lavó 

con 10 volúmenes de tampón B con 1M NaCl para eliminar proteínas unidas 

inespecíficamente a la resina. A continuación, se añadió a la columna un volumen tal 

de tampón B (con 500 mM NaCl y 50 mM DTT) que rellenase toda la columna. En ese 

momento, se interrumpió el flujo y se incubó sin agitación a 16 ºC durante 20 h. Tras 

ese tiempo, se volvió a permitir el flujo, recogiéndose el eluido que contenía la proteína 

separada del dominio inteína, que queda unido a la columna. Finalmente se realizó un 

último paso de purificación por HPLC mediante una columna de intercambio iónico 

MonoS y/o una columna de exclusión de tamaño Superdex 200. Las fracciones que 

contenían >95% de la proteínas purificada, a juzgar por el aspecto en geles de 

poliacrilamida-SDS, se reunieron, se concentraron, y se guardaron a -70 ºC con 50% 

glicerol. 

 

 

II.14  Ensayos de cambio en la movilidad electroforética (EMSA) 

 

 Los fragmentos de DNA de 130 pb (región promotora de carB) o de 177 pb 

(región promotora de TtcarH) utilizados en los ensayos de cambio en la movilidad 

electroforética (EMSA) se obtuvieron mediante amplificaron por PCR. Uno de los 

oligonucleótidos usados en la reacción de PCR se marcó previamente en su extremo 

5´ con [32P]ATP y T4 polinucleótido quinasa (GE Healthcare). Tras la amplificación, el 

[32P]ATP no incorporado se eliminó mediante centrifugación en columna de Sephadex 

G-25 (DNA Grade, GE Healthcare) y el fragmento de DNA se purificó con el kit High 

Pure PCR Product Purification (Roche). Cuando en los ensayos de EMSA se utilizaron 

oligonucleótidos, tras el marcaje de uno o de ambos oligonucleótidos complementarios, 

éstos se hibridaron entre sí. Para ello se preparó una mezcla equimolecular de los dos 

oligonucleótidos y se introdujo en agua hirviendo durante 2 minutos. A continuación, la 
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mezcla, aún sumergida en el agua en ebullición, se dejó enfriar lentamente hasta 4 ºC 

durante toda la noche. Una vez hibridados los oligonucleótidos, la mezcla se pasó por 

una columna de Sephadex G-25. 

La reacción de unión se realizó en un volumen de 20 µl que contenía ~1 nM del 

fragmento de DNA marcado (~13000 cpm), distintas cantidades de proteína y 1 µg de 

DNA de salmón en un tampón de reacción que contenía 100 mM KCl, 15 mM HEPES, 

(4 mM Tris pH 7,9, 1 mM DTT, glicerol 10% y 200 ng/µl BSA) suplementado o no con 

cobalaminas. 

Las distintas reacciones se incubaron durante 30 minutos a 30 ºC y, salvo que 

se indique lo contrario, en oscuridad. Las muestras sometidas a iluminación se 

expusieron de 15 a 300 segundos, a intensidades entre 1 y 10 W/m2 y a 405, 465, 520 

o 660 nm de longitud de onda con matrices de bombillas LED distribuidas sobre una 

plataforma de 5 cm x 5 cm en un formato 12x12, con iluminación regulable (fabricadas 

por Cetoni GmbH). Antes de la adquisición de las matrices LED, las muestras fueron 

iluminadas con un microscopio de epifluorescencia Nikon Eclipse 80i a longitudes de 

onda centradas en 360 nm (12 W/m2), 438 nm (15 W/m2) y 540 nm (11 W/m2) 

utilizando los bloques de filtros UV-2E/C, CFP y G-2E/C, respectivamente. Las 

intensidades luminosas se estimaron utilizando un potenciómetro óptico 1815-C 

equipado con un detector 818-SL (Newport) en ambos casos. 

Tras la incubación, las muestras se sometieron a electroforesis en un gel de 

poliacrilamida no desnaturalizante a una concentración entre el 6 y el 8%. 

 

 

II.15. Ensayos de protección frente a digestión por DNasa I 

 

 La reacción de unión se realizó en un volumen de 20 μl y en las mismas 

condiciones descritas para el EMSA, pero usando mayor cantidad de DNA marcado 

(~45.000 cpm). Tras la incubación de las reacciones a 37 ºC, se añadieron 5 unidades 

de DNasa I (Takara), que se dejó actuar durante 2 minutos a 37 ºC antes de detener la 

reacción a 4 ºC con 1 μl de 0,5 M EDTA. Finalmente, el DNA se precipitó con etanol y 

posteriormente se sometió a electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante al 

6%. 

 En los ensayos realizados con TtCarH, QTt1 y QTt2 se comparó el patrón de 

protección en las distintas calles con y sin las proteínas correspondientes y en 

presencia o ausencia de cobalaminas (a concentración molar cinco veces superior a la 

de proteína). Las reacciones tuvieron lugar en condiciones de baja intensidad lumínica 

para evitar la fotólisis de las cobalaminas. Las posiciones de las bandas se detectaron, 
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tras secar el gel, mediante autorradiografía en película Biomax MS de Kodak (en 

general, 1 día de exposición a −70 oC fue suficiente). 

 Las reacciones de secuenciación química G + A y C + T utilizadas como 

marcadores enlos experimentos de protección frente a la digestión con DNasa I se 

realizaron según el método de Maxam y Gilbert (Ausubel et al. 1988). 

 

 

II.16  Expresión del gen lacZ en M. xanthus 

 

La determinación de la actividad β-galactosidasa en M. xanthus se llevó a cabo 

inicialmente de modo cualitativo y, posteriormente, de modo cuantitativo. Para la 

determinación cualitativa, tras el crecimiento durante 24–48 horas a 33 oC en medio 

sólido CTT Xgal o CTT Xgal CNB12 y en las condiciones de iluminación deseadas, se 

observó la intensidad de la coloración azul de las colonias. 

 Para la determinación de la actividad β-galactosidasa específica de una estirpe, 

se inoculó ésta en medio líquido CTT más el antibiótico y/o cobalamina 

correspondiente. Las condiciones concretas de incubación se especifican en cada 

caso. Cuando el cultivo alcanzó la densidad celular deseada, se tomó una muestra. 

Para ello, se centrifugó 1–1,5 ml de cultivo, las células se resuspendieron en tampón Z 

y se almacenaron a −70 oC. Antes de realizar el ensayo, las muestras se 

descongelaron en agua a temperatura ambiente. La rotura de las células se realizó 

mediante tratamiento con SDS/cloroformo (Griffith y Wolf 2002). El ensayo de actividad 

β-galactosidasa se realizó según Miller, 1972, empleando 50–75 µl del extracto celular. 

La concentración de proteínas se midió según Lowry et al., 1951. La actividad 

específica de β-galactosidasa se expresa en nanomoles de o-nitrofenol (generado por 

la rotura enzimática del sustrato ONPG) producidos por minuto y miligramo de proteína. 

Salvo que se indique lo contrario, la actividad β-galactosidasa específica se expresa 

en nanomoles de o-nitrofenol (generado por rotura enzimática del sustrato ONPG) 

producidos por minuto y miligramo de proteína, de acuerdo con la ecuación: 

 

 

                           Actividad específica = 

 

donde 213 es el coeficiente de extinción del o-nitrofenol y convierte la densidad óptica 

medida a 420 nm en los ensayos de actividad en nanomoles de o-nitrofenol 

producidos; ml es el volumen del extracto utilizado en la determinación de la actividad; 

mg/ml es la concentración de proteínas de la muestra; y t representa el tiempo de 

          213A420 

    t ml mg ml 
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incubación en minutos a 33 ºC antes de detener la reacción. Las medidas se 

realizaron en un lector de microplacas de 96 pocillos Spectra max 340 PC 384 de 

Molecular DevicesR 

 

 

II.17. Cromatografía de filtración en gel 

 

 La cromatografía de filtración en gel se realizó con un equipo de HPLC AKTA y 

una columna de Superdex200 (GE Life Sciences), para la separación por exclusión de 

tamaños, equilibrada con una solución de 150 mM NaCl, 50 mM tampón fosfato, pH 

7.5, y 2 mM de β-mercaptoetanol. La columna se calibró con los siguientes estándares 

(Sigma-Aldrich): aprotinina (6.5 kDa), citocromo C (12.4 kDa), anhidrasa carbónica (29 

kDa), ovoalbúmina (43 kDa), BSA (66 kDa), alcohol deshidrogenasa de levadura (150 

kDa), β-amilasa (200 kDa), azul dextrano (2 MDa, para determinar el volumen de vacio 

V0) , y vitamina B12 (1.35 kDa, para estimar el volumen total). La curva de calibración 

obtenida fue: log Mr = 7.885- 0.221Ve, donde Mr es el peso molecular aparente y Ve es 

el volumen de elución. La proteína (100 μL; 45-165 μM), pura o incubada con 

cobalaminas a una concentración molar 5 veces superior durante al menos 15 min en 

oscuridad, se inyectó en la columna o fue sometida a iluminación antes de la inyección. 

Las muestras de proteínas iluminadas se irradiaron durante 5 minutos en tubos de 1,5 

ml con luz blanca (12 W/m2) o roja (13 W/m2), o con luz de longitudes de onda 

centradas en 360 nm (12 W/m2), 438 nm (15 W/m2) y 540 nm (11 W/m2) utilizando un 

microscopio de epifluorescencia o con longitudes de onda de 405, 465, 520 o 660 nm 

a intensidades entre 1 y 10 W/m2 usando bombillas LED (véase apartado II.14). 

 El seguimiento de la tasa de elución (0.4 mL/min) se realizó midiendo la 

absorbancia a 280, 361 y 522 nm. Los Mr correspondientes a los picos obtenidos se 

determinaron a partir de su Ve. La identidad de las proteínas en los picos de elución se 

comprobó por SDS/PAGE. El Mr y el error utilizados corresponden, respectivamente, a 

la media de un mínimo de tres medidas independientes y al SEM (Standard Error of 

the Mean). La concentración de proteína en los picos fue estimada por el ensayo de 

BioRad y la de AdoB12 por absorbancia a 522 nm. 
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III. 1  Caracterización de CarA y CarH 

 

 Como se mencionó en la Introducción, la mayoría de los genes estructurales 

implicados en la carotenogénesis se agrupan en el operón carB, cuya expresión es 

fotoinducible. El promotor de carB (PB) está regulado negativamente en oscuridad por 

CarA (McGowan et al. 1993; López-Rubio et al. 2002; Pérez-Marín et al. 2004; 

Navarro-Avilés et al. 2007; León et al. 2010) y CarH (Pérez-Marín et al. 2008), y se 

activa en luz por la acción antagonista de CarS (Whitworth y Hodgson 2001; López-

Rubio et al. 2002). Tanto CarA como CarH presentan un dominio N-terminal de unión 

al DNA similar al de las proteínas tipo MerR, con un plegamiento denominado "winged 

helix" constituido por un motivo "hélice-giro-hélice" seguido de dos alas (Navarro-

Avilés et al. 2007). La seña de identidad de ambas proteínas es la presencia de un 

dominio C-terminal con un motivo de unión a B12 que, hasta el descubrimiento de CarA 

y CarH, solo se había observado en enzimas que utilizan la vitamina como cofactor, 

tales como la sintetasa de metionina de E. coli (Cervantes y Murillo 2002; López-Rubio 

et al. 2002; Pérez-Marín et al. 2008).  

Varios estudios previos del grupo han permitido descifrar el modo de acción 

molecular del represor CarA y de su antirrepresor CarS (López-Rubio et al. 2002; 

López-Rubio et al. 2004; Pérez-Marín et al. 2004; Navarro-Avilés et al. 2007). Así, se 

ha demostrado que CarA se une in vitro a un operador bipartito en PB y que dicha 

unión bloquea la entrada de la polimerasa de RNA al promotor. CarS, que adopta una 

estructura similar al operador, es capaz de unirse a la hélice de reconocimiento del 

DNA situada en el dominio N-terminal de CarA, y provocar el desmantelamiento de los 

complejos CarA-DNA (Figura 5). Aunque in vitro CarA se une a B12, como cabría 

esperar de la presencia de un motivo de unión a cobalaminas en su dominio C-

terminal, ni in vivo ni in vitro se requiere la vitamina para que ocurra la represión de PB 

por CarA o la antirrepresión por CarS (Pérez-Marín et al. 2008).  

Inicialmente, la función represora de CarH pasó desapercibida ya que su 

deleción no da lugar a ningún fenotipo apreciable si CarA está presente (Cervantes y 

Murillo 2002). Fue el hallazgo inesperado de que una estirpe portadora de una 

deleción de carA recuperaba el fenotipo silvestre en presencia de B12 lo que llevó al 

descubrimiento de CarH que, como CarA, es capaz de reprimir PB, pero lo hace de 

manera dependiente de B12 (Pérez-Marín et al. 2008). Entender la base molecular de 

la diferencia entre CarA y CarH en cuanto a su dependencia de B12, determinar qué 

forma de la vitamina está implicada y averiguar si existe algún vínculo entre la vitamina 

y la respuesta a la luz han sido los objetivos principales de este trabajo.  
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III.1.1 La dependencia de B12 reside en un módulo autónomo 

 

Una primera aproximación para abordar el estudio de la diferencia funcional 

entre CarA y CarH consistió en sustituir el dominio C-terminal de CarA por el de CarH, 

ambos con un motivo de unión a B12, y analizar el comportamiento de la proteína 

resultante en cuanto a su dependencia o no de B12. En la Figura 33 se muestra el 

alineamiento de las secuencias de CarA y CarH (también se incluye la proteína 

homóloga de T. thermophilus, TtCarH; véase más adelante), con los dominios N y C-

terminales y la región conectora demarcados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para ello, se generaron los genes quiméricos, q1 y q2, mediante el método de la PCR 

solapante (véase Apartado II.10). Los productos génicos correspondientes, Q1 y Q2, 

Figura 33. Alineamiento de las secuencias aminoacídicas de CarA, CarH y TtCarH. Los residuos 

idénticos están sombreados en negro y los que son similares en al menos dos secuencias alineadas 
en gris. En la línea denominada "consenso" se marcan con un asterisco los residuos conservados en 
las tres secuencias y con un punto los presentes en dos de ellas. La línea discontinua azul bordea el 
segmento que corresponde al dominio N-terminal y la roja el segmento del dominio C-terminal. En la 
región C-terminal se señalan en verde los aminoácidos de la secuencia consenso de unión a 
cobalaminas. La región conectora está marcada por dos flechas opuestas de color verde.  
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estarían compuestos por el dominio N-terminal de CarA, unido al dominio C-terminal 

de CarH por el conector de CarA (Q1) o por el de CarH (Q2), que es más largo (Figura 

34). 

 

 

 

 

 

 

 

 Ambos genes se clonaron, para su expresión constitutiva, aguas abajo de P3, 

uno de los promotores ribosómicos en tándem de M. xanthus, ya utilizado previamente 

para expresar carA o carH y complementar su falta de función en M. xanthus (Pérez-

Marín et al. 2008). El vector de clonación utilizado incluye además un gen marcador de 

resistencia a kanamicina (KmR), un origen de replicación de E. coli y una región de 

1,38 kb (comprendida entre las posiciones 8498672 y 8500048 del genoma de M. 

xanthus), que carece de actividad promotora, para la integración cromosómica por 

recombinación homóloga (Figura 35). Los plásmidos resultantes de la clonación se 

introdujeron, por electroporación y selección del carácter KmR, en la estirpe ∆carA 

∆carH (MR1716), para evitar así que la función de las proteínas quiméricas pudiera 

quedar enmascarada por la de las proteínas endógenas CarA y CarH.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 34. Esquema de CarA y CarH, y de las 
quimeras Q1 y Q2. Los dominios N- (de menor 

tamaño y a la izquierda) y C-terminales (más 
grandes y a la derecha) se representan como 
esferas, y que aparecen unidas por las regiones 
conectoras. En las quimeras, los colores asignados a 
los dominios se corresponden con los de las 
proteínas de origen. 

Figura 35. Representación esquemática del plásmido utilizado para la clonación de los genes 
quiméricos y su introducción en M. xanthus. PC: promotor constitutivo (P3). 1,38: región de 1.38 kb 
para la integración genómica del plásmido. P, Km

R
: gen de resistencia a kanamicina con su promotor. 

OriC: origen de replicación para E. coli. 
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 La incapacidad de M. xanthus de sintetizar B12 ha facilitado los estudios sobre 

la dependencia o no de B12, pues basta con suplementar o no el medio de cultivo con 

cianocobalamina (CNB12) para realizar dichos análisis. Aunque se desconocen los 

detalles moleculares sobre cómo ocurre en M. xanthus, dicha cobalamina debe ser 

transportada al interior celular y transformada a cualquiera de las dos formas 

metabólicamente activas de la vitamina, MeB12 o AdoB12. Así, una vez obtenidos los 

electroporantes que expresan las quimeras Q1 o Q2 en fondo genético ∆carA ∆carH, 

se estudió su fenotipo tras 48 horas de incubación en presencia o ausencia de luz en 

medios suplementados o no con CNB12 (según lo indicado en II.2). Como se muestra 

en la Figura 36, la estirpe ∆carA ∆carH, incapaz de reprimir PB, muestra una coloración 

naranja en la oscuridad haya o no B12 en el medio, debido a la expresión constitutiva 

del operón carB. En la luz, su coloración se vuelve roja debido a la expresión a niveles 

altos no solo de carB sino también de crtIb. Las estirpes que expresan las proteínas 

Q1 y Q2 mostraron el mismo fenotipo que la estirpe ∆carA, presentando una 

coloración naranja en oscuridad y ausencia de la vitamina, que pasó a amarillo en 

presencia de B12, y a rojo en la luz tanto en ausencia como en presencia de B12 (Figura 

36). Que la represión de la carotenogénesis por las quimeras Q1 y Q2 requiera B12 

permite concluir que la dependencia de B12 reside en el dominio C-terminal de CarH. 

Así, basta con reemplazar el dominio C-terminal de CarA por el de CarH, vaya o no 

acompañado de la región conectora de CarH, para que la función de CarA sea 

dependiente de B12.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 36. Fenotipos de la estirpe silvestre, de los mutantes ∆carA ∆carH y ∆carA, y de las 
estirpes portadoras de CarH, Q1 y Q2 en fondo genético ∆carA ∆carH. Las diferentes proteínas se 

representan con sus dominios (el N-terminal a la izquierda) unidos por la región conectora, 

correspondiendo el color verde a regiones procedentes de CarA y el azul a CarH. Gotas de 5 μl de 
cultivos de las diferentes estirpes mostradas se depositaron en medio suplementado o no con 1 μM de 
CNB12 y se incubaron en oscuridad o luz. 
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 Una vez establecido que la dependencia de B12 reside en el módulo C-terminal 

de CarH nos propusimos estudiar la base molecular de dicha dependencia mediante 

ensayos in vitro, utilizando para ello la proteína purificada. Previamente, se habían 

expresado en forma soluble y purificado con éxito CarA, los dominios N- y C-terminal 

de CarA (CarANt y CarACt, respectivamente) y el dominio N-terminal de CarH 

(CarHNt). Sin embargo, los diversos intentos de obtener la proteína CarH o su dominio 

C-terminal (CarHCt) en forma soluble y activa resultaron infructuosos, lo que ha 

impedido el análisis directo de su dependencia de B12 in vitro.  

 Como se mencionó anteriormente, existe una proteína homóloga a CarA/CarH 

en T. thermophilus. Las proteínas de los organismos termófilos suelen ser solubles, de 

fácil purificación y asequibles para los estudios bioquímicos y estructurales. Si la 

proteína de T. thermophilus resultase, como CarH, dependiente de B12, su estudio 

podría ayudar a descifrar la base molecular de dicho comportamiento. En estudios 

previos del grupo no se observó complementación de la falta de carA ni de carH 

cuando se introdujo el gen homólogo en M. xanthus. Dado que los genomas de M. 

xanthus y T. thermophilus tienen contenidos parecidos de GC (69-70%) y es, por tanto, 

probable que tengan un uso de codones similar, cabe pensar que la falta de 

complementación no se deba a una falta de expresión del gen homólogo en M. 

xanthus, sino más bien a un problema de reconocimiento de la secuencia operadora 

de PB por la proteína de T. thermophilus. Por ello, en este trabajo se construyeron dos 

quimeras, QTt1 y QTt2, que presentan el dominio C-terminal de la proteína de T. 

thermophilus fusionado a CarANt y CarHNt, respectivamente, manteniendo las 

regiones conectoras propias de cada dominio N-terminal (Figura 37).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Los genes quiméricos se clonaron en el plásmido descrito anteriormente 

(Figura 35) y se introdujeron por electroporación en la estirpe ∆carA ∆carH. El color 

Figura 37. Esquema de la 
arquitectura de dominios 
de CarA y CarH, de la 
proteína homóloga de T. 
thermophilus, y de la 
quimeras QTt1 y QTt2. Los 

dominios N- (de menor 
tamaño y a la izquierda) y C-
terminales (más grandes y a 
la derecha) se representan 
como esferas, unidas por las 
regiones conectoras. Los 
colores de cada parte de las 
proteínas quiméricas 
coinciden con los de sus 
proteínas de origen. 
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naranja mostrado por las estirpes que expresan QTt1 y QTt2 en medio sin B12 y 

oscuridad se tornó amarillo en presencia de B12, lo que demuestra que las dos 

quimeras son capaces de funcionar como CarH (Figura 38). Por tanto, el dominio C-

terminal de la proteína homóloga de T. thermophilus, ya sea unido al dominio de unión 

al DNA de CarA o de CarH, confiere la misma actividad dependiente de B12 in vivo que 

el propio CarHCt. Debido a que su comportamiento se asemeja más al de CarH que al 

de CarA, hemos denominado TtCarH al homólogo de T. thermophilus. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

II.1.2  La presencia de AdoB12 promueve la unión de QTt1 y QTt2 al DNA 

operador in vitro 

 

 Una vez establecido que QTt1 y QTt2 se comportan como CarH, se procedió a 

la expresión de las dos quimeras en un sistema heterólogo para su posterior 

purificación (Apartado II.13), que fue relativamente sencilla, pues se expresaron en 

forma soluble. Con las proteínas quiméricas purificadas se realizaron ensayos de 

unión al operador de PB in vitro en ausencia y presencia de diferentes formas de 

cobalamina. En estudios previos se había determinado que CarA se une 

cooperativamente al operador: primero a un sitio palindrómico de alta afinidad (pI) 

situado aguas arriba de PB, y luego a otro sitio de baja afinidad (pII) que solapa con la 

región - 35 de PB para bloquear el acceso a la polimerasa de RNA (López-Rubio et al. 

2004). Ambos sitios se encuentran incluidos en un fragmento de 130 pb que se ha 

venido utilizando para estudiar la unión de CarA al DNA. En los ensayos de cambio en 

Figura 38. Fenotipos de la estirpe silvestre, de los mutantes ∆carA ∆carH y ∆carA, y de las 
estirpes portadoras de QTt1 y QTt2 en fondo genético ∆carA ∆carH. Las diferentes proteínas se 

representan con sus dominios en forma de esferas (correspondiendo la más pequeña al dominio N-
terminal) unidas por las regiones conectoras. Las partes de las proteínas procedentes de CarA, CarH y 

TtCarH se muestran en color verde, azul y morado, respectivamente. Gotas de 5 μl de cultivos de las 
diferentes estirpes mostradas se depositaron en medio suplementado o no con 1 μM de CNB12 y se 
incubaron en oscuridad o luz. 
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la movilidad electroforética (EMSA), la unión cooperativa de CarA a su operador se 

manifiesta por la rápida conversión de una banda retrasada inferior, que representa la 

formación del denominado complejo I (CI), en otra banda superior (complejo II o CII), a 

medida que aumenta la concentración de CarA (Figura 39).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Cuando se analizó la unión de QTt1 al fragmento de 130 pb mediante EMSA se 

observó que, a pesar de tener el mismo dominio de unión al DNA que CarA, QTt1 se 

unía al operador con una afinidad considerablemente inferior (Figura 40). Así, incluso a 

una concentración 15 veces superior a la utilizada con CarA, solo se observó la 

formación de dos bandas difusas en lugar de la única banda, de movilidad inferior y 

bien definida, que aparece con CarA. Esta diferencia, que debe residir en los 

diferentes dominios C-terminales de ambas proteínas, probablemente refleja que QTt1 

no se une de forma cooperativa al operador de PB en las condiciones ensayadas. Aún 

más baja fue la afinidad de QTt2 por el operador, que mostró una unión al DNA 

apenas perceptible incluso a altas concentraciones de proteína (Figura 40). Que QTt2 

se una con menor afinidad al operador que QTt1 es probable que se deba a las 

diferencias de afinidad de sus respectivos dominios de unión al DNA, pues CarHNt 

presenta una afinidad intrínseca por el operador significativamente inferior a la de 

CarANt (Pérez-Marín et al. 2008). 

 

 

 

Figura 39. Ensayo de EMSA con el fragmento de 130 pb a concentraciones crecientes de CarA 

(derecha). A la izquierda, se representa la unión de CarA a los palíndromes pI y pII del operador de PB 
para formar los complejos CI y CII. 
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 Puesto que en los estudios in vivo tanto QTt1 como QTt2 requirieron B12 para 

reprimir PB, a continuación se comprobó si alguna de las formas de la cobalamina 

afectaba a su interacción con el DNA in vitro. Dado que las cobalaminas son 

fotosensibles (Bond CM et al. 1972; Chen y Chance 1990; Schwartz y Frey 2007), 

estos ensayos se realizaron en condiciones de baja iluminación. Ni la MeB12, ni la 

CNB12 afectaron a la afinidad de QTt1 o QTt2 por su operador (Figura 41). Tampoco la 

hemina que es capaz de unirse al motivo de unión a cobalaminas de ciertas proteínas 

implicadas en la detección de luz y de los niveles rédox (Han Y. et al. 2007; Moskvin et 

al. 2007; Moskvin et al. 2010), tuvo ningún efecto sobre la unión de QTt1 o QTt2 al 

operador (Figura 42).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Por el contrario, la presencia de AdoB12 en la reacción tuvo un efecto notable 

en la unión de QTt1 y, aún todavía más llamativo, de QTt2, al operador de PB. Así, en 

presencia de AdoB12 se observó un único complejo, bien definido, y de movilidad 

Figura 40. EMSA con QTt1 y QTt2 en 
ausencia de cobalaminas. Calle 1: DNA 

libre (fragmento de 130 pb); calles 2 y 3: 
DNA + CarA a 20 y 40 nM, 
respectivamente; calles 4 a 9: DNA + QTt1 
a 30, 60, 110, 220, 450 y 900 nM, 
respectivamente; calles 10 a 15: DNA + 
QTt2 a 30, 60, 110, 220, 450 y 900 nM, 
respectivamente.  

Figura 41. Efecto de las diferentes cobalaminas en la unión de QTt1 y QTt2 al DNA in vitro. 

Ensayos de cambio en la movilidad electroforética con QTt1 (izquierda) y QTt2 (derecha) (20 nM). Calle 
1: DNA libre (fragmento de 130 pb); calle 2: DNA + QTt1/QTt2; calles 3 a 6: DNA + QTt1/QTt2 + AdoB12 
a 16, 31, 63 y 125 nM respectivamente; calles 7 a 10: DNA + QTt1/QTt2 + MeB12 a 16, 31, 63 y 125 nM 
respectivamente; calles 11 a 14: DNA + QTt1/QTt2 + CNB12 a 16, 31, 63 y 125 nM respectivamente. 
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similar a la del complejo CII formado por CarA, quedando una cantidad apenas 

apreciable de DNA libre (Figura 41). Como cabía esperar de los resultados obtenidos 

in vivo, la unión de CarA al DNA in vitro no se vio afectada por la presencia de ninguna 

de las tres formas de cobalamina (Figura 43). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 En los ensayos de protección frente a digestión por DNasa I (Apartado II.15), 

CarA protege de la digestión una región del operador que se extiende desde la 

posición -19 hasta la -70 respecto del sitio de inicio de la transcripción (López-Rubio et 

al. 2004). Además, aparecen dos hipersensibilidades, en las posiciones -55 y -77, que 

reflejan posibles distorsiones del DNA ocasionadas por la unión de la proteína (Craig 

et al. 1995).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 Para determinar si el patrón de unión de QTt1 y QTt2 al fragmento de 130 pb 

se asemeja al establecido previamente para CarA, se realizaron ensayos de 

protección frente a la digestión con DNasa I. Como se observa en la Figura 44, la 

presencia de AdoB12 favoreció la aparición de una región protegida por QTt1, que 

presentó un patrón idéntico al observado para CarA tanto en su extensión como en la 

aparición de dos sitios hipersensibles, en las posiciones -55 y -63. En presencia de 

Figura 43. Efecto de las 
cobalaminas en la unión de 
CarA al DNA in vitro. EMSA 

realizado con CarA (20 nM). 
Calle 1: DNA libre (fragmento de 
130 pb); calle 2: DNA + CarA; 
calles 3 a 6: DNA + CarA + 
AdoB12 a una concentración de 
16, 31, 63 y 125 nM, 
respectivamente; calles 7 a 10: 
DNA + CarA + MeB12 a una 
concentración de 16, 31, 63 y 
125 nM, respectivamente; calles 
11 a 14: DNA + CarA + CNB12 a 
una concentración de 16, 31, 63 
y 125 nM, respectivamente. 

Figura 42. Efecto de la hemina en la unión de 
QTt1 y QTt2 al DNA in vitro. EMSA con el 

fragmento de 130 pb y QTt1 o QTt2 (25 nM) en 
oscuridad y en presencia o ausencia de 100 nM de 
AdoB12 o hemina. 



III. Resultados 
 

82 
 

QTt2 y AdoB12 se observó un patrón de digestión similar al producido por CarA y QTt1,  

salvo por la presencia de dos sitios hipersensibles adicionales, en las posiciones -34 y 

-45, que reflejan posibles diferencias de unión al DNA entre CarANt (en QTt1) y 

CarHNt (en QTt2) (Figura 44). En conjunto, todos estos datos demuestran que la 

AdoB12 promueve la unión de QTt1 y QTt2 in vitro al mismo operador que CarA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

III.1.3  La AdoB12 es esencial para la represión de PB mediada por CarH in vivo 

 

 Si la AdoB12 es la forma de la vitamina utilizada por CarH in vivo, como 

sugieren los estudios in vitro descritos en el apartado anterior con las quimeras 

portadoras del dominio C-terminal de TtCarH, el bloqueo de la síntesis de AdoB12 

debería eliminar la represión del operón carB por CarH. Aunque M. xanthus carece de 

las enzimas necesarias para la síntesis de novo de cobalaminas, sí posee un gen que 

determina una enzima ATR (ATP:corrinoide adenosiltransferasa) de tipo pduO (locus 

YP_634078.1), homólogo del gen pduO de Salmonella y de otros organismos, 

incluyendo los humanos (Figura 45). Como se mencionó en la Introducción, estas 

enzimas están implicadas en la síntesis de AdoB12 a partir de otras formas de 

cobalamina presentes en el medio, tales como la CNB12 (Johnson et al. 2001; 

Yamanishi et al. 2005; Mera y Escalante-Semerena 2010). La eliminación de la 

activididad ATR debería, por tanto, ir asociada a la imposibilidad de sintetizar AdoB12 a 

Figura 44. Efecto de la presencia de AdoB12 en 
la unión de QTt1 y QTt2 al DNA in vitro. Ensayo 

de protección frente a la digestión por DNasa I 
con el fragmento de DNA de 130 pb y QTt1 o 
QTt2 en presencia o ausencia de AdoB12. La 
proteína fue añadida a concentraciones 
crecientes, de izquierda a derecha: 16, 31, 63 y 
125 nM; la AdoB12 se añadió a una concentración 
5 veces superior a la de la proteína.  
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partir de la CNB12 suministrada en el medio de cultivo. Por ello, se generó una deleción 

completa y en fase del gen pduO en un fondo genético ∆carA (evitando así que la 

actividad de CarH fuera enmascarada por CarA). A pesar de la presencia de CarH, la 

estirpe carente de carA y pduO (MR2075) mostró color naranja en oscuridad (y, por 

tanto, expresión constitutiva de carB) tanto en ausencia como en presencia de CNB12 

(o MeB12) en el medio, lo que demuestra que la AdoB12 es la forma de la vitamina 

requerida por CarH para reprimir PB in vivo (Figura 46). Tampoco se observó represión 

de PB en medio suplementado con AdoB12, sugiriendo que dicha cobalamina debe 

perder el grupo adenosilo, bien durante el transporte al interior de la célula, bien una 

vez dentro y no es, por tanto, capaz de rescatar la falta de actividad ATR. 

 

 

EcpduO       1 -------------------------------------------------------MAIYT 

MxpduO       1 -------------------------------------------------------MKIYT 

HsMMAB       1 MAVCGLGSRLGLGSRLGLRGCFGAARLLYPRFQSRGPQGVEDGDRPQPSSKTPRIPKIYT 

consenso     1                                                        ..*** 

 

EcpduO       6 RTGDSGSTSLFTGQRVSKTHLRVETYGTLDELNATLSLCYCA--TAIESHRILLEAIQQQ 

MxpduO       6 KSGDAGETGLFGGGRVAKDDVRVDAYGEVDELNATLGLVRSF--EGPPDVDALLHRLQDQ 

HsMMAB      61 KTGDKGFSSTFTGERRPKDDQVFEAVGTTDELSSAIGFALELVTEKGHTFAEELQKIQCT 

consenso    61 ..** * ...*.* *. *........*..***......      ..  .   .* ..* . 

 

EcpduO      64 IFWFSAELAS-ESEQPSAQL--RYIGTEEIAALENAIDSAMNAVPPVHSFILPGRCEAAS 

MxpduO      64 LFTVGAVLATPEGTKASAHI--PELKAEWAEDMERAIDGFEAELPPMTHFILPGGTQAAS 

HsMMAB     121 LQDVGSALATPCSSAREAHLKYTTFKAGPILELEQWIDKYTSQLPPLTAFILPSGGKISS 

consenso   121 .. ... **.....  .*..    .... . ..*..** .   .**.. ****..  ..* 

 

EcpduO     121 RMHFARTVARRAERRLVELTTETIVRNVLLHYINRLSDCLYALARVEDNVAHQNLMIQEI 

MxpduO     122 ALHLARTVCRRAERRTVPLLREGKIPKAVVVYLNRLSDLLFVLARVVNHRASVE------ 

HsMMAB     181 ALHFCRAVCRRAERRVVPLVQMGETDANVAKFLNRLSDYLFTLARYAAMKEGNQ------ 

consenso   181 ..*..*.*.******.*.*. .. .   .....***** *. ***.   .. ..       

 

EcpduO     181 TKRYHEANHTPALKERTMPLTFQDLHQLIRSAAMRADELHIPVVISIVDANGTESVTWRM 

MxpduO     176 DVKWIPAKPSK------------------------------------------------- 

HsMMAB     235 EKIYMKNDPSAESEGL-------------------------------------------- 

consenso   241 ..... . ..                                                   

 

EcpduO     241 PDALLVSSELAPKKAWTAVAMKTATHKLADTVQPGAPLYGLESHMQGKVVTFGGGFPLWR 

MxpduO         ------------------------------------------------------------ 

HsMMAB         ------------------------------------------------------------ 

consenso   301                                                              

 

EcpduO     301 DGKLLGGLGISGGSVEQDMDIAQSAMAAINVGVNQ 

MxpduO         ----------------------------------- 

HsMMAB         ----------------------------------- 

consenso   361                                     

 
 

 

 

 

 

Figura 45. Alineamiento de la secuencia de PduO de M. xanthus (MxPduO) con su homólogo en 
humanos (HsMMAB) y E. coli (EcPduO). Los códigos de acceso de NCBI para las proteínas de E. coli, 
M. xanthus y Homo sapiens son CAJ87624, ABF90014, y NP_443077, respectivamente. Los residuos 
idénticos están sombreados en negro y los similares en al menos dos de las secuencias en gris. Aquellos 
que se conservan en las tres secuencias están marcados con un asterisco en la línea "consenso". El 
dominio N-terminal de aproximadamente 185 residuos de la PduO de E. coli, de mayor tamaño, es 
suficiente para su actividad ATR (Johnson et al. 2004). Este dominio es similar en secuencia a la proteína 
humana, más pequeña, cuya actividad ATR se ha demostrado in vitro (Leal et al. 2004) y a la de M. 
xanthus. 
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 Para comparar los niveles de expresión de carB en la estirpe carA pduO en 

ausencia y presencia de B12, se midió la actividad de PB in vivo mediante la 

introducción del gen chivato lacZ en carB. Para ello, se purificó DNA genómico de 

MR1742, una estirpe de M. xanthus con una inserción del transposón Tn5-lac-132  

(portador de una sonda lacZ y un gen de resistencia a la tetraciclina) al principio del 

operón carB (la denominada inserción MR418) en fondo carA carH. En dicha 

estirpe, la expresión del gen chivato lacZ se encuentra bajo el control del promotor PB 

El DNA genómico se utilizó para electroporar la estirpe portadora de la doble deleción 

carA pduO, y en medio selectivo con tetraciclina se seleccionaron los 

transformantes (Figura 47). Las colonias resultantes de la integración de la sonda por 

recombinación homóloga en carB son Car-, ya que el operón queda interrumpido tras 

la integración del transposón.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 46. Fenotipo de la estirpe ∆carA ∆pduO en presencia de diferentes cobalaminas. Gotas de 

5 μl de cultivos de las diferentes estirpes mostradas se depositaron en medio suplementado o no con 1 
μM de las cobalaminas indicadas y se incubaron en oscuridad. 
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 La incubación de los cultivos para la toma de muestras y la posterior medida de 

la actividad se realizó tal y como se indica en la Figura 48A. Al contrario de lo que 

ocurre con la estirpe control ∆carA, en la que la expresión de la sonda lacZ en carB se 

ve reprimida en presencia de B12, la estirpe portadora de la doble deleción ∆carA 

∆pduO presentó niveles elevados de actividad β-galactosidasa tanto en presencia 

como en ausencia de B12 (Figura 48B). Estos resultados permiten concluir que CarH 

es incapaz de reprimir la expresión de PB si no se genera AdoB12 in vivo. 

Figura 47. Esquema de la introducción de la sonda lacZ en carB (ΩMR418) en la estirpe ∆carA 

∆pduO. Los números 1 a 6 designan los ORFs del operón carB y 7 a 9 los del operón carA. Las 
flechas que forman un ángulo recto marcan la posición de los promotores PB y PA y su dirección de 
transcripción, los triángulos negros invertidos los genes delecionados. 
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A                                       B 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

III.1.4 La oligomerización de CarH y TtCarH, pero no la de CarA, requieren B12 

 

 Los resultados de apartados previos demuestran que la AdoB12 promueve in 

vitro la unión de las quimeras QTt1 y QTt2 al operador de PB, e in vivo la represión de 

carB mediada por CarH. Quedaba pendiente averiguar de qué manera exactamente la 

presencia de AdoB12 modula la función represora de CarH. Estudios anteriores 

utilizando la técnica del doble híbrido de levaduras habían demostrado que CarA 

(López-Rubio et al. 2002) oligomeriza a través de su dominio C-terminal y que dicha 

oligomerización es crucial para la unión eficiente de CarA al DNA in vitro y la represión 

de PB in vivo (Pérez-Marín et al. 2004; Pérez-Marín et al. 2008). Sin embargo, las 

versiones de CarA mutadas en residuos clave del dominio de unión a cobalaminas 

mantenían su capacidad de reprimir la expresión de carB y de oligomerizar in vivo 

(Pérez-Marín et al. 2008), indicando que la interacción de CarA consigo misma ocurre 

de manera independiente de B12.  

 Dado que la oligomerización es importante para que CarA se una al DNA y 

ejerza su acción represora, en este trabajo se estudió la posibilidad de que la AdoB12 

actúe favoreciendo la oligomerización de CarH, utilizando para ello ensayos de 

interacción proteína-proteína in vivo e in vitro. En este caso, y dado que 

Figura 48. A. Esquema del protocolo utilizado para los ensayos de expresión de la sonda lacZ en 
carB y B. medidas de la expresión de dicha sonda lacZ en las estirpes ∆carA (MR844) y ∆carA 
∆pduO (MR2075). Se muestra la media de tres medidas independientes; las barras de error 
corresponden al SEM (Standard Error of the Mean). 
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Saccharomyces cerevisiae no utiliza las cobalaminas para su crecimiento (Hansen et 

al. 1997), el sistema del doble híbrido de levaduras se sustituyó por el sistema del 

doble híbrido bacteriano (DHB) en E. coli (Karimova et al. 1998; Karimova et al. 2000). 

Aunque E. coli es incapaz de sintetizar B12 de novo, puede generar AdoB12 a partir de 

la CNB12 suplementada exógenamente (Roth et al. 1996; Zhang et al. 2009). El 

sistema de DHB utilizado se basa en la complementación funcional del dominio 

catalítico de la ciclasa de adenilato, cifrada en el gen cyaA de Bordetella pertussis 

(Hewlett y Wolff 1976; Glaser et al. 1988; Mock y Ullmann 1993). Dicho dominio 

catalítico consiste en dos fragmentos complementarios, llamados T18 y T25, que no 

son activos si están físicamente separados. Cuando estos dos fragmentos se fusionan 

a polipéptidos que interaccionan entre sí, la interacción de las dos proteínas híbridas 

restaura la actividad de síntesis de monofosfato de adenosina cíclico (cAMP), que se 

une a la proteína activadora de los genes catabólicos (CAP) (Figura 49). El complejo 

cAMP/CAP es un activador de la transcripción de los operones lac y mal, implicados 

en el catabolismo de la lactosa y maltosa, respectivamente. De esta manera, la 

bacteria es capaz de utilizar lactosa o maltosa como única fuente de carbono, fenotipo 

que puede visualizarse fácilmente en medio MacConkey suplementado con maltosa 

(Miller 1992), o en medio LB suplementado con X-gal, gracias al gen lacZ endógeno, 

que permite también realizar medidas cuantitativas del grado de interacción. La cepa 

de E. coli que se emplea como huésped en estos ensayos (BTH101) carece, 

lógicamente, de la proteína CyaA endógena. Los plásmidos utilizados fueron pKT25 y 

pUT18C, que permiten generar fusiones traduccionales al extremo carboxilo de los 

fragmentos T25 y T18 de CyaA, respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 49. Esquema del sistema del doble híbrido bacteriano. Se representa el dominio catalítico 

completo de CyaA (A), los fragmentos T25 y T18, inactivos por separado (B), y un complejo activo 
debido a la interacción física de las proteínas hipotéticas X e Y, unidas traduccionalmente a T25 y T18, 
respectivamente (C). 
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 Una vez clonada la parte de carH que cifra el dominio C-terminal, carHCt, en 

los plásmidos pKT25 y pUT18C (y la equivalente de carA, carACt, como control) se 

procedió a analizar si la presencia de B12 en el medio producía algún efecto sobre la 

capacidad de CarHCt de interaccionar consigo mismo. Para ello, la estirpe BTH101 se 

transformó simultáneamente con los plásmidos pKT25-carHCt y pUT18C-carHCt, por 

un lado, y con los plásmidos pKT25-carACt y pUT18C-carACt, por otro. Como 

controles negativos se utilizaron células transformadas solo con uno de los plásmidos 

quiméricos. El análisis cualitativo en cajas con X-gal puso de manifiesto que, a 

diferencia de CarACt, CarHCt solo interacciona consigo mismo si la vitamina está 

presente (Figura 50). La misma conclusión se extrajo del análisis cuantitativo de 

actividad específica -galactosidasa (realizado según el protocolo descrito en la Figura 

51A), pues las células que expresaban T25-CarHCt y T18-CarHCt no mostraron 

actividad en ausencia de la vitamina pero sí en su presencia (Figura 51B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mientras que la mutación (a alanina) de la histidina del motivo de unión a B12, H175, 

que resulta clave para la unión del cofactor, no tuvo ningún efecto sobre la capacidad 

de CarACt de interaccionar consigo mismo; la mutación del residuo equivalente 

(H193A) en CarH eliminó la interacción dependiente de B12 de CarHCt (Figuras 50 y 

51B). Cabe pensar, por tanto, que la vitamina ejerce su acción sobre CarH 

promoviendo su oligomerización y, con ello, su unión al DNA. 

 

 

Figura 50. Análisis cualitativo de la interacción de CarA, CarH y sus variantes mutadas en la 
histidina del motivo de unión a B12 mediante DHB. Las células expresan el dominio C-terminal 

indicado fusionado a T25 y T18, o a solo uno de ellos (controles negativos). Se depositaron gotas de 5 
μl en medio con X-gal suplementado o no con 1 μM CNB12 y las placas se incubaron durante 12 horas 
a 37 ºC. La incubación se realizó en oscuridad, en placas con X-gal suplementadas o no con 1 μM 
CNB12. 
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B 

Figura 51. Análisis cuantitativo de la interacción de CarA, CarH y sus variantes mutadas en la 
histidina del motivo de unión a B12 mediante el sistema del DHB. En A, esquema del protocolo 

utilizado. La presencia de IPTG es necesaria para inducir la expresión de las proteínas de fusión. En B, 

los valores se corresponden con la media de tres medidas independientes de actividad -galactosidasa 
específica y las barras de error con el SEM (Standard Error of the Mean). Como control positivo se 
utilizaron células que expresan la cremallera de leucina del factor GCN4 (ZIP) fusionada a T25 y T18. -
, control negativo: células que expresan solo una proteína de fusión (barras azules). Las células que 
expresan ambas proteínas de fusión en ausencia (x, barras grises) o presencia (+, barras negras) de 1 
μM CNB12. 
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A excepción de CarA y CcCarA (homólogo de Corallococcus coralloides), que 

contienen un aspártico en la primera posición de la secuencia consenso de unión a B12, 

otras proteínas similares, incluyendo la propia CarH y TtCarH, contienen glutámico en 

dicha posición (Figura 9). Dado que CarH y TtCarH, que presentan E, son 

dependientes de B12 y CarA, que presenta D, es independiente de la vitamina, se 

consideró la posibilidad de que este residuo fuera responsable de las diferencias entre 

estas proteínas en lo que respecta a la dependencia de B12. Para comprobar esta 

hipótesis se generaron las mutaciones carH(E191D) y carH(E191Q), y se estudió su 

efecto tanto en la carotenogénesis (en fondo genético ∆carA ∆carH) como en el 

sistema del DHB. La estirpe que expresaba CarH(E191Q) mostró una síntesis de 

carotenos constitutiva (Figura 52), consistente con la incapacidad de CarHCt(E191Q) 

de oligomerizar, haya o no B12 en el medio (Figura 53). Por el contrario, la estirpe de M. 

xanthus portadora de la mutación CarH(E191D) mostró la represión de la 

carotenogénesis dependiente de B12 en oscuridad típica de CarH (Figura 52), que está 

de acuerdo con la oligomerización dependiente de B12 observada para CarHCt(E191D) 

en el sistema del DHB (Figura 53). A la luz de estos resultados, cabe descartar que la 

diferencia entre el comportamiento de CarH y CarA resida en el cambio de E por D en 

sus respectivos motivos de unión a B12. No obstante, la pérdida de función de CarH 

asociada al cambio de E, de carácter ácido, por Q, básico, refleja que dicho residuo es 

importante para que la vitamina promueva la oligomerización de CarHCt.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 52. Efecto de las mutaciones CarH (E191D) y CarH(E191Q). (A) A la izquierda de la figura se 

representan las diferentes versiones de CarH con dos esferas azules, una de menor (N-terminal) y otra 
de mayor tamaño (C-terminal) conectadas por un cilindro central (región conectora). Los asteriscos de 
color rojo marcan la presencia de un cambio de aminoácido descrito justo debajo entre paréntesis. 
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 Dado que el dominio C-terminal de TtCarH, TtCarHCt, es capaz de sustituir 

funcionalmente a CarHCt, se realizaron también ensayos de interacción proteína-

proteína para examinar el posible efecto de la vitamina B12 en la oligomerización de 

TtCarH. Al igual que con CarHCt, para los ensayos de interacción in vivo se utilizó la 

técnica del DHB (utilizando el mismo protocolo descrito para CarHCt). Para ello, se 

generaron plásmidos derivados de pKT25 y pUT18C que expresaban TtCarHCt o su 

versión mutada en la histidina del motivo de unión a B12 (H177A) fusionados al 

extremo C-terminal del fragmento T25 y T18. Los resultados de estos ensayos 

demostraron que TtCarHCt solo interacciona consigo misma en presencia de B12 

siempre y cuando esté intacto el motivo de unión a cobalaminas (Figura 54). Esto 

sugiere que, como ocurre en CarH, la oligomerización de TtCarH depende de su unión 

a B12.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 53. Análisis cualitativo mediante DHB de la 
interacción consigo mismas de las versiones de 
CarHCt con las mutaciones E191D y E191Q. Las 

células expresan el dominio C-terminal indicado, 
fusionado a T25 y T18, y fueron incubadas en 
presencia o ausencia de CNB12 a 1 μM.  

Figura 54. Análisis cuantitativo de la interacción consigo mismo de TtCarHCt y de su variante 
mutada en la H177 mediante el sistema del DHB. Las células expresan el dominio C-terminal indicado 

fusionado a T25 y T18, o a solo uno de ellos (controles negativos). La actividad es la media de tres 
medidas independientes de la expresión del gen chivato lacZ y las barras de error corresponden al SEM 

(Standard Error of the Mean). Como control positivo se utilizaron células que expresan la cremallera de 
leucina del factor GCN4 (ZIP) fusionada a T25 y T18. -, control negativo: células que expresan solo una 
proteína de fusión (barras azules) Las células del ensayo expresan ambas proteínas de fusión en 
ausencia (x, barras grises) o presencia (+, barras negras) de 1 μM CNB12.  
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 Para averiguar qué estado oligomérico se ve favorecido en presencia de 

AdoB12, así como la estequiometría de la unión, se utilizaron las preparaciones 

purificadas de CarACt (como control), y de TtCarHCt o de la quimera QTt2, en 

ensayos de cromatografía de exclusión de tamaño en condiciones de baja iluminación 

(para evitar la fotólisis de las cobalaminas). TtCarHCt eluyó con un peso molecular 

aparente (Mr) de 24,4 ± 0,7 kDa, cercano a los 22,6 kDa calculados para un monómero, 

tanto en ausencia de B12, como en presencia de CNB12 o MeB12 (Figura 55A, panel 

superior). Por el contrario, la presencia de AdoB12 provocó un desplazamiento 

llamativo en el pico de elución, que ahora correspondía a un Mr de 99,2 ± 2 kDa, 

indicativo de la formación de un tetrámero (Figura 55A, panel superior). La 

comparación del patrón de absorbancia a 280 nm ( a la que absorben las proteínas; 

Figura 55A, panel superior) y a 361 nm ( a la que absorben las cobalaminas; Figura 

55A, panel inferior) puso de manifiesto que la CNB12 o MeB12, como la AdoB12, sí se 

unen a TtCarHCt (pues en ambos casos se observó una coincidencia entre los picos 

de elución detectados a 280 y 361 nm), aunque son incapaces de promover su 

oligomerización. El análisis del pico de elución de TtCarHCt en presencia de AdoB12 

reveló un espectro de absorción muy similar al de AdoB12 libre (Figura 55B) y la 

estimación del contenido en proteína y AdoB12 del pico indicó una estequiometría 1:1.  

Al igual que TtCarHCt, la quimera QTt2 eluyó como un monómero en ausencia 

de cobalaminas o en presencia de CNB12 o MeB12, pero como un tetrámero en 

presencia de AdoB12 (Figura 55C). La mutación de la histidina del motivo de unión a 

B12 en TtCarHCt, que en el sistema del DHB provocó una pérdida de la interacción 

dependiente de B12, en los ensayos de cromatografía eliminó la tetramerización 

dependiente de AdoB12 (Figura 56D, panel inferior). Por último, y en consonancia con 

los resultados del sistema del DHB, la presencia de cualquiera de las formas de 

cobalamina probadas no tuvo efecto alguno sobre la oligomerización de CarACt, que 

eluyó como un dímero tanto en ausencia como en presencia de cobalaminas (Mr = 

41,3 ± 1 kDa; siendo el valor calculado para un monómero 22,9 kDa; Figura 55D, 

panel superior).  
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 Que la presencia de AdoB12 promueve la tetramerización de TtCarH se 

comprobó también mediante ensayos de entrecruzamiento químico utilizando DSP 

(Ditiobis[succinimidilpropionato]) como agente entrecruzador. Así pues, solo se 

Figura 55. Análisis por cromatografía de exclusión de tamaño de los perfiles de elución de 
TtCarHCt, QTt2, TtCarHCt* y CarACt, en ausencia y presencia de cobalaminas. Los Mr (en kDa) 

correspondientes al punto máximo de cada pico se indican en la parte superior de cada gráfica. En 
todos las casos se utilizó una columna analítica de filtración en gel Superdex200 en condiciones de 
oscuridad. A. Perfiles de elución de TtCarHCt sola (curva negra) o en presencia de un exceso de 
cinco veces de AdoB12 (curva roja), CNB12 (curva verde) o MeB12 (curva azul), obtenidos por 
absorbancia a 280 nm (panel superior) o 361 nm (panel inferior). B. Espectro de absorción en la zona 
visible de una preparación de AdoB12 (trazo negro) y del pico de elución de la muestra de TtCarHCt + 
AdoB12 (trazo azul). C. Perfiles de elución de QTt2 en ausencia (curva negra) o presencia de un 
exceso de cinco veces de AdoB12 (curva roja), CNB12 (curva verde) o MeB12 (curva azul) obtenidos 
por absorbancia a 280 nm (panel superior) o 361 nm (panel inferior). D. Perfiles de elución de CarACt 
(panel superior) o de la versión de TtCarHCt mutada en la H177 (TtCarH*) (panel inferior), en 
presencia (curva roja) o ausencia (curva negra) de un exceso de cinco veces de AdoB12, obtenidos 
por absorbancia a 280 nm (línea continua) o a 361 nm (línea discontinua). Como control, se muestran 
también los perfiles de elución de TtCarHCt en presencia de AdoB12 medidos a 280 nm y 361 nm 
(líneas azules continuas y discontinuas, respectivamente).  
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observó la banda correspondiente a un tetrámero de TtCarHCt en presencia de AdoB12 

(Figura 56). Cabe pensar que el incremento también de las formas diméricas en 

presencia de AdoB12 se deba a que es más probable entrecruzar dos subunidades que 

cuatro.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En estudios llevados a cabo recientemente, en colaboración con el grupo 

dirigido por el Prof. José García de la Torre (Departamento de Química Física, Univ. 

de Murcia), se ha podido confirmar todos los resultados de la cromatografía de 

exclusión de tamaño mediante ultracentrifugación analítica utilizando la proteína 

TtCarH (datos no mostrados). 

 Para obtener una descripción más detallada de la unión entre TtCarHCt y las 

cobalaminas se utilizó calorimetría isotérmica de titulación (ITC). Esta técnica permite 

detectar cambios de calor asociados a la unión y proporciona información sobre los 

parámetros termodinámicos que caracterizan dicha unión. Mientras que en la titulación 

de TtCarHCt con CNB12 o MeB12 a 25ºC no se detectaron cambios de calor, en las 

mismas condiciones sí se observó absorción de calor con AdoB12. Estos datos de ITC, 

ajustados a un modelo de un único sitio de unión, permitieron calcular una entalpía 

(∆H) de 15,2 ± 0,9 kcal/mol, una entropía de (T∆S) de 23,5 ± 1,4 kcal/mol y una 

constante de equilibrio (Kd) de 832 ± 240 nM. Sin embargo, se subestimó la 

estequiometría (N), con un valor de 0,34 ± 0,10 (Figura 57), posiblemente porque el 

modelo de un único sitio de unión no considera los efectos cooperativos de la 

tetramerización dependiente de AdoB12. Aunque, será necesario realizar una 

interpretación más realista de estas complejas interacciones en el futuro, estos 

resultados revelan que existe una unión fuerte y favorecida entrópicamente entre 

AdoB12 y TtCarH.  

 

Figura 56. Análisis por entrecruzamiento químico de la interacción consigo mismo de TtCarHCt 

dependiente de AdoB12. DSP: Ditiobis(succinimidilpropionato). 
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 El conjunto de los resultados presentados en este apartado permiten concluir 

que la unión específica de AdoB12 promueve la oligomerización del dominio C-terminal 

de CarH o TtCarH, pero no de CarA, lo que aporta una posible explicación molecular a 

la dependencia funcional de B12 mostrada por CarH, QTt1 y QTt2. 

 

 

III.1.5  La luz impide la oligomerización y la unión al DNA dependientes de 

AdoB12 

 

 Es sabido que la AdoB12, que absorbe luz en el rango UV y visible del espectro, 

presentando máximos de absorción a  de 260, 376 y 522 nm (Figura 58), sufre una 

lisis muy rápida del enlace Co-C en presencia de luz (Bond et al. 1972; Chen y Chance 

1990; Schwartz y Frey 2007). Por ello, para evitar la fotólisis de la AdoB12, en los 

experimentos ya mencionados se evitó la exposición de las muestras a la luz. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 57. ITC con 18 μM de TtCarHCt titulado 
con 78 μM de AdoB12 a 25 

o
C. Panel superior: 

cambio de calor con cada inyección. Panel 
inferior: Calor integrado normalizado y corregido 
para el calor de la dilución frente a la proporción 
molar. La línea que mejor se ajusta a los datos 
corresponde con el modelo de un único sitio de 
unión.  

Figura 58. Espectro de absorción de la AdoB12. 
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No obstante, y dada la implicación de la AdoB12 en la respuesta celular a la luz, 

a continuación se estudió la posibilidad de que la fotosensibilidad intrínseca de la 

AdoB12 tuviese una relevancia fisiológica directa. Por este motivo, se comprobó si la 

luz afecta a la oligomerización dependiente de AdoB12, la unión al DNA in vitro, y la 

represión de PB in vivo. En el análisis mediante el sistema del DHB se observó que la 

oligomerización de CarHCt observada en oscuridad y en la presencia de B12, se perdía 

en la luz, mientras que la oligomerización de CarACt, que no depende de B12, no se 

veía afectada por la iluminación (Figura 59). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 En los experimentos de cromatografía de exclusión molecular, tanto TtCarHCt 

como QTt2 unidas a AdoB12 y expuestas a luz (blanca o de longitudes de onda en 

torno a 360, 438 o 540 nm, que se corresponden con los picos de absorción máxima 

de la AdoB12) eluyeron como monómeros en vez de tetrámeros (Figura 60A). Además, 

el espectro de absorción del pico de elución presentó un máximo de absorción a 358 

nm (Figura 60B), que es característico de la hidroxocobalamina (OHB12) que resulta de 

la fotólisis aeróbica de AdoB12 (Schwartz y Frey 2007). En el ensayo de ITC no se 

detectó cambio de calor en la titulación de una preparación de TtCarHCt con AdoB12 si 

previamente había sido expuesta a la luz (datos no mostrados).  

 

Figura 59. Efecto de la luz en la oligomerización de CarA y CarH. Ensayo de DHB en placa con 

los dominios C-terminales de CarA y de CarH en presencia de CNB12 tanto en oscuridad como en luz. 
Las células expresan el dominio indicado fusionado a T25 y a T18 (T25/T18) o a solo uno de ellos en 
los controles negativos (T25 o T18 en la figura). La incubación se realizó en placas de LB con X-gal.  
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 En los ensayos de EMSA tanto QTt1 como QTt2, en presencia de AdoB12 y 

expuestas a luz de 360, 438 o 540 nm de longitud de onda, dieron lugar a la formación 

de un complejo similar al observado en ausencia de AdoB12 (para QTt1) o 

prácticamente inapreciable (para QTt2), en lugar del complejo retrasado y bien 

definido formado en oscuridad (Figura 61). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 61. Efecto de la luz en la 
unión de QTt1 y QTt2 al DNA in 
vitro. EMSA con muestras que 

contienen el fragmento de 130 pb y 
25 nM de QTt1 o QTt2 con o sin 
AdoB12 a una molaridad 5 veces 
superior a la de la proteína. Estas 
muestras fueron incubadas en 
oscuridad (35 min) o irradiadas con 
luz (5 min) a las longitudes de onda 
indicadas en la parte superior de la 
figura. 

Figura 60. Análisis del efecto de la luz sobre TtCarHCt y QTt2 unidas a AdoB12 mediante 
cromatografía de exclusión de tamaño. Para realizar este ensayo se utilizó una columna analítica de 

filtración en gel Superdex200. Las masas moleculares (en kDa) para el máximo de cada pico aparecen 
indicadas en la parte superior de cada gráfica. A. Perfiles de elución de TtCarHCt (panel superior) y QTt2 
(panel inferior) obtenidos por absorbancia a 280 nm (línea continua) o a 361 nm (línea discontinua). 
Ambas proteínas, a una concentración 45 μM y en presencia de un exceso de cinco veces de AdoB12, 
fueron incubadas en oscuridad (curva roja) o iluminadas durante 5 minutos (curva azul) antes de la 
cromatografía. B. Espectro de absorción en la zona visible de una preparación de AdoB12 (trazo negro) y 
del pico de elución de la muestra de TtCarHCt + AdoB12 (trazo azul) sometidas a iluminación. 
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Sin embargo, la iluminación con luz roja (que se encuentra fuera del rango de 

absorción de la AdoB12) no tuvo ningún efecto sobre la unión de QTt1 o QTt2 al DNA 

(Figura 62). Se puede, por tanto, concluir que la luz de un amplio espectro de 

longitudes de onda (UV, azul y verde, pero no roja) impide la oligomerización y unión 

al DNA dependiente de AdoB12.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

De las longitudes de onda examinadas, la de 520 nm (luz verde) es la que 

parece tener mayor efecto, pues provocó un desmantelamiento del complejo retrasado 

formado por QTt2 en oscuridad incluso a 1 W/m2 de intensidad (Figura 63). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 62. Efecto de la luz roja en la unión 
de QTt1 y QTt2 al DNA in vitro. EMSA con 

400 nM de TtCarH con y sin AdoB12 a una 
molaridad cinco veces superior. Las muestras 
se incubaron en oscuridad (35 min) o fueron 
expuestas a la luz (5 min) después de 30 
minutos de incubación en oscuridad. En la 
primera calle se cargó solamente la sonda 
(fragmento de 130 pb). 

Figura 63. Efecto de la intensidad de la luz a distintas longitudes de onda en la unión de QTt2 al 
DNA in vitro. EMSA con muestras que contienen el fragmento de 130 pb y 220 nM de QTt2 con o sin 

AdoB12 a una molaridad 5 veces superior a la de la proteína. Las muestras fueron incubadas en 
oscuridad (35 min) o irradiadas con luz (5 min), después de 30 minutos de incubación en oscuridad, a 
las intensidades de luz indicadas y las longitudes de onda indicadas por los colores de los números: 
violeta (405 nm), azul (465 nm), verde (520 nm) y rojo (660 nm).  
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III.1.6  El complejo AdoB12-CarH proporciona una ruta fotosensora independiente 

de CarS para la regulación de la carotenogénesis en M. xanthus 

 

 Como se ha comentado anteriormente, CarS, que solo se produce en la luz, 

funciona como un antirrepresor contrarrestando la acción de CarA tanto in vivo como 

in vitro mediante su interacción con el dominio de unión al DNA de CarA (López-Rubio 

et al. 2002; López-Rubio et al. 2004; Pérez-Marín et al. 2004; Navarro-Avilés et al. 

2007; Pérez-Marín et al. 2008; León et al. 2010). En la Figura 64 puede comprobarse 

que el efecto antagónico de CarS sobre la unión al DNA mediada por CarANt se 

mantiene para la quimera QTt1, que fue incapaz de unirse al DNA cuando se incubó, a 

la vez que CarS, con la sonda en oscuridad y presencia de AdoB12. Dado que CarS 

también es capaz de interaccionar con el dominio N-terminal de CarH y de competir 

por la unión de CarHNt al DNA in vitro (Pérez-Marín et al. 2008), la presencia 

simultánea de CarS en los ensayos de EMSA con QTt2 también impidió la unión de 

esta última al DNA (Figura 64). Es probable, por tanto, que CarS pueda actuar también 

como un antirrepresor de CarH in vivo. No obstante, y puesto que el efecto negativo de 

la luz sobre la interacción de QTt1 y QTt2 con su operador ocurre aún en ausencia de 

CarS, cabe pensar que la asociación de CarH con AdoB12, necesaria para la represión 

de PB in vivo, podría suponer una ruta alternativa, independiente de CarS, que 

explotaría la fotosensibilidad intrínseca de la vitamina para responder a la luz.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Por ello, para separar el efecto directo de la luz sobre el complejo AdoB12-CarH 

de la antirrepresión mediada por CarS (Pérez-Marín et al. 2008; León et al. 2010) y 

examinar la relevancia fisiológica de la fotosensibilidad de la AdoB12 en la regulación 

de PB, se generaron estirpes portadoras de la deleción de carH (∆carH) o de la doble 

deleción ∆carA ∆carH en fondo con una deleción en fase de carS (∆carS). La estirpe 

Figura 64. Comparación de los efectos de 
CarS y de la luz sobre la unión al DNA de 
QTt1 y QTt2. Todas las proteínas se 

utilizaron a una concentración de 25 nM. Los 
ensayos se realizaron en oscuridad y, en el 
caso de QTt1 y QTt2, en presencia de AdoB12 
a 125 nM. (-) ausencia de CarS; (+) presencia 
de CarS a 750 nM añadida de forma 
simultánea a CarA, QTt1 o QTt2; (X) 
presencia de CarS a 750 nM añadida tras 30 
minutos de incubación de las proteínas con el 

DNA; ( ) muestras que fueron tratadas con 
con luz de 520 nm de longitud de onda, a una 
intensidad de 10 W/m

2
 durante 5 minutos, tras 

la incubación durante 30 minutos de las 
proteínas con el DNA. 
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∆carS ∆carH, en la que PB solo puede ser reprimido por CarA, mostró una coloración 

amarilla en la luz, tanto en presencia como en ausencia de B12 (Figura 65), y la 

expresión de PB-lacZ fue siempre baja, tal como ocurre en la estirpe ∆carS (Figura 66). 

Estos resultados son consistentes con el requerimiento de CarS, pero no de B12, para 

la activación del promotor PB cuando está reprimido por CarA.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Por el contrario, la estirpe ∆carS ∆carA, en la que PB se reprime en la oscuridad por la 

acción de AdoB12-CarH, pasó del color amarillo observado en oscuridad y presencia 

de B12 al rojo tras ser expuesta a luz blanca. Además, la expresión de la sonda PB-lacZ 

se indujo unas 10 veces, alcanzando niveles similares a los de la estirpe silvestre en 

las mismas condiciones o a los de la estirpe ∆carS ∆carA ∆carH (que expresa 

constitutivamente PB) (Figura 66). Al igual que en los ensayos in vitro, la luz roja no 

tuvo ningún efecto in vivo, pues tanto la estirpe ∆carS ∆carA como la ∆carS ∆carH 

mostraron el mismo fenotipo que en la oscuridad (Figuras 65 y 67). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 66. La luz elimina, en 

ausencia de CarS, la represión 

mediada por CarH in vivo. 

Expresión de la sonda PB-lacZ (en 

términos de actividad β-

galactosidasa específica) en 

oscuridad (barras negras), oscuridad 

con 1 μM de CNB12 (barras 

rayadas), luz (barras blancas), y la 

luz con 1 μM de CNB12 (barras 

grises) para cada una de las estirpes 

indicadas. Se muestra la media de 

tres medidas independientes y las 

barras de error corresponden al 

SEM (Standard Error of the Mean). 

Figura 65. La iluminación con luz blanca, 
pero no con luz roja, elimina la represión 
dependiente de B12 y mediada por CarH in 
vivo aun en ausencia de CarS. Fenotipo para 

la carotenogénesis de las estirpes indicadas de 
M. xanthus crecidas en la oscuridad o 

expuestas a luz (blanca o roja) en presencia o 
ausencia de 1 μM de CNB12. 



III. Resultados 
 

101 
 

Cabe concluir, por tanto, que la fotosensibilidad intrínseca de la AdoB12 la convierte, 

vía CarH, en un interruptor que acopla la señal luminosa y la regulación de la 

expresión génica, proporcionando una vía distinta de fotoinducción de la 

carotenogénesis que es independiente de CarS. Y lo que es más importante, estos 

datos revelan una nueva faceta de la AdoB12, la de actuar como cromóforo de una 

nueva familia de fotorreceptores bacterianos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

III.2  Caracterización de TtCarH 

 

 Los resultados de apartados anteriores con las proteínas quiméricas QTt1 y 

QTt2, que poseen el dominio C-terminal de unión a B12 de la proteína TtCarH de T. 

thermophilus, sugieren que la actividad represora del propio TtCarH debe ser 

dependiente de AdoB12 y sensible a la luz. Resulta interesante que el gen TtcarH, 

como carA y carH en M. xanthus, se encuentre en T. thermophilus adyacente a genes 

que codifican enzimas carotenogénicos (crtB, en este caso), aunque se transcriba en 

sentido opuesto. Ambos genes se encuentran en el megaplásmido (0.26 Mb) pTT27, 

en el que, curiosamente, también aparecen agrupados varios genes implicados en la 

síntesis de B12 (Henne et al. 2004). Además, aguas abajo de crtB se encuentra el gen 

phr, que determina la síntesis de fotoliasa, la enzima responsable de reparar daños en 

el DNA por el mecanismo de fotorreactivación, dependiente de luz. La proximidad de 

un gen carotenogénico y la analogía con CarH, hizo considerar que TtCarH podría 

regular la expresión fotoinducible de crtB (y phr) y, por tanto, la producción de 

Figura 67. Efecto de la luz roja en la expresión de carB. Expresión de la sonda PB-lacZ en cultivos 

de las estirpes indicadas de M. xanthus, incubadas en luz roja y en presencia o ausencia de 1 μM de 

CNB12. Los resultados son la media de tres medidas independientes y las barras de error 

corresponden al SEM (Standard Error of the Mean). 
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carotenos en T. thermophilus, de una manera dependiente de B12. De ser así, cabría 

esperar que TtCarH fuese capaz de unirse a algún sitio en la región intergénica entre 

crtB y el propio gen TtcarH. El análisis de dicho tramo de DNA permitió identificar la 

posible región -35 y -10 del promotor de TtcarH, aguas arriba del sitio de inicio de la 

transcripción identificado por Takano et al., 2011, y dos palíndromes imperfectos que 

guardan cierta similitud con el operador bipartito de CarA/CarH (Figura 68). El 

palíndrome I, pI, más alejado del sitio de inicio de la transcripción, está constituido por 

una secuencia palindrómica imperfecta de 6 pb interrumpida por otras 6. Su asimetría 

(debida a las 3 pb que rompen el palíndrome) contrasta con la región equivalente en M. 

xanthus, perfectamente palindrómica. El otro palíndrome, pII, es un palíndrome 

imperfecto, al igual que su equivalente en M. xanthus, y está formado por una 

repetición invertida de 6 pb interrumpida por otras 5 pb. Como ocurre en el operador 

de PB en M. xanthus, el posible sitio de unión pII solapa con la región -35 del promotor 

de TtcarH. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 68. Contexto genómico de TtcarH en el megaplásmido pTT27 (NCBI Nº de acceso AE017222) 
de T. thermophilus. Los genes colindantes están anotados como: crtB, sintasa de fitoeno; phr, 
desoxirribodipirimidina fotoliasa; TT_P00rr, proteína reguladora tipo CAP/FNR; y TT_P0054, subunidad 
NADH-ubiquinona oxidorreductasa. La sonda utilizada, representada como un segmento rojo en la parte 
inferior de la figura, contiene 92 pb de región intergénica (cuya secuencia se muestra en la parte inferior 
de la figura), más 38 pb de secuencia aguas arriba y 47 pb de secuencia aguas abajo. El codón de inicio 
de TtcarH aparece representado en color verde, y el de crtB en rojo. Los cuadros verdes marcan las 
supuestas regiones -10 y -35. Las secuencias de los cuatro segmentos semejantes al operador bipartito 
de CarA/CarH aparecen de color magenta con flechas invertidas delgadas debajo. La línea de más abajo 
abarca la zona protegida en los ensayos de digestión con DNasa I. Los números marcan la posición de la 
base con respecto al codón de inicio de la traducción de TtcarH. Las flechas gruesas en posición vertical 
señalan las hipersensibilidades y los círculos negros, las bases no protegidas deducidas de los resultados 
que se describirán más adelante. 
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III.2.1  La AdoB12 potencia específicamente la unión de TtCarH a la región 

intergénica crtB-TtcarH in vitro 

 

Para estudiar la posible unión de TtCarH a la región propuesta se realizaron 

ensayos de cambio en la movilidad electroforética y de protección frente a la digestión 

con DNasa I, tras purificar TtCarH (que se mostró soluble). En dichos ensayos se 

utilizó inicialmente como sonda un fragmento de DNA de 177 pb que contenía la 

región intergénica crtB-TtcarH (Figura 68). Los EMSA realizados con TtCarH y dicha 

sonda mostraron que la presencia de AdoB12 potencia considerablemente la unión de 

la proteína al DNA, provocando la formación de un complejo de baja movilidad y bien 

definido que no se observó en ausencia de AdoB12 incluso a altas concentraciones de 

la proteína (Figura 69).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para delimitar el sitio de unión de TtCarH en el fragmento de 177 pb se 

realizaron ensayos de protección frente a la digestión con DNasa I. En dichos ensayos, 

y solo en presencia de AdoB12, se observó protección por TtCarH de una región que 

abarca aproximadamente desde la posición -56 a la -19, y dos hipersensibilidades 

situadas entre las dos mitades de pI. El patrón de protección e hipersensibilidades 

sugiere, por tanto, la unión de TtCarH a una región que incluye pII y al menos parte de 

pI (Figura 70).  

 

 

 

 

Figura 69. Efecto de la AdoB12 en la unión de TtCarH a la región intergénica crtB-TtcarH. EMSA 

con la sonda de 177 pb y TtCarH (a concentraciones, de izquierda a derecha, de 25, 50, 100, 200, 
400 y 900 nM) en oscuridad con y sin AdoB12. 
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Para estudiar el posible papel de la AdoB12 en la modulación por la luz de la 

acción de TtCarH, se compararon los resultados obtenidos a partir de muestras 

incubadas en oscuridad con los de muestras expuestas a luz de longitudes de onda a 

las que AdoB12 absorbe (360 nm, 438 nm y 540 nm) o no (luz roja). Como puede 

observarse en la Figura 71, y al igual que se observó previamente con las quimeras 

portadoras del dominio C-terminal de TtCarH (QTt1 y QTt2), la iluminación con luz 

ultravioleta, azul o verde, pero no roja, impidió la aparición del complejo de baja 

movilidad que se observó en oscuridad y presencia de AdoB12. 

 

 

 

Figura 70. Efecto de la AdoB12 en la unión de TtCarH a la región intergénica crtB-TtcarH. Ensayo 

de protección frente a DNasa I con TtCarH (a concentraciones, de izquierda a derecha, de 25, 50, 100, 
200, 400 y 900 nM) con y sin AdoB12. Se utilizó la sonda de 177 pb marcada en la cadena de abajo de la 
secuencia representada en la Figura 68. Las flechas azules señalan las hipersensibilidades, las rosas los 
palíndromes pI y pII, y los círculos azules, las bases no protegidas (véase Figura 68).  
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En conjunto, estos resultados indican que TtCarH, como CarH, se une al DNA 

de una manera dependiente de AdoB12 y que la luz modula dicha unión. Dado que el 

sitio de unión identificado para TtCarH yace en la región intergénica crtB-TtcarH, que 

debe contener los elementos promotores para la expresión de ambos genes, es 

posible que TtCarH regule la expresión fofoinducible de crtB, así como su propia 

expresión y, lo que es más importante, que emplee mecanismos fotorreguladores 

basados en el uso de AdoB12. Esta conclusión viene además avalada por el trabajo de 

Takano et al., 2011 publicado durante el desarrollo de este trabajo, en el que se 

demuestra que la regulación fotoinducible de carotenos en T. thermophilus, que carece 

de una proteína homóloga a CarS, depende de TtCarH y de la capacidad de la 

bacteria de sintetizar B12. 

 

 

III.2.2  Identificación del operador de TtCarH 

 

Los resultados de los experimentos de protección frente a la digestión con 

DNasa I presentados en el apartado anterior sugieren que TtCarH se une a una región 

que engloba pII pero no parece incluir pI al completo (Figura 70). Para delimitar con 

mayor precisión el operador de TtCarH, se realizaron ensayos de retraso en gel y 

protección frente a DNasa I con las variantes mutadas y truncadas del fragmento de 

177 pb que se muestran en la Figura 72.  

 

 

 

 

Figura 71. Efecto de la luz de 

diferentes longitudes de onda 

en la unión dependiente de 

AdoB12 de TtCarH a la región 

intergénica crtB-TtcarH. EMSA 

con la sonda de 177 pb y TtCarH 

a 400 nM en presencia o 

ausencia de AdoB12 (a una 

molaridad cinco veces mayor que 

la de la proteína) e incubada en la 

oscuridad (35 min) o expuesta a 

la luz indicada (5 min) después 

de 30 minutos de incubación en 

la oscuridad.  
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En primer lugar, para averiguar la relevancia funcional de los dos sitios 

propuestos, pI y pII, se estudió el efecto de mutar por separado cada uno de los dos 

sitios en el fragmento de 177 pb. En los ensayos de EMSA, la mutación de las dos 

mitades del sitio pI no afectó de forma notable a la interacción con TtCarH, pues el 

patrón de unión de la proteína a esta versión mutada fue similar al obtenido con el 

fragmento silvestre (Figura 73A). En los ensayos de protección frente a la digestión 

con DNAsa I se observó un patrón de protección menos acusado que el obtenido con 

el fragmento silvestre a igual concentración de TtCarH, lo que quizás refleje una ligera 

Figura 72. Fragmentos de DNA utilizados en EMSA para delimitar el operador de TtCarH, y su 
representación esquemática. (A) representa la versión silvestre y (B)-(F) las versiones mutadas o 

truncadas. Las flechas rosas marcan la extensión de las regiones palindrómicas en la secuencia silvestre. En 
verde se indican las bases que difieren de la secuencia original, introducidas por mutagénesis dirigida. En (A) 
una flecha de color azul se extiende a lo largo de toda la zona protegida. En letras rojas se indica el codón de 
inicio de crtB. Los asteriscos negros o blancos indican la presencia de mutaciones. El símbolo # indica que el 
palíndrome está incompleto. 
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disminución de la afinidad (Figura 73B). La mutación de pII produjo un efecto más 

claro en la unión de TtCarH, observándose en el EMSA una mayor cantidad de DNA 

libre en presencia de AdoB12 y la pérdida casi completa de la unión de la proteína en 

ausencia de AdoB12. Aun así, el patrón de bandas observado fue similar al obtenido 

con la versión silvestre, es decir, un par de bandas retrasadas de poca intensidad en 

ausencia de AdoB12, y una banda de menor movilidad y más intensa que las dos 

anteriores en presencia de AdoB12.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los resultados obtenidos con el fragmento de 177 pb mutado en pI o pII 

apuntan a la participación de pII y, menos claro, de pI, en la unión de TtCarH. Dado 

que las mutaciones introducidas no destruyen completamente el sitio de unión de la 

proteína, para evaluar mejor la contribución de cada palíndrome a la unión de TtCarH 

se procedió a generar versiones truncadas del fragmento de 177 pb (véase Figura 72). 

Figura 73. Efecto de la mutación de 
pI o pII sobre la unión de TtCarH al 
DNA. Análisis mediante EMSA (A) o 

digestión con DNasa I (B) de la unión 
de TtCarH al DNA. TtCarH (a las 
concentraciones indicadas) fue 
incubada tanto en presencia como en 
ausencia de AdoB12 (a una 
concentración molar 5 veces superior 
a la de la proteína) con las diferentes 
versiones del fragmento de 177 pb 
indicadas. En B, se marca la posición 
de pI y pII (flechas rosas), los sitios 
hipersensibles (flechas verdes) y los 
sitios no protegidos (puntos verdes); 
la línea negra indica la extensión del 
tramo protegido. 
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Mientras que la eliminación de la primera mitad de pI no tuvo un efecto apreciable en 

la afinidad ni el patrón de unión de TtCarH, su eliminación completa provocó una 

bajada en la intensidad de las bandas retrasadas (particularmente notable en la banda 

mayoritaria que se obtiene en presencia de AdoB12), acompañada de un aumento 

paralelo de la cantidad de DNA libre (Figura 74A). Tal resultado lleva a pensar que la 

segunda mitad de pI, pero no tanto la primera, es importante para la unión de TtCarH. 

La utilización de una versión truncada, carente de pI y mutada en pII, supuso la 

pérdida casi completa de la unión de la proteína tanto en los ensayos de EMSA como 

de protección frente a DNasa I (Figura 74), lo que apunta nuevamente a la importancia 

de pII en la interacción TtCarH-DNA. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 74. Efecto de la 
eliminación completa o parcial de 
pI,  acompañada o no de 
mutación en pII. En A, se 

muestran los resultados de EMSA 
obtenidos al incubar TtCarH (a 400 
nM) en oscuridad con las sondas 
indicadas y en presencia o 
ausencia de una concentración 
molar 5 veces superior de AdoB12. 
En B, ensayo de protección 
obtenido al incubar las sondas 
indicadas con TtCarH (a 800 nM) 
en oscuridad y en presencia o 
ausencia de una concentración 
molar 5 veces superior de AdoB12. 
En B, se marca la posición de pII 
(flechas rosas), y los sitios no 
protegidos (puntos verdes); la línea 
negra indica la extensión del tramo 
protegido. 
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 A la luz de estos resultados, cabe concluir que el tramo de DNA que incluye la 

segunda mitad de pI y todo pII, y se extiende desde la posición -53 hasta la +47, 

contiene todos los elementos clave para la unión de TtCarH. Que la primera mitad de 

pI sea un elemento aparentemente prescindible para la unión de TtCarH al DNA 

contrasta con el operador de carB en M. xanthus, en el que el elemento pI es el que 

presenta una interacción más fuerte con CarA/CarH que facilita la unión cooperativa a 

pII (López-Rubio et al. 2002; López-Rubio et al. 2004). Por analogía con el operador 

de CarA/CarH, y por los resultados obtenidos, cabe esperar que la secuencia aguas 

abajo de pII no influya de forma decisiva en la unión de TtCarH. Para demostrarlo e 

identificar la región mínima necesaria para la unión de TtCarH, con el fin de utilizar 

dicho fragmento en los experimentos de cristalización para determinar la estructura del 

complejo TtCarH-DNA, se realizaron ensayos de retraso en gel con oligonucleótidos 

de doble cadena de 40, 37, 33 y 30 pb, todos ellos incluyendo pII (Figura 75A). La 

diferencia entre los oligonucleótidos radica en que incluyan la segunda mitad de pI 

completa (el de 40 y 37 pb) o no, y en la longitud del tramo de DNA aguas abajo de pII 

(5 pb en los oligonucleótidos de 30 y 37 pb, y 8 pb en los de 33 y 40 pb). En el caso 

del operador de CarA/CarH, la presencia de 10 pb, pero no de 4 pb, fue suficiente para 

garantizar la unión eficaz a pII, probablemente porque si el sitio se encuentra 

demasiado próximo al extremo 3´ no se produce una interacción estable entre la 

proteína y el DNA. 

 Con el oligonucleótido más largo, el de 40 pb, que comprende toda la 

secuencia protegida en los experimentos de digestión con DNasa I y 4 pb adicionales 

aguas abajo de pII, se observó un comportamiento muy similar al obtenido 

previamente con el fragmento de 177 pb, en cuanto al número e intensidad relativa de 

las bandas. La eliminación de 7 pb en la región 5´ y/o de 3 pb en la región 3´ no tuvo 

un efecto notable. Incluso con el fragmento más corto, el de 30 pb, se observó un 

patrón de unión de TtCarH similar al obtenido con el fragmento de 40 pb (Figura 75). 

Se puede prescindir, por tanto, de gran parte de la secuencia aguas abajo de pII que 

incluía el fragmento de 177 pb sin afectar significativamente a la unión de TtCarH al 

DNA. Como ocurre con el operador de CarA/CarH, la presencia de unas pocas bases 

aguas abajo de pII parecen bastar para permitir el reconocimiento de su operador por 

TtCarH. Por otro lado, se puede también prescindir de parte de la segunda mitad de pI 

(las dos primeras primeras bases) sin que se vea afectada de forma notable la unión 

de TtCarH. 
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III.2.4  Análisis de la reversibilidad de la acción fotosensora mediada por AdoB12 

 

 En general, los fotorreceptores presentan dos estados moleculares 

interconvertibles, el basal y el excitado, que están determinados por la fotoquímica 

particular del cromóforo asociado (véase Apartado I.7). El regreso al estado basal tras 

la excitación con luz de una determinada longitud de onda permite la regeneración del 

fotorreceptor (Purcell y Crosson 2008). La acción conocida de la luz sobre la AdoB12, 

el cromóforo de CarH y TtCarH, consiste en la ruptura homolítica del enlace Co-C para 

dar lugar a hidroxocobalamina y al radical 5' desoxiadenosina (Bond et al. 1972; Chen 

y Chance 1990; Schwartz y Frey 2007). Los estudios in vitro realizados en este trabajo 

con TtCarH o la quimera QTt2 sugieren que, en efecto, los monómeros resultantes del 

desmantelamiento en la luz de los tetrámeros formados en presencia de AdoB12, se 

encuentran unidos a OHB12. Por otro lado, los ensayos de calorimetría isotérmica de 

Figura 75. Ensayo de cambio en la movilidad electroforética para la delimitación del sitio mínimo 

de unión de TtCarH. A, secuencia de los oligonucleótidos utilizados en el ensayo. La extensión de los 

oligonucleótidos se indica con las líneas azules sobre la secuencia. B, resultados del experimento de 

EMSA tras incubar la sonda indicada con la proteína (a 800 nM) en oscuridad y en presencia y ausencia 

de AdoB12 (a una concentración molar 5 veces superior a la de la proteína). 
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titulación (Apartado III.1.4) apuntan a que la OHB12 se une a TtCarH con una afinidad 

muy inferior a la AdoB12 (en dichos ensayos no se detectó cambio de calor si la AdoB12 

había sido expuesta previamente a la luz). Por ello, una posible vía para la 

regeneración en la oscuridad del complejo CarH/TtCarH-AdoB12, tras su inactivación 

por la luz, podría ser el desplazamiento de la OHB12 (unida a los monómeros) por 

AdoB12 libre. Para investigar esta posibilidad se realizaron ensayos de cromatografía 

de exclusión molecular y de EMSA con TtCarH que, tras ser incubada en presencia de 

AdoB12 o de OHB12, se sometió a iluminación y, posteriormente, a la presencia de 

AdoB12 libre en condiciones de oscuridad.  

 Sorprendentemente, en los ensayos de cromatografía de exclusión molecular 

no se observó un regreso a la forma tetramérica de TtCarH (observada en oscuridad y 

presencia de AdoB12) tras la adición de AdoB12 a una muestra de TtCarH-AdoB12 que 

había sido expuesta previamente a la luz (compárese la Figura 76A y B). Por el 

contrario, sí se observó la formación de tetrámeros cuando la AdoB12 se añadió a una 

preparación de TtCarH que había sido incubada con OHB12 en la oscuridad y que, sin 

la adición de AdoB12, eluyó como un monómero (compárese la Figura 76A y B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cabe esperar que el cambio aparentemente irreversible en el estado de 

oligomerización del complejo TtCarH-OHB12 producido por la luz vaya asociado a la 

pérdida o alteración permanente de la capacidad de unión de la proteína al DNA. Para 

comprobarlo se realizaron ensayos de retraso en gel con TtCarH incubada en 

presencia de AdoB12 o OHB12, sometida a iluminación y, por último, incubada con 

nueva AdoB12 en oscuridad. Para realizar estos ensayos se utilizó TtCarH purificada 

en presencia de AdoB12 (holoproteína) y que, por tanto, garantiza una estequiometría 

AdoB12:TtCarH de 1:1. Como se muestra en la Figura 77 (calles 3 y 4), la holoproteína 

mostró un patrón de unión similar al observado previamente con la apoproteína en 

Figura 76. Ensayos de 

cromatografía de exclusión de 

tamaño con TtCarH en presencia 

de AdoB12 y OHB12. Muestras 

mantenidas en oscuridad (A) o 

sometidas a iluminación (B) y 

adición posterior (trazo rojo) o no 

(trazo negro) de nueva AdoB12. La 

proteína y las cobalaminas se 

detectaron midiendo la absorbancia 

a 280 nm y 522 nm, 

respectivamente. 
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presencia de AdoB12. La iluminación de la holoproteína (Figura 77, calle 5) generó un 

patrón de unión parecido al observado en ausencia de AdoB12 (desaparición de la 

banda de menor movilidad; Figura 77 calle 2). Tras la exposición de la holoproteína a 

la luz, ni siquiera un exceso de AdoB12 de hasta 100 veces permitió recuperar la banda 

de menor movilidad observada en la oscuridad (Figura 77 calles 6 a 12), aunque sí se 

detectó una disminución en la cantidad de DNA libre a concentraciones crecientes de 

AdoB12 y la aparición de bandas de distintas movilidades e intensidades. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Por el contrario, cuando la AdoB12 se añadió a una preparación de TtCarH que 

había sido previamente incubada con OHB12 (que por sí misma no promueve la unión 

de TtCarH al DNA) sí se detectó la recuperación del patrón de unión observado en 

oscuridad para la holoproteína o la apoproteína en presencia de AdoB12 (Figura 78 

calles 8-14).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 77. Estudio de la capacidad de 
recuperación de TtCarH-AdoB12 tras su 
iluminación. Este ensayo fue realizado 

con TtCarH y TtCarH-AdoB12 a una 
concentración de 200 nM. Las muestras 
iluminadas se sometieron durante 5 
minutos a luz de 520 nm de longitud de 
onda y de una intensidad de 10 W/m

2
. 

Los números seguidos de una "x" en la 
parte inferior de la figura indican el exceso 
de AdoB12 añadido en cada caso.  

Figura 78. Efecto de la adición de 

AdoB12 al complejo TtCarH-OHB12. 

Ensayo realizado con TtCarH a 400 nM. 

Las muestras iluminadas se sometieron 

durante 5 minutos a luz de 520 nm e 

intensidad de 10 W/m
2
. Los números 

seguidos de una "x" en la parte inferior de 

la figura indican la relación AdoB12:TtCarH 

utilizada en cada caso.  
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 Los ensayos de cromatografía de exclusión molecular y de EMSA apuntan, por 

tanto, a que el complejo TtCarH-OHB12 que deriva de la iluminación de TtCarH-AdoB12 

no es equivalente al que se forma cuando TtCarH se incuba directamente con OHB12, 

y a que el intercambio de la OHB12 por AdoB12 no es una vía eficaz para la 

recuperación de fotorreceptor en su estado basal. Para estudiar la base molecular de 

la diferencia de comportamiento entre los complejos unidos a OHB12, se utilizó HPLC 

acoplado a espectrometría de masas (Figura 79). EL complejo TtCarH-OHB12 formado 

por la incubación en oscuridad de TtCarH con OHB12 mostró un peso molecular similar 

(33160 Da), equivalente al esperado para un monómero de la proteína, tanto si se 

mantuvo en condiciones de oscuridad como si se trató con luz. Por el contrario, la 

holoproteína TtCaH-AdoB12 presentó un peso molecular por monómero superior 

(34493 Da) cuando se expuso a la luz que cuando se mantuvo en la oscuridad (33142 

Da). Que la diferencia de peso molecular entre ambas formas, 1351 Da, se 

corresponda precisamente con el peso molecular del anillo de cobalamina (sin el 

ligando 5' desoxiadenosina) y que el pico de 34493 Da absorba a 361 nm mientras 

que el de 33142 Da no, sugiere que tras la iluminación de TtCarH-AdoB12 se genera 

un complejo muy estable con el anillo de cobalamina. Dicho complejo no es 

equivalente al formado por la incubación de TtCarH con OHB12, y explica que la 

adición de nueva AdoB12 no conduzca a la regeneración del complejo TtCarH-AdoB12.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 79. Análisis del efecto de la luz mediante espectrometría de masas. La holoproteína 

TtCarH-AdoB12 o el complejo TtCarH-OHB12 (formado por la incubación en oscuridad de TtCarH con 
OHB12) mantenidos en oscuridad o expuestos a la luz, se sometieron a HPLC acoplado a 
espectrometría de masas: ESI MS (electrospray ionization mass spectrometry) TOF (time of flight) o 
ESI MS Trap. Los números indican el peso molecular estimado.  
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IV.1  Mecanismo de acción molecular de CarH y su dependencia de 

B12 

 

 La respuesta a la luz en M. xanthus depende al menos de diez genes 

estructurales y nueve reguladores (carF, carR, carQ, carS, ihfA, carD, carG, carA y 

carH). Estudios previos llevados a cabo en nuestro grupo llevaron a establecer que la 

expresión de nueve de los diez genes estructurales, agrupados en el superoperón 

carB-carA, se encuentra regulada negativamente por CarA y CarH, y positivamente 

por el antirrepresor CarS.  

 La similitud de secuencia entre CarA y CarH (35% identidad, 49% similitud) 

sugiere que se trata de los productos de dos genes parálogos (los dos últimos genes 

del operón carA). Además, tanto CarA como CarH están constituidas por dos dominios 

estructural y funcionalmente independientes: (i) el dominio N-terminal (CarANt, 

CarHNt), que media la interacción con el DNA y con CarS; y (ii) el dominio C-terminal 

(CarACt, CarHCt), que media la oligomerización y la interacción con B12 (Cervantes y 

Murillo 2002; Pérez-Marín et al. 2004). El dominio N-terminal, muy similar en ambas 

proteínas (41% identidad, 62% similitud), se asemeja al dominio hélice-giro-hélice 

“alado” de unión al DNA de los factores transcripcionales de la familia MerR (Botella et 

al. 1995; Botella 1996; Navarro-Avilés et al. 2007). Aunque CarANt y CarHNt se unen 

in vitro al mismo operador en PB (CarHNt con una afinidad por el DNA 

significativamente inferior), ninguno de los dos dominios es suficiente in vivo para 

reprimir PB, lo que pone de manifiesto que el dominio C-terminal es necesario para su 

actividad represora (Navarro-Avilés et al. 2007; Pérez-Marín et al. 2008). La seña de 

identidad de CarACt y CarHCt, que muestran un 36% de identidad y un 42% de 

similitud, es la presencia de un motivo de unión a B12 similar al de enzimas como, por 

ejemplo, la sintetasa de metionina, que usan B12 como cofactor (Cervantes y Murillo 

2002; Pérez-Marín et al. 2004; Pérez-Marín et al. 2008).  

 Al inicio de este trabajo se había demostrado que CarA era capaz de unir B12, 

tal como cabría esperar de la presencia del mencionado motivo en CarACt. Sin 

embargo, aunque la eliminación de CarACt (que media la interacción de CarA consigo 

misma) condujo a una pérdida de actividad in vivo y a una bajada de la afinidad por el 

DNA in vitro, ni la presencia de B12 ni la existencia de un motivo de unión a B12 intacto 

en la proteína resultaron necesarios para la actividad represora de CarA (Pérez-Marín 

et al. 2008). Paradójicamente, una estirpe con carA delecionado fue capaz de reprimir 

la carotenogénesis en oscuridad y presencia de B12, siempre y cuando el operador de 

carB y el gen aguas abajo de carA estuvieran intactos. Dicha observación llevó a la 
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identificación de carH como el gen responsable de la represión de PB dependiente de 

B12 (Pérez-Marín et al. 2008).  

 Resulta sorprendente que CarA y CarH, con una similitud del 49% y una 

arquitectura de dominios y función biológica semejantes, se diferencien de forma tan 

drástica en lo que respecta a su dependencia de B12. Los objetivos principales de este 

trabajo han sido investigar la base molecular de dicha diferencia de comportamiento, 

determinar qué forma de cobalamina (AdoB12 o MeB12) utiliza CarH y estudiar el 

posible papel de B12 en la respuesta directa a la luz. También, dado que existen 

proteínas tipo CarA/CarH en otras bacterias, se ha iniciado el estudio de la posible 

conservación evolutiva del papel fotorregulador mediado por B12 descubierto en este 

trabajo. 

 

 

IV.1.1 La actividad dependiente de B12 reside en el dominio C-terminal de CarH  

 

 En principio, la dependencia de B12 en CarH podría estar mediada por 

cualquiera de sus dos dominios, aunque la presencia del motivo de unión a B12 en su 

dominio C-terminal apuntaría a una localización de dicha dependencia en CarHCt. En 

cualquier caso, para discernir entre las dos posibilidades, en este trabajo se 

construyeron dos proteínas quiméricas, Q1 y Q2, que portan el dominio N-terminal de 

CarA y el C-terminal de CarH. Si la diferencia funcional entre CarA y CarH en cuanto a 

su dependencia o no de B12 residiese en sus dominios N-terminales, cabría esperar 

que las proteínas quiméricas fuesen independientes de B12 in vivo; pero si, por el 

contrario, dicha dependencia residiese en sus dominios C-terminales, se esperaría que 

las quimeras mostrasen actividad represora solo en presencia de la vitamina. A la luz 

de los resultados obtenidos, en los que ambas quimeras provocaron la represión de PB 

en oscuridad de manera dependiente de cobalaminas, se puede concluir que el 

dominio C-terminal de CarH es necesario y suficiente para conferir la actividad 

dependiente de B12. 

 En una tesis previa del grupo (Pérez-Marín 2007) se habían realizado varios 

intentos, sin éxito, de purificar la proteína CarH para abordar in vitro el estudio de su 

dependencia de B12. Un acierto de este trabajo, que ha permitido obviar la dificultad de 

purificar CarH, ha sido la construcción de las quimeras QTt1 y QTt2, con el dominio N-

terminal de CarA y CarH, respectivamente, fusionado al dominio C-terminal de TtCarH. 

Aunque TtCarH no fue capaz de complementar in vivo la falta de CarA o CarH en M. 

xanthus (Navarro-Avilés et al. 2007), probablemente por su incapacidad para 
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interaccionar con el operador de carB, las quimeras con TtCarHCt se comportaron in 

vivo como CarH, reforzando así la conclusión de que el dominio C-terminal funciona 

como un módulo autónomo que confiere la actividad dependiente de B12. Además, las 

quimeras QTt1 y QTt2 resultaron solubles, como suele ocurrir con otras proteínas de T. 

thermophilus, facilitando así los estudios in vitro que han contribuido a esclarecer el 

papel de B12 en la modulación de la acción molecular de CarH y conocer qué forma de 

cobalamina es utilizada por la proteína.  

 Los ensayos de unión al DNA in vitro usando QTt1 y QTt2 demuestran 

claramente que de las dos formas de cobalamina que pueden usarse como cofactores, 

la MeB12 o la AdoB12, es esta segunda la que modula la acción de TtCarHCt y lo hace 

provocando una aumento significativo en la afinidad por el DNA. Dicho efecto fue más 

evidente para QTt2 que para QTt1, probablemente debido a que la afinidad intrínseca 

del dominio N-terminal de CarH por su operador es bastante inferior a la del dominio 

equivalente en CarA. Que la represión de PB mediada por CarH y B12 se pierda en una 

estirpe de M. xanthus portadora de una deleción en el gen pduO, que determina la 

síntesis de la adenosiltransferasa, indica que la conclusión obtenida a partir de los 

ensayos in vitro con las quimeras QTt1 y QTt2 sobre la forma de cobalamina utilizada 

por TtCarHCt, la AdoB12, son directamente aplicables a CarH. Sorprende, sin embargo, 

que la adición exógena de AdoB12 al medio de cultivo no restablezca la capacidad 

represora de CarH. Una posible explicación sería que la enzima PduO de M. xanthus, 

como se ha propuesto para otras adenosiltransferasas (Yamanishi et al. 2005), 

además de la función catalítica tenga la función de actuar como "escolta" intracelular 

de la AdoB12 hasta CarH. Según el modelo propuesto, la proteína "escolta" evita que 

este raro cofactor, que se encuentra a bajas concentraciones en la célula y es 

altamente inestable, se diluya o reaccione con otros componentes celulares antes de 

llegar a su diana. Si esta especulación fuera correcta, cabría esperar una interacción 

entre CarH y PduO, que no ha podido ser observada en los ensayos de DHB 

(comunicación personal de la Dra. Mª del Carmen Polanco). Otra explicación posible a 

la falta de efecto de la AdoB12 es que el transportador del cofactor a través de la 

membrana o alguna otra proteína elimine el grupo adenosilo, tal como ocurre con la 

proteína porteadora de cobalaminas humana MMACHC. Según las predicciones, esta 

proteína interacciona con el transportador lisosomal LMBD1 permitiendo el paso de las 

cobalaminas al citoplasma. Una vez las cobalaminas (CNB12, MeB12 o AdoB12) están 

en el citoplasma, MMACHC se une a ellas y cataliza la eliminación del sustituyente 

superior del cobalto para dar lugar a cob(II)alamina que es convertida posteriormente a 

sus formas activas, MeB12 o AdoB12 (Banerjee et al. 2009). La existencia de un 

mecanismo de transporte parecido en M. xanthus podría explicar que la adición de 
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AdoB12 exógena no rescate la falta de PduO. No obstante, poco se sabe de los 

mecanismos de eliminación del sustituyente superior de las cobalaminas en bacterias. 

Las observaciones experimentales indican que bacterias como Salmonella 

typhimurium o M. xanthus tienen la capacidad de eliminar el grupo CN de la CNB12 

para transformarla en sus formas activas, pero se desconoce qué enzima cataliza 

dicha reacción.  

Como se mencionó en la Introducción, el análisis de la secuencia del dominio 

C-terminal de CarA y CarH sugiere la existencia de dos subdominios. El primero 

(extremo amino), según las predicciones sobre estructura secundaria, presentaría 

cuatro hélices α que podrían adoptar la topología en dos pares de hélices α 

antiparalelas típica del subdominio I de las sintetasas de metionina (Figura 80). Dicho 

subdominio I, también llamado “región caperuza”, es el que se encarga de contactar 

con el ligando superior y limitar la accesibilidad del solvente al sitio activo. A diferencia 

de las sintetasas de metionina, en las isomerasas dependientes de AdoB12 el 

subdominio que contacta con la cara superior del cofactor presenta una estructura de 

tipo barril TIM, constituida por 8 hélices α alternadas con 8 láminas β paralelas (Figura 

80). El otro subdominio que se predice en CarACt y CarHCt se asemejaría al 

subdominio II tanto de la sintetasa de metionina como de las isomerasas, que a su vez 

es similar al dominio Rossmann de unión a nucleótidos y que en las enzimas 

dependientes de B12 está implicado en contactar con el dimetilbenzimidazol y la cara 

inferior del anillo corrínico (Figura 80). Resulta, por tanto, llamativo que CarH y las 

quimeras QTt1 y QTt2, cuyo subdominio I parece asemejarse más al de la sintetasa de 

metionina, dependan de AdoB12 y no de MeB12.  

 

 

 

 

 

 

 
Figura 80. Comparación de los dominios implicados en la unión a cobalaminas de la mutasa de 
glutamato (A) y de la sintetasa de metionina (B). En rojo se representa el anillo de cobalamina de la 
B12 y en rosa el Dbm (Modificado a partir de Drennan et al., 1994a; Thoma y Leadlay, 1996). 
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En la sintetasa de metionina de E. coli, los residuos conservados F708 y L715 

contribuyen a la formación de una “jaula” hidrofóbica alrededor del grupo metilo (la F 

se dispone directamente sobre el ligando superior), en la que participan también la 

V704 y la V718 (Figura 77; Drennan et al. 1994b; Amaratunga et al. 1996). La 

mutación a A de la F708 o la L715 provoca un aumento dramático en la tasa de 

fotólisis, lo que sugiere que, en la enzima en reposo, la “caperuza” recubre la cara 

superior del cofactor y la protege de la pérdida del grupo metilo por fotólisis u otras 

reacciones adventicias (Jarrett et al. 1996). Puesto que el subdominio I es el que 

establece contactos con el ligando superior cabe esperar que sea en dicho subdominio 

en el que radique la especificidad por AdoB12, en vez de MeB12, en CarH y las 

quimeras con TtCarHCt. Cuando se comparan las secuencias de los dominios de 

unión a cobalamina de CarH y TtCarH con los de la sintetasa de metionina de M. 

xanthus y de E. coli llaman la atención los siguientes cambios en la región “caperuza”. 

Tanto en CarH como en TtCarH aparece un residuo de W en la posición en la que 

ambas sintetasas de metionina presentan la F que ha sido implicada en el contacto 

con el grupo metilo. Además, en CarA, que no depende de B12, destaca la ausencia de 

varios residuos en dicha región, incluido el W/F. Por otro lado, la V718 que participa en 

la formación de la “jaula hidrofóbica” de la sintetasa de metionina de E. coli, y que está 

conservada en la proteína homóloga de M. xanthus, se encuentra sustituida tanto en 

CarH como TtCarH (también en CarA) por un residuo de E, seguido de una H y una L 

que tampoco tienen su correspondencia en las sintetasa de metionina (Figura 81).  
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Resulta pues lógico especular que al menos algunas de estas diferencias de 

secuencia sean responsables de que las proteínas "tipo CarH" unan AdoB12, en lugar 

de MeB12. Cabe esperar que el análisis mutacional en curso de varios de los residuos 

candidatos, en combinación con la determinación de la estructura tridimensional de 

TtCarH unida a su cofactor AdoB12, contribuyan a esclarecer los detalles moleculares 

Figura 81. A. Residuos en la cara superior e inferior del cofactor MeB12 en la sintetasa de metionina 
(tomado de Amaratunga et al., 1996). B. Alineamiento de secuencias de los dominios C-terminales 
de CarA, CarH, TtCarH, y los dominios de unión a cobalamina de las sintetasas de metionina de E. 
coli (EcMetH) y M. xanthus (MetH). Se representan en rojo los residuos que conforman la “jaula 
hidrofóbica” sobre el grupo metilo de la MeB12 en la sintetasa de metionina (Drennan et al. 1994b; Pérez-
Marín et al. 2008). El recuadro amarillo indica la extensión del subdominio I y el recuadro verde la del 
subdominio tipo Rossmann. 

A 

B 
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finos sobre la interacción entre el cofactor y la proteína reguladora. A este respecto, 

hay que señalar que ya se encuentra muy avanzada la determinación de la estructura 

cristalográfica del complejo TtCarH/AdoB12, un trabajo que se está realizando en 

colaboración con el grupo de la Prof. Catherine L. Drennan y su doctorando Marco 

Jost en el MIT (Massachusetts Institute of Technology, USA). La Dra. Drennan es una 

experta en el campo y participó en la determinación de la primera estructura 

tridimensional descrita de un dominio de unión a B12, el de la sintetasa de metionina de 

E. coli (Drennan et al. 1994a).  

 

 

IV.1.2  Acción de las cobalaminas sobre CarH 

 

 Los ensayos de retraso en gel y el estudio fenotípico de la estirpe portadora de 

la deleción de pduO han llevado a demostrar que la AdoB12 es necesaria para que 

CarH reprima la expresión de carB in vivo y que, probablemente, lo hace provocando 

un aumento significativo en la afinidad de CarH por el DNA. Estudios previos del grupo 

habían puesto de manifiesto que la interacción de CarA con su operador in vitro y la 

capacidad represora de CarA y CarH in vivo se ven drásticamente disminuidas en 

ausencia de su dominio C-terminal (Pérez-Marín et al. 2008), demostrando así la 

importancia del módulo de unión a B12. En CarA, dicho dominio media tanto la 

interacción con B12 como la de la proteína consigo misma (López-Rubio et al. 2002; 

Pérez-Marín et al. 2008). Sin embargo, las mutaciones en CarACt que reducen 

significativamente su afinidad por la vitamina, no tuvieron efecto ni en su capacidad de 

autointeracción ni en su función in vivo (Pérez-Marín et al. 2008). Estos datos sugieren 

que lo que hace de CarACt un elemento crítico para el funcionamiento de CarA es su 

papel mediador de la interacción de CarA consigo misma. Por el contrario, mutaciones 

similares en el motivo de unión a B12 de CarHCt provocaron una merma notable de la 

represión de carB por parte de esta proteína in vivo. Este resultado, unido a la 

observación inicial de que CarH, en los ensayos de doble híbrido de levaduras, mostró 

una interacción consigo misma mucho más débil que CarA (Pérez-Marín et al. 2008), 

llevó a sospechar que la dependencia de B12 de CarH podría resultar de una 

oligomerización de la proteína dependiente de cobalaminas. Debido probablemente a 

que la levadura Saccharomyces cerevisiae no usa B12 como cofactor (Hansen et al. 

1997), los ensayos de doble híbrido de levaduras no mostraron un efecto de la 

vitamina en la interacción de CarH consigo misma (Pérez-Marín 2007).  

 Por ello, en este trabajo se ha utilizado el ensayo del doble híbrido bacteriano 

(DHB) (Karimova et al. 1998; Karimova et al. 2000), basado en E. coli, un organismo 
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que aunque incapaz de sintetizar B12 de novo, sí es capaz de generar AdoB12 a partir 

de CNB12 (Roth et al. 1996; Zhang et al. 2009). Los resultados obtenidos (Figura 51) 

reflejan que la interacción de CarHCt consigo misma es unas 60 veces más fuerte en 

presencia de B12 que en su ausencia. Tal efecto de la vitamina no se observó usando 

el mismo sistema con CarACt, que fue capaz de interaccionar consigo misma tanto en 

ausencia como en presencia de B12. Además, la mutación H193A, que afecta al motivo 

de unión a cobalaminas de CarHCt, provocó una bajada de unas 50 veces en las 

medidas de interacción de esta proteína consigo misma en presencia de B12. En 

cambio, la mutación equivalente en CarA (H175A) no produjo ningún efecto en su 

capacidad de oligomerización. Así pues, los resultados del DHB avalan la hipótesis 

inicial de que la acción de CarH depende de B12 porque, a diferencia de CarA, es 

incapaz de oligomerizar en ausencia de la vitamina.  

 Estudios previos del grupo habían demostrado que CarA forma dímeros en 

solución, que se unen de forma cooperativa al operador de carB; así, la unión de un 

dímero a la región pI, por la que muestra mayor afinidad, favorece la unión de un 

segundo dímero a la región pII y el consiguiente bloqueo de la unión de la polimerasa 

de RNA (López-Rubio et al. 2002; Pérez-Marín et al. 2004). Por tanto, para que se 

produzca la represión de PB se requiere el ensamblaje secuencial de dos dímeros de 

CarA, que probablemente acaban interaccionando entre sí para formar un tetrámero 

unido al DNA operador. Los ensayos de DHB realizados en este trabajo permiten 

demostrar que CarH interacciona consigo misma de manera dependiente de B12, pero 

no aportan información sobre el estado oligomérico que se alcanza en presencia de la 

vitamina ni sobre la estequiometría del complejo AdoB12-CarH. Para averiguarlo, en 

este trabajo se ha utilizado la cromatografía de exclusión de tamaño o el 

entrecruzamiento molecular que, no solo permiten corroborar los resultados del DHB 

sobre la existencia o no de interacciones proteína-proteína, sino también establecer el 

número de moléculas que integran el complejo y la relación estequiométrica 

proteína:cobalamina. Ante la imposibilidad de purificar CarHCt, en estos ensayos se 

han utilizado TtCarHCt y QTt2. Los resultados demuestran que ambas proteínas se 

unen a los tres tipos de cobalaminas con una relación proteína:cobalamina 1:1 y que 

en presencia de CNB12 y MeB12 eluyen como monómeros (lo mismo que en ausencia 

de cobalaminas), mientras que en presencia de AdoB12 lo hacen como tetrámeros. 

Dado que QTt2 complementa la falta de función de CarH en M. xanthus, es posible 

que la presencia de AdoB12 induzca también el ensamblaje de tetrámeros de CarH. 

Alternativamente, y teniendo en cuenta que uno de los mecanismos utilizados por las 

proteínas termostables para resistir las elevadas temperaturas es formar oligómeros 

con mayor número de subunidades que sus homólogos mesofílicos (Walden et al. 
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2001), CarH podría formar dímeros en solución (aunque de una forma dependiente de 

AdoB12) como su homólogo más cercano, CarA.  

 Que la presencia de AdoB12 induzca la tetramerización de TtCarHCt, en vez de 

la dimerización, explica las diferencias observadas entre el patrón de unión de CarA a 

su operador bipartito y el mostrado por las quimeras QTt1 y QTt2. Así, en los ensayos 

in vitro de unión a DNA con QTt1 y QTt2 no se observe la ocupación progresiva del 

operador bipartito, propia de la unión cooperativa de dos dímeros de CarA, sino la 

ocupación “de un solo golpe” tanto de pI como de pII. No obstante, una vez unida, la 

quimera QTt1 (que contiene el dominio de unión al DNA de CarA) genera un patrón de 

digestión con DNasa I idéntico al de CarA, con la misma extensión de la región 

protegida (de -70 a -19) y las mismas posiciones hipersensibles (-55 y -63; Figura 44). 

Algo similar ocurre con la quimera QTt2, que contiene el dominio de unión al DNA de 

CarH, aunque en este caso aparecen dos sitios hipersensibles adicionales (-45 y -34), 

que sugieren ciertas diferencias entre la unión de CarHNt y la de CarANt a su 

operador. Ya que la DNasa I corta el DNA por el surco menor (Craig et al. 1995), la 

aparición de hipersensibilidades suele interpretarse como indicativa de un doblamiento 

más pronunciado hacia el surco mayor del DNA. Por tanto, es razonable pensar que la 

unión de CarH al DNA produce una distorsión del DNA operador mayor que la que 

produce CarA. Que los patrones de digestión por DNasa I generados por CarA y por 

QTt1/ AdoB12 sean idénticos indica que la unión al DNA en un solo paso, favorecida 

por el dominio TtCarHCt, no afecta de forma significativa al modo de interacción de 

estas proteínas con su operador. No obstante, es bien conocido que la cooperatividad 

tiene la ventaja de permitir que cambios mínimos en los niveles de la proteína 

reguladora tengan un efecto pronunciado en la expresión génica. Por tratarse de uno 

de los primeros ejemplos descritos, cabe citar la importancia de la cooperatividad en la 

regulación de la expresión génica mediada por el represor cI del fago λ. Este represor 

está constituido por un dominio N-terminal de unión al DNA (de tipo HTH) y por un 

dominio C-terminal, responsable tanto de la dimerización como de la interacción 

cooperativa entre dímeros (véase Koudelka, 2000). El represor cI se une a un 

operador tripartito, OR, constituido por tres regiones: OR1, OR2, y OR3. La unión de un 

dímero del represor a su sitio de alta afinidad, OR1, facilita la unión de un segundo 

dímero al sitio de baja afinidad, OR2. Ambos sitios están, por tanto, ocupados a las 

bajas concentraciones de cI propias de la etapa lisogénica. De este modo, se impide la 

unión de la polimerasa de RNA al promotor lítico PR y se favorece la activación del 

propio cI, garantizando el mantenimiento del estado lisogénico. La cooperatividad 

permite que el sistema reaccione de forma rápida a pequeños cambios en la 

concentración del represor, y que se desencadene el ciclo lítico en respuesta a una 
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señal meramente transitoria (Johnson et al. 1981). En la regulación de PB, los 

fenotipos para la carotenogénesis de las estirpes de M. xanthus portadoras de QTt1 o 

QTt2 revelan un comportamiento cualitativamente similar al de CarH. Quizás, para 

poner de manifiesto alguna pequeña diferencia en la regulación de PB por las quimeras, 

que podría derivar de la ausencia de cooperatividad, sería necesario estudiar su 

capacidad represora en un contexto más natural: es decir, con QTt1 o QTt2 integrados 

en el sitio genómico que normalmente ocupa carH y expresándose bajo el control 

transcripcional de PA, en vez de bajo el control del promotor ribosómico P3.  

Existen múltiples ejemplos en la naturaleza de reguladores transcripcionales 

cuya oligomerización, dependiente de una determinada biomolécula, favorece su unión 

al DNA, aunque CarH y TtCarH constituyen el primer caso descrito cuya acción 

depende de la unión a cobalaminas. Así, por ejemplo, se ha descrito que el estado 

oligomérico de la proteína BirA, implicada en la regulación transcripcional del operón 

de la biosíntesis de biotina en E. coli, depende de su unión a biotina y a 5'-AMP. La 

biotina se presenta en la célula unida covalentemente a las carboxilasas que la 

requieren funcionalmente, como es el caso de la carboxilasa de acetil-CoA. La 

reacción de unión de la biotina a esta enzima es catalizada en dos pasos por la propia 

BirA. En el primero de ellos, se sintetiza adenilato de biotina a partir de biotina y ATP y 

se forma un complejo intermediario BirA-biotina-5'-AMP. En el segundo paso la biotina 

es transferida a un residuo de lisina de la acetil-CoA carboxilasa. BirA es monomérica 

en solución, pero su unión a biotina y a 5'-AMP favorece su dimerización e interacción 

con su operador y, como consecuencia, la inhibición de la síntesis de biotina. El 

operador es un palíndrome interrumpido al que se unen dos dímeros de BirA de forma 

cooperativa, lo que recuerda a la forma de unión de CarA (Weaver et al. 2001).  

 Para averiguar qué cambios concretos desencadena AdoB12 en CarH y TtCarH 

y de qué modo se producen para promover su ensamblaje oligomérico habrá que 

esperar a los detalles estructurales que, como se mencionó anteriormente, se están 

abordando en colaboración con la Prof. Catherine L. Drennan y su doctorando Marco 

Jost en el MIT (Massachusetts Institute of Technology, USA). 

 

 

IV.1.3  Papel de la B12 como grupo cromóforo 

 

 Desde hace tiempo se conoce que, en presencia de luz, las cobalaminas 

experimentan la ruptura de su enlace C-Co con la consiguiente pérdida de su ligando 

superior (Bond CM et al. 1972; Chen y Chance 1990; Schwartz y Frey 2007). Por tanto, 

cuando en un trabajo previo se descubrió la implicación de la vitamina B12 y CarH en la 
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regulación por la luz de la carotenogénesis, se especuló que la fotosensibilidad 

intrínseca de las cobalaminas podría proporcionar una vía de fotoinducción de PB, 

alternativa a la antirrepresión por CarS (Pérez-Marín et al. 2008). Sin embargo, no ha 

sido hasta la realización de este trabajo cuando se ha podido demostrar que, en efecto, 

dicha fotosensibilidad se explota como una cualidad ventajosa en una proteína cuya 

actividad represora ha de ser anulada en presencia de luz. Así pues, para observar el 

papel de la AdoB12 en la modulación del estado oligomérico de TtCarHCt (y las 

quimeras que lo contienen) en los ensayos in vitro e in vivo (DHB) ha sido 

imprescindible trabajar en condiciones de muy baja iluminación u oscuridad completa. 

Varios experimentos de este trabajo demuestran que la presencia de luz de varias 

longitudes de onda a las que absorbe AdoB12 provoca el desmantelamiento de los 

tetrámeros de TtCarHCt a monómeros. De igual modo, la oligomerización dependiente 

de B12 detectada en los ensayos del DHB con CarH no se observó cuando las colonias 

se incubaron en la luz. No sorprende, por tanto, que en los ensayos de unión al DNA in 

vitro con las quimeras QTt1 y QTt2 se observe una bajada drástica en la afinidad por 

el DNA cuando las muestras se exponen a la luz, un resultado que avala el posible 

papel de la vitamina como sensor directo de la señal luminosa en la fotorregulación de 

PB.  

Para la demostración de que la AdoB12 proporciona una ruta fotosensora 

paralela e independiente de CarS en M. xanthus ha sido preciso anular la acción del 

antirrepresor por deleción del gen carS. Así, mientras que la eliminación de CarS en 

un fondo genético ∆carH conduce a una represión constitutiva por CarA de la síntesis 

de carotenos, la falta de CarS en un fondo genético ∆carA da lugar a un fenotipo 

silvestre siempre que la vitamina B12 esté presente. Dada la extrema rapidez con la 

que se produce la ruptura del enlace Co-C en presencia de luz, cabe esperar que sea 

ésta la vía preferente de inactivación de CarH en M. xanthus. Sorprende que existan 

dos vías paralelas para la regulación de PB, una dependiente de CarA y CarS e 

independiente de B12, y la otra dependiente de CarH y AdoB12. Se ha especulado 

mucho sobre el origen evolutivo antiguo, incluso prebiótico, de la vitamina B12, cuya 

biosíntesis está restringida en la actualidad a algunas bacterias y arqueas (véase Roth, 

et al. 1996). Cabe pensar, por tanto, que la regulación de PB por CarH/AdoB12 

constituya el mecanismo ancestral de regulación en M. xanthus y que la regulación por 

CarA/CarS haya surgido para evitar las condiciones de baja disponibilidad de B12, pues 

al ser incapaz de sintetizar B12 de novo, M. xanthus depende de la vitamina exógena 

que pueda captar de otros microorganismos del suelo a los que depreda. El 

mecanismo basado en CarH/AdoB12 podría, por tanto, representar un vestigio 

evolutivo. No obstante, el hecho de que se haya mantenido a lo largo de la evolución 
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podría también indicar una ventaja selectiva, relacionada quizás con la posibilidad de 

responder a longitudes de onda distintas de la luz azul y/o de regular de un conjunto 

de genes, aún por identificar, que no estén sujetos al control de CarA/CarS. 

En cualquier caso, la principal implicación de este trabajo es que la AdoB12, 

además de fomentar la oligomerizacion de CarH, sirve como molécula para la 

recepción directa de la señal luminosa y la consiguiente modulación de la actividad del 

represor. Se pone así de manifiesto la existencia de un nuevo tipo de fotorreceptor, 

que usa la AdoB12 como grupo cromóforo, y se desvela una faceta de la cobalamina 

nunca antes descrita. La AdoB12 se une así al reducido número de compuestos que, 

como se indica en la Introducción, han sido reclutados en la naturaleza para actuar 

como cromóforos. Además, como se discute más adelante, el mecanismo de 

regulación por CarH/AdoB12 (o TtCarH/AdoB12) descrito en este trabajo podría ser la 

base del modo de acción de otras muchas proteínas bacterianas, de función 

desconocida, que muestran la misma arquitectura de dominios. Que la cobalamina 

utilizada para este fin sea la AdoB12, que experimenta una fotólisis más rápida que la 

MeB12 (Bond et al. 1972), probablemente confiera al sistema una mayor 

fotosensibilidad y velocidad de reacción frente a la iluminación. No obstante, como con 

los ribointerruptores dependientes de B12, muchos de los cuales parecen unir AdoB12 

pero otros MeB12 o incluso AqB12, cabe la posibilidad de que el requerimiento 

específico de AdoB12 observado en este trabajo no se aplique a todos miembros de la 

familia que resulten depender de B12. 

 Como se comentó en la Introducción, el análisis bioinformático ha puesto de 

manifiesto en los últimos años la abundancia de proteínas, de función desconocida, 

que presentan alguno de los seis módulos fotosensores que se habían descrito hasta 

ahora (van der Horst et al. 2007; Losi y Gärtner 2008; Gomelsky y Hoff 2011). En 

algunas de tales proteínas, al igual que en CarH/TtCarH, el módulo fotosensor aparece 

asociado a un dominio de unión al DNA conocido, lo que apunta a un probable papel 

regulador en respuesta a la luz. Un ejemplo de este tipo, que ha sido bien estudiado al 

nivel estructural, lo constituye la proteína EL222 de la bacteria marina Erythrobacter 

litoralis. Esta proteína está constituida por un dominio C-terminal de unión al DNA, que 

incluye un motivo hélice-giro-hélice (HTH) propio de los reguladores de tipo LuxR, y un 

dominio fotorreceptor tipo LOV, que utiliza el FMN como grupo cromóforo. Aunque se 

sabía que la luz controla la unión al DNA de otras proteínas que, como EL222, 

presentan un dominio LOV asociado a un dominio de unión al DNA, tales como la 

proteína WC-1 de Neurospora crassa, se desconocía el mecanismo molecular preciso. 

La determinación de la estructura cristalográfica de EL222 ha puesto de manifiesto 

que la proteína no se une al DNA en la oscuridad porque el dominio LOV secuestra la 
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hélice 4 del motivo HTH. La formación del aducto cisteinil/flavina en presencia de luz 

azul genera un cambio conformacional en el dominio LOV que desencadena la 

separación de los dominios C- y N-terminales, la dimerización de EL222 y su unión al 

DNA a través del motivo HTH (Nash et al. 2011). Aunque por un mecanismo muy 

diferente al de CarH, la proteína EL222 constituye otro ejemplo de factor 

transcripcional que muestra una interacción proteína-proteína regulada por luz, de la 

que depende su interacción con el DNA. En este caso, no obstante, la luz promueve 

su unión al DNA, al contrario que en CarH.  

 Los fotorreceptores se caracterizan por responder a luz de una determinada 

longitud de onda pasando, de forma generalmente reversible, de un estado basal a un 

estado excitado. La vuelta al estado basal puede ocurrir al cesar el estímulo luminoso 

y mantenerse el fotorreceptor un tiempo en oscuridad o al cambiar la longitud de onda 

recibida (Purcell y Crosson 2008). Una característica peculiar del nuevo tipo de 

fotorreceptor descrito en este trabajo es que, al ser dependiente de B12, es excitable 

prácticamente a todas las longitudes de onda del espectro visible, con excepción de la 

luz roja. Esta baja especificidad permite un amplio rango de respuesta, lo que podría 

resulta especialmente útil a la hora de activar la expresión de genes con función 

fotoprotectora. Además, cabe esperar que la rápida fotólisis de la AdoB12 permita su 

excitación a bajas intensidades lumínicas durante periodos relativamente cortos de 

tiempo. Sin embargo, tras la fotólisis de la AdoB12 en solución acuosa, solo un 40 % de 

la AdoB12 puede ser reconstituida por recombinación del radical 5'-desoxiadenosilo y la 

cob(II)alamina (Chen y Chance 1990). Por tanto, si la irradiación es prolongada, es 

improbable que se regenere la AdoB12 por recombinación del radical 5'-

desoxiadenosilo perdido en el estado excitado. Como se ha comentado anteriormente, 

en el caso de la sintetasa de metionina de E. coli, varios residuos que forman parte de 

una caperuza sobre el grupo metilo de la MeB12, protegen al cofactor del proceso 

fotolítico, e impiden la difusión del grupo metilo, favoreciendo así su recombinación 

con el cobalto (Jarrett et al. 1996). Las propiedades de la fotólisis de la AdoB12 en 

solución o unida a las enzimas que la usan como cofactor, que da lugar a la pareja de 

radicales 5'-desoxiadenosilo-cob(II)alamina, ha servido como modelo para el estudio 

de la hidrólisis enzimática de AdoB12, pues en ambos casos se produce la fisión 

homolítica del enlace Co-C (Padmakumar et al. 1997; Marsh y Ballou 1998; Schwartz y 

Frey 2007). Como ocurre con la MeB12, la unión del cofactor AdoB12 a las enzimas con 

las que colabora (como, por ejemplo, la mutasa de glutamato) reduce la formación de 

los fotoproductos, probablemente porque evita el escape del radical adenosilo y 

favorece la recombinación de la pareja de radicales (Sension et al. 2005; Robertson y 

Warncke 2009). Por el momento, desconocemos los detalles cinéticos de la fotólisis 
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que sufre la AdoB12 cuando se encuentra unida al módulo fotosensor descrito en este 

trabajo y cuánto se asemejan a lo ya descrito para las enzimas que dependen de este 

cofactor. Cabe esperar que los estudios en curso, en colaboración con el Dr. Alex R. 

Jones (Univ. de Manchester, UK), mediante espectroscopía ultrarápida del complejo 

AdoB12/TtCarH, permitan establecer la cinética de la fotólisis del enlace Co-C y del 

regreso al estado basal tras la fotoexcitación. 

En este trabajo se han realizado experimentos para abordar la posible 

regeneración del fotorreceptor mediante el desplazamiento, por nueva AdoB12, de la 

OHB12 que se produce tras la pérdida definitiva del radical adenosilo. Curiosamente, 

tanto en los ensayos de retraso en gel como en los de cromatografía de exclusión 

molecular con TtCarH no se observó que la AdoB12 fuese de capaz de competir con la 

forma fotolisada de la cobalamina. Más aún, el análisis mediante HPLC acoplado a 

espectrometría de masas sugiere que tras la iluminación de TtCarH-AdoB12 se genera 

un complejo muy estable con el anillo de cobalamina, que no es equivalente al 

formado por la incubación de TtCarH con OHB12, y explica que la adición de nueva 

AdoB12 no conduzca a la regeneración del complejo TtCarH-AdoB12. Por tanto, al 

menos en las condiciones ensayadas en este trabajo, el intercambio de la OHB12 por 

AdoB12 no parece una vía eficaz para la recuperación de la forma fotoexcitable del 

fotorreceptor. 

La profundización en el conocimiento del modo de acción de los módulos 

fotorreceptores ha derivado en los últimos años en el nacimiento de la denominada 

Optogenética (Deisseroth 2011), una tecnología que combina la óptica y la genética 

para el control espacial y temporal con luz de actividades biológicas concretas. Como 

otros módulos fotosensores que, con este fin, se vienen utilizando (véase, por ejemplo, 

Herrou y Crosson, 2011), el módulo fotosensor basado en AdoB12 podría sumarse al 

creciente abanico de herramientas optogenéticas. 

 

 

IV.1.4  Modelo de regulación del promotor PB por CarA/CarS y CarH/AdoB12  

 

 Los resultados de este y otros trabajos previos del grupo conducen a un 

modelo para la represión de PB en la oscuridad en el que participan dos rutas paralelas, 

controladas por un mismo operador y dos proteínas parálogas, de las cuales una 

(CarH), pero no la otra (CarA), depende de AdoB12 para ejercer su actividad represora 

(Figuras 82 y 83). Mientras que CarA interacciona consigo misma, formando dímeros, 

tanto en ausencia como en presencia de B12, CarH solo oligomeriza en presencia de la 
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vitamina (probablemente, formando tetrámeros). Así pues, la unión cooperativa de dos 

dímeros de CarA o de un tetrámero de CarH/AdoB12 al operador bipartito en PB, que 

solapa parcialmente con la región -35 del promotor, produce un bloqueo en la entrada 

de la polimerasa de RNA y la consiguiente represión del promotor. La producción en la 

luz de CarS, una proteína que interacciona con el dominio N-terminal de CarA imitando 

al DNA operador, provoca el desmantelamiento de los complejos CarA-DNA y, por 

tanto, la activación del promotor PB. Aunque una vez producido, CarS podría 

igualmente anular la acción represora de CarH, pues es también capaz de 

interaccionar con su dominio de unión al DNA, cabe esperar que sea la rápida fotólisis 

de la AdoB12, y el consiguiente desensamblaje de los oligómeros de CarH, la vía 

mayoritaria de activación de PB cuando su represión está mediada por CarH. A falta de 

datos sobre la afinidad relativa de ambos represores por el DNA operador, cabe 

esperar que, en presencia de B12, la ruta de regulación de PB mediada por CarA y 

CarS, y la mediada por CarH y AdoB12, sean funcionalmente redundantes.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Existen, pues, dos niveles distintos para la captación de la señal luminosa en M. 

xanthus, ninguno de ellos basados en el uso de fotorreceptores convencionales, y en 

ambos, curiosamente, es un tetrapirrol cíclico el responsable de la fotorrecepción 

(Elías-Arnanz et al. 2011; Galbis-Martínez et al. 2012). El mecanismo principal que, en 

última instancia, conduce a la inactivación de CarA, se basa en la fotoexcitación de la 

Figura 82. Modelo de regulación del promotor PB por CarA/CarS (izquierda) y por CarH/AdoB12 

(derecha). 
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protoporfirina IX (PPIX) y la formación de oxígeno singlete (1O2), una especie muy 

reactiva y dañina del oxígeno. De alguna manera aún por determinar, la presencia de 

1O2 sería detectada por la proteína de membrana CarF y esto conduciría a la 

inactivación de CarR, a la liberación del factor ECF CarQ y a la expresión del operón 

carQRS. El otro mecanismo de captación del estímulo luminoso, un mecanismo más 

directo para la activación de PB, se corresponde con el mecanismo basado en CarH y 

AdoB12 descrito en este trabajo.  

Como ya se ha comentado anteriormente, es probable que la vía ancestral para 

la represión de PB fuese la vía que en la actualidad sigue dependiendo de CarH y 

AdoB12, pues el origen evolutivo de la vitamina es muy antiguo y más allá de M. 

xanthus y alguna otra mixobacteria (véase más adelante) no se encuentran homólogos 

a CarF, ni a CarR o CarS (sí existen factores que guardan cierta homología con CarQ, 

como factor ECF que es, en el propio M. xanthus y en otras especies bacterianas). 

Además, entre las mixobacterias cuyo genoma se ha podido analizar (véase más 

adelante), existe una correlación perfecta entre la ausencia de carF y el operón 

carQRS y la existencia solo de una proteína tipo CarA/CarH, que es probable que 

funcione como CarH. El mecanismo de fotorrecepción basado en el uso de PPIX y de 

la cascada de regulación mediada por CarF, CarR, CarQ y CarS es, por tanto, 

probable que haya surgido posteriormente en la evolución, de manera paralela a la 

aparición de un represor de PB independiente de B12, CarA, que cabe esperar sea 

ventajoso en las condiciones de baja disponibilidad de B12 a las que probablemente se 

enfrenta M. xanthus en la naturaleza. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 83. Modelo de regulación de la carotenogénesis que ilustra los dos mecanismos 
posibles para la captación del estímulo luminoso en M. xanthus.  
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IV.2  Conservación evolutiva del mecanismo de regulación basado 

en AdoB12 

 

 Tras el descubrimiento de CarA y CarH, la disponibilidad creciente de 

secuencias genómicas ha desvelado la existencia de, al menos, otras 133 proteínas 

con una arquitectura de dominios similar, que podrían actuar como CarA 

(independiente de B12) o como CarH (dependiente de B12), en unas 123 especies 

bacterianas pertenecientes a 18 grupos taxonómicos (Tabla 6). Con excepción de las 

proteínas de M. xanthus (Elías-Arnanz et al. 2008; Elías-Arnanz et al. 2011), 

Streptomyces coelicolor (Takano et al. 2005; Takano et al. 2006) y T. thermophilus 

(Takano et al. 2011), la función de los integrantes de esta familia proteica, que ha 

venido a denominarse CarA/LitR (LitR es la proteína homóloga de S. coelicolor), es 

desconocida. Solo en algunas mixobacterias (véase más abajo), como M. xanthus, se 

observa la presencia de dos versiones de la proteína, una más parecida a CarA y otra 

a CarH, y solo en ellas se observan homólogos a CarS. Cabe pues plantearse la 

posible conservación evolutiva del mecanismo de regulación basado en AdoB12 

descubierto en este trabajo.  

Como se comentó en la Introducción, la proteína de "tipo CarA/H" de S. 

coelicolor, LitR, parece estar también implicada en la regulación por la luz de la 

síntesis de carotenoides. Al igual que CarA/CarH, LitR ejerce una acción represora 

sobre su promotor diana en la oscuridad y, aunque no se ha demostrado formalmente, 

se ha propuesto que la captación de la señal luminosa por la vitamina B12 podría 

modular la acción de LitR, tal vez provocando un cambio conformacional en dicho 

factor que permita la expresión de su promotor diana (Takano et al. 2006). Por otro 

lado, como se discute más adelante, los experimentos in vitro realizados en este 

trabajo y un estudio reciente in vivo con T. thermophilus (Takano et al. 2011) indican 

un modo de acción para TtCarH muy similar al descrito para CarH en M. xanthus. 

En los casos estudiados hasta ahora, las proteínas tipo CarA/CarH se 

encuentran en las proximidades de genes típicamente asociados a respuestas a la luz, 

tales como los relacionados con la síntesis de carotenos (M. xanthus, S. coelicolor, T. 

thermophilus) o el gen de la fotoliasa (T. thermophilus), una enzima que repara los 

daños causados en el DNA por la radiación ultravioleta. Por ello, se ha analizado el 

contexto genómico de todos los genes que determinan proteínas tipo carA/carH en 

busca de tales genes y se ha encontrado dicha coincidencia en 53 casos, 

correspondientes a 47 especies bacterianas. Parece pues razonable pensar que sean 

estas proteínas CarA/CarH las que regulen la expresión de los genes vecinos, y lo 
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hagan de una forma fotoinducible, tal y como ocurre en M. xanthus, T. thermophilus, y 

S. coelicolor. Aunque no podemos descartar la existencia en dichas especies 

bacterianas de una proteína que guarde homología estructural o funcional con CarS 

(aun sin parecido en su secuencia aminoacídica), es probable que el mecanismo de 

fotorregulación dependiente de B12 y CarH, e independiente de CarS, descrito en este 

trabajo, se extienda más allá de los tres ejemplos estudiados. Por otro lado, cabe 

también preguntarse el posible papel regulador del otro 50% de proteínas tipo 

Car/CarH que no se encuentran aparentemente asociadas a genes de respuesta a la 

luz, si la B12 participa en dicha regulación o no y de qué manera lo hace, así como qué 

proceso biológico concreto está sujeto a su regulación. También resultará interesante 

averiguar la función de unos pocos casos, hallados en la búsqueda de proteínas con 

posibles módulos de unión a B12, en los que dicho módulo se encuentra asociado a un 

dominio quinasa de histidinas o a un dominio regulador de la respuesta, de los que 

forman parte de los sistemas de dos componentes.  

 
Tabla 6. Proteínas tipo CarA/CarH en diferentes especies bacterianas 
 

Bacteria Grupo Taxonómico Nº de acc. NCBI 

Haliangium ochraceum* δ -proteobacteria (Myxococcales) YP_003266651 

Myxococcus xanthus*
§
 δ-proteobacteria (Myxococcales) CAA79964 (CarA) 

CAA79965 (CarH) 

Myxococcus fulvus HW-1* δ-proteobacteria (Myxococcales) YP_004663840.1 
YP_004663839.1 

Corallococcus coralloides* 
 

δ-proteobacteria (Myxococcales) YP_005366794.1 
YP_005366795.1 

Plesiocystis pacifica* δ-proteobacteria (Myxococcales) ZP_01911070  

Sorangium cellulosum* δ-proteobacteria (Myxococcales) YP_001611216 

Stigmatella aurantiaca* δ-proteobacteria (Myxococcales) YP_003956654 
YP_003956655 

Bdellovibrio bacteriovorus δ-proteobacteria NP_967879 

Desulfuromonas acetoxidans δ-proteobacteria ZP_01313691 

Desulfohalobium retbaense δ-proteobacteria YP_003198393 

Geobacter lovleyi δ-proteobacteria YP_001951625 

Deinococcus maricopensis DSM 
21211* 

Deinococcus-Thermus YP_004171777.1 

Meiothermus ruber* Deinococcus-Thermus YP_003506173 

Meiothermus silvanus* Deinococcus-Thermus YP_003684883 

Thermus aquaticus* Deinococcus-Thermus ZP_03497494 

Thermus thermophilus*
§
 Deinococcus-Thermus YP_145339 (TtCarH) 

Truepera radiovictrix Deinococcus-Thermus YP_003706311 

Agrobacterium vitis α-proteobacteria YP_002550011 

Hoeflea phototrophica α-proteobacteria ZP_02166227 

Magnetospirillum 
magnetotacticum MS- 

α-proteobacteria ZP_00054991.2  

Phaeospirillum molischianum 
DSM 120 

α-proteobacteria ZP_09875649.1  

Sphingomonas elodea ATCC α-proteobacteria ZP_09956865.1 
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31461 

Acidovorax delafieldii β-proteobacteria ZP_04760938 

Acidovorax ebreus β-proteobacteria YP_002553836  

Acidovorax sp. β-proteobacteria YP_987184 

Alicycliphilus denitrificans K601 *  β-proteobacteria YP_004388855.1  

Azoarcus sp. β-proteobacteria YP_934810 

Bordetella avium β-proteobacteria YP_784891 

Candidatus accumulibacter  β-proteobacteria YP_003169177 

Dechloromonas aromatica β-proteobacteria YP_283714 

Delftia acidovorans β-proteobacteria YP_001565315 

Delftia sp. Cs1-4 β-proteobacteria YP_004487922.1 

Herminiimonas arsenicoxydans β-proteobacteria CAL62551 

Hylemonella gracilis ATCC 19624 β-proteobacteria ZP_08405284.1 

Laribacter hongkongensis β-proteobacteria YP_002794311 

Leptothrix cholodnii β-proteobacteria YP_001789500 

Limnobacter sp. β-proteobacteria ZP_01915313 

Methyloversatilis universalis FAM5 β-proteobacteria ZP_08503296.1 

Methylovorus glucosetrophus 
SIP3-4 

β-proteobacteria YP_003051081.1  

Methylovorus sp. β-proteobacteria YP_003051081 

Methylibium petroleiphilum β-proteobacteria YP_001019435 

Polaromonas naphthalenivorans β -proteobacteria YP_981683 

Ralstonia eutropha β -proteobacteria YP_293403 

Rubrivivax benzoatilyticus JA2 β-proteobacteria ZP_08400872.1 

Rubrivivax gelatinosus IL144 β-proteobacteria YP_005439324.1 

Thauera sp. β -proteobacteria YP_002354707 

Thiomonas intermedia β -proteobacteria YP_003644171 

Thiomonas sp.  β -proteobacteria CAZ89507 

Methylobacter tundripaludum γ-proteobacteria ZP_07654418 

Methylomicrobium alcaliphilum γ-proteobacteria YP_004919240.1  

Nitrosococcus halophilus γ-proteobacteria YP_003525843 

Magnetococcus sp. Proteobacteria YP_867583 

Actinosynnema mirum  Actinobacteria YP_003104187 

Amycolatopsis mediterranei* Actinobacteria YP_003766261 

Dermacoccus sp. Actinobacteria ZP_07704773 

Frankia sp. EuI1c Actinobacteria ZP_06238726 

Janibacter sp. Actinobacteria ZP_00994632 

Micromonospora sp. Actinobacteria EEP72734 

Nakamurella multipartita* Actinobacteria YP_003199787 

Nocardia farcinica* Actinobacteria YP_119275 

Streptomyces ambofaciens*  Actinobacteria CAJ88224 

Streptomyces avermitilis* Actinobacteria BAC68924 

Streptomyces coelicolor*
§
 Actinobacteria NP_624528 (LitR) 

Streptomyces flavogriseus Actinobacteria ZP_05801878 

Streptomyces ghanaensis Actinobacteria ZP_04684938 

Streptomyces lividans* Actinobacteria ZP_05528694 

Streptomyces pristinaespiralis Actinobacteria EDY64715 
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Streptomyces sp. C Actinobacteria ZP_07285287 

Streptomyces sviceus Actinobacteria EFH28311 

Streptosporangium roseum* Actinobacteria YP_003337347 

Chitinophaga pinensis*  Bacteroidetes YP_003125248 

Croceibacter atlanticus* Bacteroidetes YP_003714950 

Cytophaga hutchinsonii* Bacteroidetes YP_677677 
YP_678640 

Dokdonia donghaensis* Bacteroidetes ZP_01051271 

Dyadobacter fermentans* Bacteroidetes YP_003086417 

Flavobacteria bacterium* Bacteroidetes ZP_01202526 

Kordia algicida* Bacteroidetes ZP_02163391 

Leeuwenhoekiella blandensis* Bacteroidetes ZP_01060805 

Microscilla marina Bacteroidetes ZP_01688448 

Pedobacter heparinus* Bacteroidetes YP_003093970 

Psychroflexus torquis* Bacteroidetes ZP_01253496 

Rhodothermus marinus* Bacteroidetes ACY48488 

Robiginitalea biformata* Bacteroidetes YP_003195366 

Zunongwangia profunda* Bacteroidetes YP_003583423 

Chloroherpeton thalassium* Chlorobi YP_001996324 

Anoxybacillus flavithermus Firmicutes YP_002315426 

Bacillus cereus sp. Firmicutes YP_001374529 

Bacillus cellulosilyticus Firmicutes ZP_06362586 

Bacillus megaterium Firmicutes YP_003564800 

Bacillus mycoides Firmicutes ZP_04156336 

Bacillus pseudofirmus Firmicutes YP_003427992  

Bacillus pseudomycoides Firmicutes ZP_04150564 

Bacillus selenitireducens Firmicutes YP_003700225 

Bacillus thuringiensis  Firmicutes ZP_04144840 

Bacillus weihenstephanensis Firmicutes YP_001644286 

Exiguobacterium sibiricum Firmicutes YP_001814285 

Exiguobacterium sp. Firmicutes YP_002887336 

Heliobacterium modesticaldum Firmicutes YP_001680059 

Lysinibacillus fusiformis* Firmicutes ZP_07050820 

Paenibacillus mucilaginosus 3016 Firmicutes YP_005315120  

Paenibacillus mucilaginosus 
KNP414 

Firmicutes YP_004644315  

Paenibacillus sp. Firmicutes YP_003014814 

Planococcus donghaensis 
MPA1U2 

Firmicutes ZP_08095487 

Anaerolinea thermophila UNI-1 *  Chloroflexi YP_004173982  
YP_004173983 

Caldilinea aerophila DSM 14535 *  Chloroflexi YP_005440370 
YP_005442842 

Chloroflexus aggregans* Chloroflexi YP_002462292 

Chloroflexus aurantiacus* Chloroflexi YP_001636279  

Chloroflexus sp.*  Chloroflexi YP_002570616  

Herpetosiphon aurantiacus* Chloroflexi  YP_001545468 

Ktedonobacter racemifer Chloroflexi  ZP_06969864 

Oscillochloris trichoides Chloroflexi ZP_07686602 

Roseiflexus castenholzii* Chloroflexi YP_001431863 
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Roseiflexus sp.*  Chloroflexi YP_001276447 

Isosphaera pallida ATCC 43644 Planctomycetes YP_004180071 

Planctomyces maris  Planctomycetes ZP_01852990 

Planctomyces brasiliensis Planctomycetes EFQ19218 

Rhodopirellula baltica  Planctomycetes NP_864391 

Candidatus Solibacter usitatus 
Ellin6076 *  

Acidobacterias YP_826707 

Candidatus Chloracidobacterium 
thermophilum B*  

Acidobacterias YP_004861458 

Opitutus terrae Verrucomicrobia YP_001817995 

Verrucomicrobium spinosum Verrucomicrobia ZP_02929072 

Candidatus Nitrospira defluvii Nitrospirales CBK39973 

Thermobaculum terrenum* Thermobaculum YP_003323754 

Leptonema illini DSM 21528 Espiroquetas ZP_09659014 

Methanothermobacter 
marburgensis str. Marburg 

Methanobacteria YP_003849482 

 

 

 

 

De las 133 proteínas homólogas a CarA/CarH halladas en las bases de datos 

genómicos, 15 pertenecen a δ-proteobacterias, de las cuales 11 corresponden a 

mixobacterias; como en M. xanthus, en las otras 6 especies de mixobacterias con 

genes tipo carA/carH, dichos genes se encuentran adyacentes a genes para la síntesis 

de carotenos (Tabla 6 y 7). En 4 de las 7 especies de mixobacterias, incluyendo M. 

xanthus, se observa la duplicación génica en tándem que daría lugar a la síntesis de 

dos proteínas con la misma arquitectura de dominios, de las cuales una presenta una 

secuencia más similar a CarA que a CarH, y la otra al revés. Curiosamente, son estas 

mismas 4 especies las únicas que muestran el operón carQRS y un gen homólogo a 

carF, lo que avala la hipótesis de que la vía de fotorrecepción y transducción de la 

señal luminosa basada en la protoporfirina IX y CarF, y en los productos del operón 

carQRS, ha surgido en mixobacterias para responder a la aparición de un miembro de 

la familia CarA/CarH que ha perdido la dependencia de B12 (Tabla 7). Sería pues 

lógico pensar que, en estas tres especies de mixobacterias aún por estudiar, una de 

las dos proteínas funcione como CarA y la otra como CarH en la regulación de la 

síntesis de carotenos. La proteína tipo CarA sería independiente de B12 y, por tanto, 

dependiente de CarS y de toda la maquinaria de detección de la luz y transducción de 

la señal luminosa mediada por CarF y CarR. La otra sería, como CarH, dependiente 

de B12. En las otras tres especies de mixobacterias que solo presentan una proteína 

tipo CarA/CarH y no presentan genes homólogos a carQRS ni a carF, cabe especular 

que la fotorregulación de la carotenogenésis ocurra por un mecanismo similar al 

*carA/carH en las proximidades de genes que determinan enzimas carotenogénicas y/o fotoliasas.  
§ 

Proteínas tipo CarA/CarH para las cuales se ha demostrado una implicación en la regulación de la 
carotenogénesis inducida por luz. 
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descrito en este trabajo, con CarH y la AdoB12 como mediadores exclusivos del control 

de la expresión génica en respuesta a la presencia o ausencia de luz. 

 

         Tabla 7. Mixobacterias que presentan proteínas tipo CarA/CarH. 

 

Especie CarA/CarH CarQ CarR CarS CarF 

Myxococcus xanthus* 1+1 + + + + 

Myxococcus fulvus HW-1* 1+1 + + + + 

Corallococcus coralloides* 1+1 + + + + 

Stigmatella aurantiaca* 1+1 + + + + 

Plesiocystis pacifica* + - - - - 

Haliangium ochraceum* + - - - - 

Sorangium cellulosum* + - - - - 

 

 

 

 

 

IV.2.1  Mecanismo de acción de TtCarH en Thermus thermophilus 

 

 Como se ha comentado anteriormente, el gen homólogo a carA/carH en T. 

thermophilus, TtcarH, se encuentra adyacente (aunque se transcribe en sentido 

contrario) a un posible operón que incluye el gen crtB, implicado en la síntesis de 

carotenos, y el gen phr, que determina la fotoliasa. A diferencia de M. xanthus, T. 

thermophilus sí es capaz de sintetizar B12 (Cava et al. 2009) y, curiosamente, varios de 

los genes implicados en la síntesis de B12 se encuentran próximos a la región donde 

se localiza TtcarH, en el genoma del megaplásmido. En este trabajo se ha demostrado 

que TtCarH, en efecto, se une a la región intergénica crtB-TtcarH y que lo hace de una 

manera dependiente de AdoB12. El análisis de dicha región intergénica ha permitido 

identificar el posible promotor de TtcarH que, como el promotor PB de M. xanthus,  

presenta una región -35 con una secuencia idéntica a la consenso (TTGACA) 

reconocida por los factores de la familia σ70. La secuencia de la región -10 en ambos 

promotores es muy diferente a la consenso (TATAAT) y solo conserva las dos 

primeras bases, siendo TACCTC y TACCCT en M. xanthus y T. thermophilus, 

respectivamente. Las posibles regiones -35 y -10 identificadas se encuentran a las 

distancias adecuadas aguas arriba del sitio de inicio de la transcripción identificado por 

(Takano et al. 2011), lo que apunta a una verdadera función promotora.  

 (+), (1+1), (-): Presencia de una, dos o ninguna, respectivamente, proteínas homólogas a CarA/CarH. 

Nótese que las especies con dos proteínas tipo CarA/CarH presentan también proteínas tipo CarQ, 

CarR, CarS y CarF. *: carA/carH en las proximidades de genes que determinan enzimas 

carotenogénicas. 
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El análisis de la región intergénica crtB-TtcarH ha revelado también la 

existencia de dos palíndromes imperfectos que guardan cierta similitud con el 

operador bipartito de CarA/CarH, pero no son idénticos a éste (Figura 78). Así, 

mientras que pI es un palíndrome perfecto en M. xanthus, en T. thermophilus no es 

totalmente simétrico. Tampoco son idénticas las distancias entre las submitades que 

formarían parte de los dos posibles sitios de unión. Por otro lado, pII es un palíndrome 

imperfecto en ambas especies, que solapa en los dos casos con la región -35. A pesar 

de estas diferencias, que probablemente explican que TtCarH no complemente la falta 

de CarH en M. xanthus, TtCarH se une específicamente a la zona que contiene los 

palíndromes y lo hace de una manera dependiente de AdoB12. No obstante, los 

ensayos con DNasa I indican protección por TtCarH/AdoB12 solo de pII y de la 

segunda mitad de pI, y la mutación o eliminación de la mitad no protegida de pI no 

afecta a la unión de la proteína al DNA. Parece, por tanto, que de los dos posibles 

sitios identificados, solo pII, el que solapa con la región -35, es realmente importante 

para la unión de la proteína. A primera vista, estos resultados sorprenden si se 

comparan con lo que ocurre en M. xanthus, donde pI es imprescindible para que se 

produzca la unión cooperativa de CarA a pII y la represión del operón carB. Quizás 

estas diferencias tengan que ver con el hecho de que, aunque colocadas en distintos 

sitios en relación al promotor, son la secuencia del sitio pII de T. thermophilus y la del 

sitio pI de M. xanthus las que resultan más parecidas. Probablemente, tenga también 

que ver con el hecho de que TtCarH/AdoB12 se une directamente en forma de 

tetrámero y no de manera cooperativa en forma de dos dímeros, como CarA. 

Que en TtCarH, al igual que en CarH, la presencia de AdoB12 induce la 

oligomerización de la proteína y la exposición a la luz provoca la reversión al estado 

monomérico viene avalado por los ensayos in vivo (DHB) e in vitro (cromatografía de 

exclusión molecular, entrecruzamiento de proteínas) presentados en este trabajo y por 

un estudio reciente realizado en colaboración con el grupo dirigido por el Prof. José 

García de la Torre (Departamento de Química Física, Univ. de Murcia). En dicho 

estudio, se han utilizado técnicas de ultracentrifugación analítica que indican que, en la 

oscuridad en presencia de AdoB12, TtCarH forma un tetrámero compacto. Y que en la 

luz, o en ausencia de AdoB12, la proteína se encuentra formando monómeros 

predominantemente elipsoidales. Por otro lado, la holoproteína TtCarH/AdoB12 se 

asocia al DNA en forma de tetrámeros, pero la forma apo o la expuesta a la luz forma 

complejos más pequeños. Además de corroborar las conclusiones de los ensayos de 

cromatografía de exclusión molecular, estos estudios sirven para validar la utilización 

de la técnica de ultracentrifugación analítica como método para el estudio de 
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parámetros hidrodinámicos cuando la luz es un determinante crucial de las 

propiedades en solución. 

El efecto “desmantelador” de los tetrámeros de TtCarH/AdoB12 provocado por 

la iluminación, que in vitro se traduce en una bajada brusca en la afinidad por el DNA, 

lleva a pensar que TtCarH, y la modulación de su unión al DNA por AdoB12 y luz, 

sirvan para mediar el control de la expresión fotoinducible de los genes crtB y phr, así 

como del propio TtcarH. En este sentido, cabe señalar que coincidiendo con el 

desarrollo de este trabajo, un estudio genético con T. thermophilus ha puesto de 

manifiesto que, en efecto, la síntesis de cobalaminas y TtcarH son necesarios para 

reprimir en la oscuridad la carotenogénesis (Takano et al. 2011). Dicho trabajo ha 

puesto también de manifiesto que TtcarH regula su propia expresión y la de un 

regulador positivo del promotor de crtB, TTP55, que está determinado por el gen 

inmediatamente aguas abajo de TtcarH. Así, a diferencia de M. xanthus, en T. 

thermophilus no basta con la inactivación de TtCarH por la luz para que se induzca la 

síntesis de carotenos, sino que también se requiere un regulador positivo. Este hecho 

probablemente se relacione con que el promotor de crtB, muy distinto del consenso, 

no sea reconocido eficazmente por polimerasa de RNA aun cuando el promotor no se 

encuentre bloqueado por la unión de TtCarH.  

Un resultado inesperado del estudio sobre TtCarH ha sido la observación de 

que tras la iluminación de TtCarH-AdoB12 no se regenera su capacidad de tetramerizar 

ni de unirse al DNA tras la adición de nueva AdoB12, ni siquiera cuando se añade un 

exceso de unas 20 veces. Y que, por el contrario, sí se regenera cuando la AdoB12 se 

añade a un complejo TtCarH-OHB12 que no procede de la fotólisis de la AdoB12 en el 

complejo sino de la unión de TtCarH a OHB12. Esta diferencia de comportamiento 

indica que, a pesar de que el espectro de absorción del complejo TtCarH-AdoB12 

iluminado se corresponde con el de la OHB12, debe existir alguna diferencia entre el 

complejo TtCarH-OHB12 que deriva de la iluminación de TtCarH-AdoB12 y el que se 

forma cuando TtCarH se incuba directamente con OHB12. Los resultados del análisis 

mediante espectrometría de masas apuntan en esa dirección, al revelar que la 

iluminación de TtCarH-AdoB12 genera un complejo cuya masa molecular se 

corresponde con la suma de las masas moleculares de TtCarH más el anillo de 

cobalamina sin ligando superior. Por el contrario, el complejo TtCarH-AdoB12 no 

iluminado y el complejo TtCarH-OHB12 dan lugar a una molécula cuya masa molecular 

es similar a TtCarH. No parece, por tanto, al menos en las condiciones en las que se 

han realizado los ensayos, que la iluminación del fotorreceptor TtCarH-AdoB12 genere 

un estado excitado reversible. De ser un mecanismo común a otros miembros de la 

familia, cabría esperar que la inactivación irreversible del cromóforo tenga una 
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repercusión distinta en organismos que, como M. xanthus, dependen de la captación 

exógena de este cofactor escaso, que en organismos que, como T. thermophilus, 

pueden sintetizarlo de novo. Aunque no se ha podido detectar una interacción en el 

sistema del DHB entre CarH y la adenosiltransferasa de M. xanthus, no se puede 

descartar que sea ésta una posible vía para la regeneración del fotorreceptor in vivo 

tanto en M. xanthus como en T. thermophilus. En cualquier caso, cabe esperar que los 

estudios en curso mediante espectroscopía ultrarápida y mediante cristalografía de 

TtCarH/AdoB12 (en su forma basal y fotoexcitada) en colaboración, respectivamente, 

con el Dr. Alex R. Jones y con la Dr. Catherine L. Drennan, contribuyan a esclarecer 

los detalles moleculares sobre la fotobiología de este nuevo tipo de fotorreceptor. 

 

 

IV.2.2  Dominios independientes de unión a B12  

 

 La búsqueda in silico de proteínas con posibles dominios de unión a B12 ha 

puesto de manifiesto que, además de existir proteínas similares a CarA/CarH en otras 

bacterias (Tabla 6), existen muchas proteínas bacterianas de función desconocida 

(más de 60, distribuidas en distintas especies) con un motivo de unión a B12 y un 

tamaño similar al dominio C-terminal de CarA/CarH y que carecen del dominio N-

terminal de unión al DNA o de cualquier otro dominio adicional. La propia M. xanthus 

presenta un gen, MXAN_0232, que determinaría la síntesis de uno de dichos módulos 

independientes con un motivo de unión a B12. Al igual que en el dominio de unión a B12 

de CarH y TtCarH, en la región “caperuza” de MXAN_0232 se observa el residuo de W 

(en vez de la F que aparece en la sintetasa de metionina) separado por nueve 

residuos de la secuencia EHL (Figura 84). La conservación de estos residuos podría 

sugerir que, como CarH y TtCarH, la proteína de MXAN_0232 depende de la 

presencia de AdoB12 para oligomerizar. 

En un trabajo de Tesis de Máster llevado a cabo en el grupo durante la 

realización de este trabajo se ha podido confirmar mediante el sistema de DHB que, 

en efecto, la proteína MXAN_0232 interacciona consigo misma de una forma 

dependiente de B12, y que la luz elimina dicha interacción (Soriano-Rubio 2012). Más 

aún, una proteína quimérica obtenida mediante la fusión de MXAN_0232 al dominio N-

terminal de unión al DNA de CarH funciona como CarH en M. xanthus, lo que sugiere 

que la unión de AdoB12 a MXAN_0232 reproduce la modulación por AdoB12 y luz 

descrita en este trabajo para el propio CarHCt 

 

 



IV. Discusión 
 

142 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cualquiera que sea la función de MXAN_0232 (todavía no se ha podido asignar 

un fenotipo concreto a la estirpe portadora de la deleción del gen), es probable que 

necesite interaccionar con alguna otra proteína para llevarla a cabo. Tanto en M. 

xanthus como en otras mixobacterias que muestran homólogos de MXAN_0232, el 

gen correspondiente aparece como el primero de un posible operón formado por otros 

tres genes más, con los que podría estar relacionado funcionalmente (Figura 85). El 

que se encuentra inmediatamente aguas abajo de MXAN_0232 determina una 

proteína hipotética conservada y los dos siguientes determinan elementos de los 

sistemas de dos componentes (reguladores de respuesta/sensores quinasa de 

histidinas). Los resultados del análisis mediante el sistema del DHB parecen indicar 

que MXAN_0232 y MXAN_0231 interaccionan físicamente y que, para ello, se 

necesita la presencia de B12, lo que apunta a una relación funcional entre ambos 

factores que podría estar conservada en M. fulvus, C. coralloides y S. aurantiaca. Es 

probable que el estudio del modo de acción molecular preciso de MXAN_0232, o de 

alguno de los módulos independientes de unión a B12 presentes en otras bacterias, 

acabe añadiendo nuevos e interesantes matices al mecanismo de regulación por B12 

descrito en este trabajo. 

 

Figura 84. Alineamiento de secuencias de MXAN_0232 y los dominios C-terminales de CarH, y 
TtCarH. El recuadro amarillo delimita la extensión del subdominio I y el recuadro verde la del 
subdominio tipo Rossmann. 
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Figura 85. Contexto genómico de MXAN_0232 y de sus homólogos en Myxococcus fulvus, 

Corallococcus coralloides, y Stigmatella aurantiaca (flechas rojas). 
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Los resultados obtenidos en el presente trabajo permiten establecer las siguientes 

conclusiones: 

1. La dependencia de B12 de CarH reside en su dominio C-terminal, CarHCt, pues 

las proteínas quiméricas Q1 y Q2, que portan el dominio N-terminal de CarA y 

el C-terminal de CarH, se comportan como CarH, y no como CarA, en M. 

xanthus.  

 

2. El dominio C-terminal de la proteína homóloga de T. thermophilus, TtCarH, ya 

sea fusionado al dominio de unión al DNA de CarA (quimera QTt1) o de CarH 

(quimera QTt2), confiere la misma actividad represora dependiente de B12 que 

el propio CarHCt. Las quimeras QTt1 y QTt2 son, por tanto, funcionalmente 

equivalentes a CarH. 

 

3. De las dos formas de cobalaminas normalmente activas, la MeB12 o la AdoB12, 

es la segunda la que modula la actividad reguladora dependiente de B12 de 

CarH, TtCarH, y las quimeras QTt1 y QTt2. 

 

4. La presencia de AdoB12 promueve la oligomerización de CarH y, en 

consecuencia, provoca un aumento significativo en su afinidad por el DNA 

operador en el promotor PB. Así pues, la acción de CarH depende de B12 

porque, a diferencia de CarA, es incapaz de oligomerizar en ausencia de la 

vitamina. Dicha diferencia de comportamiento no reside en el cambio de E por 

D en sus respectivos motivos de unión a B12. 

 

5. Igualmente, la presencia de AdoB12 promueve la oligomerización de TtCarH y 

su unión a un DNA operador en el genoma de T. thermophilus, situado entre 
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el gen crtB y el propio TtcarH, que guarda cierta similitud con el operador de 

CarA/CarH en M. xanthus.  

 

6. La exposición a luz de longitudes de onda en el rango de absorción de la 

AdoB12 provoca un desensamblaje de los oligómeros de CaH y TtCarH 

formados en presencia de AdoB12 y, en consecuencia, produce una bajada 

brusca en su afinidad por el DNA. 

 

7. Por tanto, en M. xanthus, el complejo AdoB12-CarH proporciona una ruta 

fotosensora alternativa, independiente de CarA y CarS, para la regulación de 

la carotenogénesis. Es probable que la ruta mediada por CarA/CarS haya 

surgido para evitar las condiciones de baja disponibilidad de B12 en M. 

xanthus, que es incapaz de sintetizar la vitamina de novo. 

 

8. En T. thermophilus, que sí sintetiza B12 de novo, no presenta la duplicación 

génica carA-carH y carece de un hómologo de CarS, son probablemente 

TtCarH y la AdoB12 los responsables directos de la fotorregulación de la 

carotenogénesis. 

 

9. La iluminación de TtCarH-AdoB12 genera un complejo muy estable con OHB12 

(estado excitado) que no ha sido posible revertir por la adición de nueva 

AdoB12 en oscuridad. Parece, por tanto, que el intercambio de la OHB12 por 

AdoB12 no es una vía eficaz para la recuperación del estado basal. 

 

10. En conjunto, los resultados de este trabajo han supuesto el hallazgo de un 

nuevo tipo de fotorreceptores bacterianos, que explotan la fotosensibilidad 
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intrínseca de la AdoB12 y la usan como cromóforo para acoplar la señal 

luminosa y la regulación de la expresión génica . 

 

11. La presencia de proteínas con la misma arquitectura de dominios que 

CarH/TtCarH en multitud de especies bacterianas sugiere que el mecanismo 

de regulación basado en la AdoB12, descubierto en este trabajo, está 

conservado evolutivamente.  
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