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I.1 Caracteristicas generales de las Mixobacterias

Las mixobacterias, descritas en 1892 por Roland Thaxter, son bacterias Gram
negativas, aerobias, de forma bacilar y de tamafio relativamente grande (0,7-1,2 um
de ancho y 3-12 um de largo). Ampliamente distribuidas en la naturaleza,
generalmente habitan sobre suelos ricos en materia organica 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 numero de especies y densidad de poblacion corresponde a
habitats situados entre los trépicos y las zonas templadas (Dawid 2000), debido a que
la mayoria de cepas son tipicamente mesdfilas. Por ejemplo, Myxococcus xanthus,
objeto de estudio en este trabajo, presenta su tasa maxima de crecimiento a 34-36° C.

Una caracteristica 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 comunicacion intercelular. Durante el ciclo vegetativo,
aunque las células individuales se mueven con cierta autonomia 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 Ay S, respectivamente (Ueki y Inouye 2006; Kaiser et al.
2010). ElI movimiento aventurero parece estar asociado a la extrusion de mucilago
(Wolgemuth et al. 2002; Youderian et al. 2003) y a adhesiones focales de la célula en
las que participa la proteina AglZ (Mignot et al. 2007), mientras que en el movimiento
social intervienen pili de tipo 1V, fibrillas y el lipopolisacarido 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 Gnico en el
mundo procariético (Figura 1). Dicho proceso depende del intercambio entre células de
varias sefales que desencadenan una compleja red de acciones reguladoras
intracelulares y una activacion programada de genes especificos. El resultado final es
la formacién de estructuras multicelulares denominadas cuerpos fructiferos donde las

células vegetativas se diferencian en formas de resistencia denominadas mixosporas,
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gque se mantienen metabdlicamente inactivas hasta que las condiciones del medio
vuelven a ser adecuadas (Kroos 2007; Kaiser 2008; Kaiser et al. 2010; Pathak et al.
2012).

FASE DE \

DESARROLLO ] »
T MULTICELULAR Germinacion

=P

==
7
c
=

FASE
VEGETATIVA

Figura 1. Ciclo de vida de M. xanthus

El comportamiento social de las mixobacterias juega también un papel
importante en su modo de alimentacion, ya que se nutren a partir de otros
microorganismos de su entorno, a los que degradan secretando una bateria de
enzimas al exterior. Desde un punto de vista nutricional, M. xanthus es una bacteria
compleja. Los aminoacidos constituyen una excelente fuente de carbono y energia,
pero también el acetato, glicerol, varios intermediarios del ciclo de Krebs v,
especialmente, el piruvato. La leucina, isoleucina, valina y, en ausencia de la vitamina
B1,, la metionina, son esenciales para el crecimiento vegetativo aunque otras fuentes
de carbono, energia y nitrdgeno estén presentes en el medio. En cambio, ni las
hexosas, ni las pentosas, ni los polisacaridos son utilizados por la bacteria (Bretscher y
Kaiser 1978). Que la metionina sea un aminoacido esencial solo en ausencia de B, se
debe a la presencia de una sintetasa de metionina endégena (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 mayoria de los
genes implicados en esta ruta bioquimica), es imprescindible la captacion exégena de

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

En el habitat natural de M. xanthus, el suelo, las células quedan facilmente
expuestas a la luz. La radiacion luminosa genera agentes oxidantes que pueden
reaccionar con lipidos de membrana, proteinas o acidos nucleicos, dafiando los
componentes celulares. M. xanthus responde a la luz azul con la produccion de
carotenoides, moléculas fotoprotectoras que evitan la lisis celular (Burchard y Dworkin
1966; Galbis-Martinez et al. 2012).

|.2.1 Carotenoides

Los carotenoides constituyen uno de los grupos de pigmentos mas extendidos
en la naturaleza. Estan presentes en todos los organismos fotosintéticos, siendo
responsables de la mayoria de los colores, del amarillo claro al rojo oscuro, de flores y
frutos. También los producen ciertos hongos y bacterias no fotosintéticas, entre las
gue se incluye M. xanthus. Ademas, 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 proteinas de membrana (Britton 1993;
Klhlbrandt et al. 1994). Forman parte de los complejos antena y actlan como
pigmentos accesorios de la fotosintesis. En los organismos no fotosintéticos, los
carotenoides estan unidos a la membrana celular, a proteinas del citoplasma o a otras
estructuras citoplasmaticas como cristales y fibrillas (Goodwin 1980; Britton 1983;
Deruére et al. 1994; Takaichi 2011). Tanto en organismos fotosintéticos como no
fotosintéticos, los carotenoides actlan como agentes fotoprotectores neutralizando
ciertos compuestos fotoactivables, tales como las porfirinas (Dirks et al. 1980; Cogdell
1988), o especies moleculares de alta energia y gran poder oxidante (como el oxigeno
singlete) que se originan cuando las moléculas fotoexcitadas reaccionan con el
oxigeno (Di Mascio et al. 1989).

La estructura basica de los carotenoides estd constituida por un esqueleto
hidrocarbonado de 40 atomos de carbono. Se distinguen dos tipos de carotenoides:
los carotenos, que no contienen oxigeno, y las xantofilas, que contienen radicales
oxigenados. La estructura de ambos estd a menudo modificada por
deshidrogenaciones, ciclaciones y adicion de diversos grupos funcionales. El estado

de isomerizacion y el nimero de dobles enlaces conjugados de la estructura basica
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determinan las propiedades de absorcion de cada carotenoide. Los resultados de las
investigaciones sobre estructura, propiedades, aplicaciones, regulacion y biosintesis
de carotenoides son objeto de revisiones frecuentes (Armstrong y Hearst 1996;
Maresca et al. 2008; Sandmann 2009; Tian y Hua 2010).

|.2.2 Biosintesis de carotenoides en M. xanthus

La coloracion de las colonias y los cuerpos fructiferos de las mixobacterias se
debe en gran parte a la presencia de pigmentos carotenoides (Burchard y Dworkin
1966). La purificacion y caracterizacidon quimico-fisica 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 mayoria de ellos se encuentra en cantidades minimas. En
condiciones de iluminacion, M. xanthus acumula mayoritariamente un éster glicosilado
de mixobacton, grandes cantidades de fitoeno y cantidades menores de fitoflueno y
otros (Martinez-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 sintesis de un pigmento
hidrosoluble no carotenoide (Meiser et al. 2006).

Los primeros pasos de la ruta de sintesis de carotenoides en M. xanthus son
similares a los de otros organismos carotenogénicos. El precursor comdn es una
molécula de cinco &tomos de carbono, el isopentenil pirofosfato (IPP), que al
condensarse con su isomero, el dimetil alil pirofosfato (DMAPP), da lugar al geranil
pirofosfato (GPP), de 10 atomos de carbono. La condensacion sucesiva de GPP con
dos moléculas de IPP origina, en primer lugar, farnesil pirofosfato (FPP) y, finalmente,
geranil geranil pirofosfato (GGPP), de 20 atomos de carbono. La condensacion de dos
moléculas de GGPP da lugar al fitoeno, de 40 atomos de carbono, que es el primer
caroteno no coloreado de la ruta (Elias-Arnanz et al. 2008) (véase Figura 2).
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Figura 2. Ruta de sintesis de carotenoides en M. xanthus y asignacién de funciones a los genes
car estructurales (crtlb y orfs del operén carB-carA). Los circulos azules indican las sucesivas
reacciones generadas a partir de fitoeno. R representa una molécula de azucar esterificada.

[.2.3 Genética molecular de la carotenogénesis

La produccion de carotenoides en M. xanthus es absolutamente dependiente
de estimulacion externa, incrementandose notablemente si las células alcanzan la fase
estacionaria. Especialmente estudiada ha sido la estimulacion por luz azul, descrita
inicialmente por Burchard y Dworkin, 1966. Posteriormente, se descubri6 que la
presencia de cobre en el medio estimula la sintesis de carotenoides en la oscuridad

(Moraleda-Mufioz et al. 2005). ElI cambio de color, del amarillo al rojo, asociado a la
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acumulacion de carotenoides permite seguir visualmente el proceso y ha facilitado
enormemente la identificacion de mutantes, ya sea de fenotipo negativo (Car’), o
constitutivo (Car®) (Figura 3).

Figura 3. Estirpes de M. xanthus Car~ (amarilla, crecida en laluz) y car® (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 operén regulador
carQRS, el superoperén carB-carA (que agrupa genes estructurales y reguladores), el
gen estructural crtlb, el operdn regulador carDG y los genes reguladores ihfA y carF. Al
analisis genético ha seguido en los Ultimos afios un intenso analisis bioquimico. De
ambas aproximaciones se deriva el modelo general de accién génica que se presenta

mas adelante, en la Figura 6.

|.2.4 Genes estructurales

El Unico gen estructural conocido que no se encuentra agrupado en el
superoperon carB-carA es el gen crtlb, identificado por una insercién del transposén
Tn5-lac que producia fenotipo Car™ (Balsalobre et al. 1987). Estudios posteriores han
llevado a concluir que crtlb participa en la deshidrogenacion del fitoeno (Martinez-
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, crtla, crtB, crtD, crtC y orf6)
constituyen un operén denominado carB, que se transcribe a partir de un Unico

promotor fotoinducible (Pg), cuya regulacion por carH y Bj, ha sido objeto de estudio
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en este trabajo. Los otros dos genes (crtYc y crtYd) forman parte de un operdn
contiguo denominado carA, que se transcribe en la misma direccion pero de forma
independiente de luz y a partir de un promotor situado en la region estructural de orf6é
(Pa). No obstante, en condiciones de iluminacion, la expresion del operon carA sufre
un incremento debido a la transcripcion procedente del promotor Pg (Ruiz-Vazquez et
al. 1993; Botella et al. 1995; Botella 1996). Las distancias intergénicas entre los genes
estructurales resultan ser muy pequefias o nulas, lo cual sugiere la existencia de algun

tipo de acoplamiento traduccional entre ellos.

Operon carB Operon carA

Figura 4. El superoperdén carB-carA de M. xanthus. Se representan los orfs (1-11)
deducidos del analisis de la secuencia, la posicion (demostrada experimentalmente) de los
promotores Py y P4 y los mensajeros que desde ellos se producen.

El andlisis de los carotenos acumulados por varios mutantes y la similitud de
secuencia con genes conocidos de otros organismos, asi como su expresion
heteréloga, han permitido asignar funciones enziméticas concretas a la mayoria de
productos génicos de los genes estructurales del superoperdn carB-carA (revisado en
Elias-Arnanz et al. 2008) (Figura 2).

[.2.5 Genes reguladores

A continuacion, 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 regulacion del operén carB, objeto de estudio de este
trabajo, se detallan en una seccion aparte.

El oper6n carQRS consta de tres genes acoplados traduccionalmente, carQ,
carR y carS, cuya transcripcion depende de un Unico promotor regulado por la luz a
través de los propios productos génicos CarQ y CarR. Mutaciones de falta de funcién

en el gen carQ producen fenotipo Car™ e impiden la activacién por la luz de su propio
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promotor (Pqrs), de los promotores del operon carB (Pg) y del gen crtlb (P) (Martinez-
Laborda y Murillo 1989; Fontes et al. 1993). El fenotipo Car™ se debe a que CarQ es un
factor o, de los denominados ECF (extracytoplasmic function), que se requiere
directamente para la expresion de Pgors Yy P, (Lonetto et al. 1994; Gorham et al. 1996;
Browning et al. 2003).

El gen carR fue definido originalmente por varias mutaciones ligadas que
producian fenotipo Car® (Martinez-Laborda et al. 1986). La proteina CarR, que se sitlia
en la membrana, actia como regulador negativo de todo el sistema en la oscuridad,
interaccionando fisicamente con CarQ y secuestrandola en la membrana (Gorham et
al. 1996; Browning et al. 2003; Galbis-Martinez et al. 2008). CarR es, por tanto, un
factor anti-sigma. La iluminacién con luz azul suprime la accién anti-sigma de CarR,
liberandose CarQ y activandose la transcripcién de los promotores regulados por éste
(Gorham et al. 1996).

Un factor clave para la inactivaciéon de CarR por la luz es el producto del gen
carF, la primera proteina conocida en la cascada reguladora. Las mutaciones en carF
bloquean la activacion de los tres promotores inducibles por la luz: Pors, Py Ps
(Fontes et al. 2003). Los estudios genéticos, junto con las pruebas de que CarF se
sitla en la membrana interna e interacciona fisicamente con CarR (Galbis-Martinez 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 ningan
fotorreceptor conocido, no responde directamente al estimulo luminoso. Mas bien
parece que CarF funciona como un "detector" de la presencia de oxigeno singlete
(*0,), una especie del oxigeno muy reactiva y dafiina que se produce por la
fotoexcitacion de la protoporfirina IX (PPIX) acumulada en la membrana interna de M.
xanthus (Galbis-Martinez et al. 2012). Una vez detectada la presencia de 'O,, y de
alguna manera todavia por determinar, CarF transmitiria la sefial a CarR, provocando
su inactivacion y la liberacién de CarQ. CarF es similar a una familia de proteinas
llamadas Kua, de funcién desconocida, y que se encuentran ampliamente distribuidas
en organismos eucarioticos (Fontes et al. 2003; Galbis-Martinez 2005). En los
segmentos citoplasmaticos de CarF se distinguen 12 histidinas, 8 de las cuales estan
conservadas en las proteinas Kua. Al menos 5 de estas 8 histidinas son esenciales
para la funciébn de CarF (Fontes et al. 2003; Galbis-Martinez et al. 2008). La
distribucion de varias de las histidinas es similar a la encontrada en las desaturasas e
hidroxilasas de acidos grasos, en las que constituyen un grupo de uniéon a hierro
implicado en la interaccion con O, y su activacion para oxidar al sustrato (Shanklin et
al. 1997; Fontes et al. 2003; Gao et al. 2009), lo que sugiere que CarF podria

presentar también un grupo de hierro.
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En la respuesta de M. xanthus a la luz participan también otras proteinas, cuya
accion reguladora tiene caracter global: la proteina IhfA, homdloga a la cadena a del
IHF (integration host factor) de E. coli (Moreno et al. 2001), y las proteinas CarD y
CarG. Dichas proteinas se expresan de forma independiente de la luz y
probablemente funcionan como factores arquitecténicos modulando la conformacion
del DNA y/o la formacién de complejos nucleoproteicos especificos implicados en
distintas operaciones sobre el DNA. La mutacion ihfA provoca una disminucion
drastica en la produccion de carotenoides, bloqueando la activacion de Pgrs por la luz,
y por tanto e indirectamente, la expresion de crtlb (Moreno et al. 2001). Ademas, la
mutacion ihfA bloquea la expresion del operdn carA, cuyo promotor es dependiente del
factor 0> (Botella 1996; Moreno 1997). Es probable que, como ocurre con las
proteinas IHF de otros organismos, |hfA actle provocando una curvatura en el DNA
que favorezca el contacto entre la polimerasa de RNA y proteinas activadoras
especificas.

Los genes carD y carG forman parte del operén carDG. Sus productos génicos,
CarD y CarG, actian de manera conjunta en la activacion de varios promotores
(Penalver-Mellado 2005; Pefalver-Mellado et al. 2006; Elias-Arnanz et al. 2010). En la
respuesta a la luz, CarD es directamente necesario para la activacion de Pors Y Py,
afectando solo indirectamente a la activacién de Pg (Nicolas et al. 1994; Nicolas 1995).
CarD y sus homodlogos son las Unicas proteinas procariéticas conocidas con un
dominio de unién al DNA tipico de los factores arquitectonicos eucaridticos de la
familia HMGA (high mobility group A). Este dominio consta de una regién acida ligada
a varias copias (cuatro en CarD) de un motivo de unidon al DNA conocido como
«gancho AT» (Nicolas et al. 1996). A través del dominio HMGA, en el extremo C-
terminal, CarD se une a una region especifica, rica en pares AT, situada aguas arriba
de la region —35 del promotor Pqors Y que resulta esencial para que dicho promotor sea
activado por la luz (Nicolas et al. 1996; Padmanabhan et al. 2001; Garcia-Heras et al.
2012). Se ha demostrado que el dominio de uniébn al DNA de CarD puede ser
reemplazado por otros dominios basicos e intrinsecamente desestructurados (como
los presentes en la HMGA1la, en la histona H1 o en el homélogo de CarD de
Anaeromyxobacter dehalogenans) sin que ello afecte significativamente a ninguno de
los procesos regulados por CarD (Garcia-Heras et al. 2009). En CarD, pero no en las
proteinas HMGA, el dominio de unién al DNA va precedido de un dominio N-terminal
que es esencial para su funcién y que tiene un origen puramente procariotico (Cayuela
et al. 2003). El dominio N-terminal est4 implicado en la interacciébn de CarD consigo
misma, y con CarG y la polimerasa de RNA (Padmanabhan et al. 2001; Pefalver-

Mellado et al. 2006; Garcia-Heras et al. 2009; Elias-Arnanz et al. 2010; Garcia-Moreno
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et al. 2010; Garcia-Heras et al. 2012). CarG, por otro lado, es una proteina de unién a
zinc que se requiere en todos los procesos en los que participa CarD, pero no se une
directamente al DNA. Su funcién en el complejo podria ser la de interaccionar con
otras proteinas, ya sean factores reguladores especificos o componentes de la
magquinaria basal de transcripcion (Pefialver-Mellado et al. 2006; Elias-Arnanz et al.
2010).

Regulacion del operén carB

La identificacibn de dos loci no ligados cuyas mutaciones afectaban a la
expresion de Pg, pero no a la de P, (tampoco a la de Pgrs), puso de manifiesto que el
mecanismo responsable de la fotoinduccién del operéon carB debia ser distinto del ya
descrito para el gen estructural crtlb. Uno de los dos loci result6 ser carS, el tercer gen
del operon carQRS. La primera mutacion en carS, carS1, se identificd por producir
expresion constitutiva del operon carB (Balsalobre 1989). La mutacion carS1 es, sin
embargo, una mutacion de ganancia de funcién (que da lugar a una version truncada
de CarS), ya que la falta de funcién de carS bloquea la fotoinduccién de Pg (McGowan
et al. 1993). CarS es, por tanto, un regulador positivo del promotor Pg. La proteina
CarS es pequefia, acidica, y no presenta homologia global con ninguna proteina
depositada en los bancos de datos.

El segundo locus implicado en la regulacién de Pg se identificé por una
mutacion generada con luz ultravioleta, carAl, que provocaba fenotipo Car® incluso en
una estirpe portadora de una delecién del operon carQRS (Martinez-Laborda et al.
1986; Martinez-Laborda y Murillo 1989; McGowan et al. 1993; Botella et al. 1995). Los
estudios posteriores revelaron que el fenotipo Car® se debe al efecto de la mutacion
sobre el gen carA, cuyo producto actia como un regulador negativo de Pz en la
oscuridad (Botella et al. 1995; Cervantes y Murillo 2002). El analisis de la secuencia de
CarA puso de manifiesto una arquitectura de dominios que hasta entonces no se habia
descrito en ninguna proteina: un dominio N-terminal de union al DNA similar al de las
proteinas MerR, asociado a un dominio C-terminal con un motivo de union 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 funcién represora es independiente de su unién a cobalaminas.
Se ha demostrado que CarA se une en forma de dimero, primero a un sitio
palindrémico de alta afinidad (pl), y después cooperativamente a un segundo sitio

palindrémico de baja afinidad (pll), que solapa con la regidon -35 del promotor Pg.
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(véase Figura 5), impidiendo asi la union de la polimerasa de RNA (L6pez-Rubio et al.

2002; Lépez-Rubio et al. 2004; Pérez-Marin et al. 2004).
A carB

35 -10 D I+1

GTGTACAAGGTTATCGCAAACCTTAGACATACCCTTGACAAGCCTCTGGACGCGCARACGCTACCTCTAGGAAA
CACATGTTCCAATAGCGTTITGGAATCTGTATGGGAACTGTTCGAGACCTGCGTTTGCGATGGAGATCCTTT

s pl a7 40 pll 26

B

OSCURIDAD

Paa BT
Wt

- & i A el ..'=r‘- - - A N\ :h al
carBoperon -35 -10 carBoperon
=>ple= -opllc— =Hpl = =plie=

Figura 5. Esquema de la regién operadora de CarA (A) y modelo de regulacion de Pg por CarA 'y
CarS (B). En A, las flechas y las letras coloreadas en rosa indican los dos palindromes, pl y pll, 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 proteina CarS, que se produce exclusivamente en la luz, se une a la regién
N-terminal de CarA, desestabilizando los complejos CarA-DNA y permitiendo el
acceso de la polimerasa de RNA vy, por tanto, la expresién del operén carB (L6pez-
Rubio et al. 2002; Lépez-Rubio et al. 2004; L6pez-Rubio 2005) (Figura 5B).

Un resultado sorprendente en su momento fue la observacién de que la adicién
de vitamina B, al medio suprimia el fenotipo constitutivo para la carotenogénesis de la
estirpe portadora de la delecion de carA. Curiosamente, para que el efecto de la
vitamina tuviese lugar era necesario que estuviese intacto el operador de CarA en Pg.
Los estudios genéticos demostraron que el factor responsable de la respuesta
dependiente de Bi, era el producto del gen inmediatamente aguas abajo de carA, al
gue se denominé carH (Pérez-Marin et al. 2008). Los genes carA y carH determinan
proteinas muy parecidas entre si (35% de identidad), que muestran la misma
arquitectura de dominios. Sin embargo, a pesar de la similitud entre ambas proteinas,
solo CarH depende de la vitamina para su accién represora. Entender la base
molecular de la diferencia entre CarA y CarH, y desvelar de qué modo la vitamina B,

modula la accién reguladora de CarH han sido los principales objetivos de este trabajo.
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Modelo de regulacion

Los datos obtenidos hasta la fecha permiten proponer el siguiente modelo de
accion génica para la respuesta a la luz azul en M. xanthus (Figura 6). En la oscuridad,
se produciria una expresion basal de los genes del operén carQRS, de tal manera que
la proteina CarR, actuando como un factor anti-c, mantendria secuestrada en la

membrana a la proteina CarQ (un factor c=<F

), impidiendo asi la activacién de carQRS
y crtlb. Por su parte, CarA, y/o CarH en presencia de B;,, regularia negativamente la
expresion del operdén carB mediante su unién a Pg y el bloqueo de la unién de la
polimerasa de RNA al promotor. La produccion de oxigeno singlete por fotoexcitacion
de la protoporfirina IX en la membrana seria la sefial que dispararia la sintesis de
carotenoides, en un proceso que requiere la participacion del factor anti-anti-c CarF.
De alguna manera todavia por determinar, la proteina CarF provocaria la inactivacion
de CarR, con la que interacciona fisicamente. CarQ quedaria entonces libre para
activar, con ayuda de CarD y CarG, a los promotores Pqrs ¥ P,. La activacion de Pors
requeriria también la participacion de la proteina IhfA. La proteina CarS competiria con
el DNA por la union a CarA, anulando asi el efecto negativo de CarA/CarH-B;, sobre
Ps y permitiendo la activacion de dicho promotor. La expresion de los genes
estructurales del operdn carB y del gen crtlb llevaria a la sintesis de carotenoides.

e .’
=
\,{
e

= e
® (= =

.
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‘T & e

ihta . :!‘“E""'B'D‘W%ﬂm\’ovd orf9 carA ca>_
i}

b
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I \\ -
N
r
+
CAROTENOIDES

Figura 6. Modelo de regulacion de larespuesta a la luz azul en M. xanthus
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.3 Proteinas tipo CarA/CarH: una familia de proteinas con una

asociacion novedosa de dominios

Como se comentd anteriormente, CarA y CarH fueron las primeras proteinas
reguladoras descritas con un dominio de unién a cobalaminas (Cervantes y Murillo
2002). En ambas proteinas, dicho dominio se encuentra asociado a un dominio N-
terminal que se asemeja al dominio de unién al DNA de los factores de transcripcion
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 unién al DNA de varias proteinas
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 unién no solo al DNA sino también a CarS (Pérez-Marin et al. 2004; Lopez-Rubio
2005; Pérez-Marin et al. 2008). Ademas, los estudios estructurales y funcionales
realizados con el dominio N-terminal de CarA han puesto de manifiesto que dicho
dominio adopta la topologia en hélice-giro-hélice «alada» caracteristica del motivo de
union al DNA de los reguladores MerR (Navarro-Avilés et al. 2007) (Figura 7B). CarS,
que muestra un plegamiento de tipo barril con 5 hebras 3 antiparalelas (Figura 7C),
similar a los dominios SH3 de interaccién proteina-proteina tipicamente eucarioticos,
presenta un bolsillo hidrofébico delineado por residuos acidicos que imita la estructura
y distribucion de cargas del DNA operador y en el que encaja la hélice a2 de CarA
implicada en el reconocimiento del DNA (Leén et al. 2010). El uso de un mismo
elemento, la hélice a2, para el reconocimiento del DNA y de CarS por CarA, unido al
hecho de que CarS imita la estructura del DNA, proporcionan una explicacion
molecular detallada sobre el mecanismo de represidén-antirrepresion que controla la
expresion del operdn carB.

La sefia de identidad de CarA y CarH es la presencia de un dominio C-terminal
con un motivo de unién a cobalaminas presente en varias enzimas que utilizan tales
compuestos como cofactor (Cervantes y Murillo 2002). Los programas de prediccion
de estructura sugieren una organizacion en dos subdominios para esta region de CarA
y CarH, similar a la determinada para el dominio de unién a cobalaminas de la
sintetasa de metionina de E. coli (Figura 8; véase Apartado 1.5). Con algunos cambios
conservativos, en la region C-terminal de CarA y CarH se observa también el motivo
consenso de union a cobalaminas [DxHxxG-(41)-SxL-(26-28)-GG, donde x representa
cualquier aminoacido] (Drennan et al. 1994a; Ludwig et al. 1996). Se ha demostrado

gue CarA es capaz de unirse in vitro a cobalaminas a través de su dominio C-terminal,
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aungue no requiere su presencia para unirse eficazmente al DNA (Lopez-Rubio et al.
2002; Lopez-Rubio et al. 2004). Ademas, las versiones de CarA mutadas en el motivo
de union a cobalaminas, que muestran un defecto en su unién a la vitamina in vitro, se
comportan normalmente in vivo, lo que indica que CarA no depende de su unién a la
vitamina para ejercer su funcion reguladora (Pérez-Marin et al. 2008). No obstante, el
dominio C-terminal de CarA favorece la union al DNA in vitro y es imprescindible in
vivo, ya que la expresion a niveles fisioldgicos del dominio N-terminal no es suficiente
para restaurar el fenotipo silvestre para la carotenogénesis (Pérez-Marin et al. 2004).
Los ensayos de doble hibrido han puesto de manifiesto que el dominio C-terminal
media la interaccién de CarA consigo misma y que dicha interaccién no se ve alterada
por la mutacién del motivo de unién a cobalaminas (Pérez-Marin et al. 2008). Estos
hechos demuestran que la oligomerizacion de CarA, aungque independiente de B, €s
imprescindible para su funcién represora in vivo. La imposibilidad de purificar CarH en
su forma nativa ha impedido demostrar experimentalmente in vitro su uniéon a
cobalaminas. No obstante, la observacién de que mutaciones en el motivo de uniéon a
cobalaminas eliminan la represién de Py dependiente de B;, sugiere que, como
predicen los analisis de su secuencia, CarH es un regulador transcripcional que se une

a cobalaminas (Pérez-Marin et al. 2008).
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Hasta hace aproximadamente siete afios, CarA y CarH eran las Unicas
proteinas conocidas con la asociacion singular de dominios descrita. Sin embargo, el
analisis comparativo de la secuencia de CarA con los bancos de datos, muy
engrosados en los Ultimos afios por la secuenciacion masiva de genomas, ha revelado
la existencia de proteinas 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 O-proteobacterias y solo en
mixobacterias se observan especies con dos copias parélogas, una de las cuales se
asemeja mas a CarA y la otra a CarH. En la Figura 9 se muestra el alineamiento entre
las proteinas CarA y CarH y proteinas similares de tres especies de mixobacterias
(Myxococcus fulvus, Corallococcus coralloides y Stigmatella aurantiaca), de otras 6-
proteobacterias (Bdellovibrio bacteriovorus) y de bacterias de otros grupos
taxondmicos (Thermus thermophilus, Heliobacterium modesticaldum, Dermacoccus
sp., Exiguobacterium sibiricum, Chloroflexus aurantium, Nocardia farcinica vy
Dechloromonas aromatica). En el extremo N-terminal destaca un bloque de residuos
muy conservado que forma parte del motivo hélice-giro-hélice caracteristico de los
factores de la familia MerR, y en el que, segln 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 region N-terminal
corresponda al dominio de union al DNA de estas proteinas. En lineas generales, en el
extremo C-terminal se aprecian las caracteristicas tipicas del dominio de unién a Bi»
observado en CarA, CarH y en las enzimas que usan Bj;, como cofactor. Solo se
observan algunos cambios conservativos y otros que afectan a la distancia entre los

tres pequefios tramos conservados del motivo de unién a By,.
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Figura 9. Alineamiento entre la secuencia de aminoacidos de CarA, CarH y trece proteinas que
presentan la misma asociacién 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 dltima linea se indican las
posiciones conservadas (.) o idénticas (*). En la region N-terminal, sobre la secuencia, se indica el
motivo hélice-giro-hélice (H-T-H) y las dos alas del dominio de unién al DNA de las proteinas de tipo
MerR. En la regién C-terminal, sobre la secuencia, se marca el inicio del dominio de unién a cobalamina
(lal). En la dltima linea se indica el motivo consenso para el subdominio Il del dominio de unién a
cobalamina.
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Hasta la fecha, solo se han estudiado las proteinas homélogas a CarA/CarH de
las bacterias T. thermophilus y S. coelicolor, que muestran sintesis de carotenoides
regulada por luz, como M. xanthus. Aunque originalmente la sintesis de carotenos se
considerd 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 sintesis 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 expresion de dichos genes depende de un factor sigma de tipo ECF, aqui
denominado LitS. No se ha identificado, sin embargo, un factor anti-sigma que cumpla
una funcién analoga a la de la proteina CarR de M. xanthus. La proteina de "tipo
CarA/H" de S. coelicolor, LitR, también parece estar implicada en la regulacion por la
luz de la sintesis de carotenoides. Datos genéticos iniciales llevaron a proponer que, a
diferencia de CarA y CarH, LitR es un regulador positivo necesario para la
fotoinduccion del promotor de litS (Pys), aunque dicha capacidad activadora no pudo
reproducirse en ensayos de transcripcion in vitro utilizando el promotor de litS y

polimerasa de RNA reconstituida con el factor "

(Takano et al. 2005). Ensayos
posteriores, sin embargo, llevaron a sugerir que LitR ejerce una accion represora
sobre Pjys en la oscuridad: mientras que la expresion heteréloga de IitS y litR en
Streptomyces griseus provoca la expresion fotoinducible del promotor del operén
crtYTU (Pcry), la delecion de litR del plasmido de expresion provoca la expresion
constitutiva de P,y (Takano et al. 2006). No obstante, alin no se ha podido demostrar
in vitro la unién de LitR al promotor Pys que, por cierto, contiene un palindrome
interrumpido, como ocurre en Pg (Takano et al. 2005; Takano et al. 2006). Como se
habia especulado para CarA (Cervantes y Murillo 2002), se ha propuesto que la
captacion de la sefial luminosa por la vitamina B, podria modular la accion de LitR, tal
vez provocando un cambio conformacional en dicho factor que permita la expresion de
litS (Takano et al. 2006).

Estudios recientes con Thermus thermophilus han demostrado que la proteina
homdloga a CarA/CarH presente en esta bacteria regula negativamente la sintesis de
carotenoides en la oscuridad y lo hace de una manera dependiente de B, (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 proteina. Parte de los objetivos de este trabajo ha

sido determinar el modo de accion molecular de TtCarH y su modulacién por Bys,.
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.4 Las cobalaminas

Las cobalaminas (con un P, de 1355,38 a 1580 g/mol) son las biomoléculas no
poliméricas mas grandes y complejas que se conocen. Estan constituidas por un anillo
corrinico, relacionado estructural y quimicamente con el grupo hemo y la clorofila. La
mas conocida de las cobalaminas es la vitamina B, 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 permiti6 a los afectados por esta enfermedad un cambio drastico en su
tratamiento que paso de la ingestion de varios gramos de higado crudo, a la de unos
pocos microgramos de un compuesto rojo y cristalino (Rickes et al. 1948; Smith 1948).
La resolucién de la estructura de la vitamina (Hodgkin et al. 1956) y una intensa
colaboracion entre los laboratorios de Woodward y Eschenmoser culminé en la
sintesis total del cofactor (Stevens 1982). El papel biologico de la B;, fue desentrafiado
al descubrirse que la adenosilcobalamina (AdoB;:;), uno de los derivados de la
vitamina, es el cofactor de la enzima glutamato mutasa (Barker et al. 1958). A este
descubrimiento siguid, varios afios mas tarde, el de otra alquilcobalamina
biol6gicamente activa, la metilcobalamina (MeB1,) (Guest et al. 1962). En general, el
papel bioldgico de las cobalaminas es el de cofactores enzimaticos (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
.6.

|.4.1 Estructura de las cobalaminas

La estructura de las cobalaminas es bastante compleja. El anillo corrinico
presenta radicales laterales de metilo, acetamida y propionamida y un atomo de
cobalto central unido a cuatro de sus nitrégenos 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 Coa de
las cobalaminas es el nucleétido 3' fosforribosil-dimetilbencimidazol (3'PRDmb), que
ademas se une a una de las propionamidas laterales del anillo formando un bucle
denominado "bucle nucleotidico". ElI 3'PRDmb esta constituido por una ribosa
fosforilada en su posicion 3" (no en la 5° como la mayoria de los nucleétidos) y por
dimetilbencimidazol (Dmb), base nitrogenada procedente de la riboflavina. ElI carbono

5' de la ribosa se une al nitrégeno 5 del Dmb y su fosfato 3 al radical propionil del anillo
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D de la corrina. A su vez, el nitrdgeno 7 del Dmb enlaza con la parte inferior del
cobalto cerrando asi el "bucle nucleotidico” (Roth et al. 1996).

La estructura descrita hasta ahora recibe el nombre de cobalamina. Existen
diferentes tipos de cobalaminas segun el sustituyente axial superior o Cof, que puede
ser un grupo adenosilo, en el caso de la adenosilcobalamina o coenzima B;, (AdoB;,);
un metilo, en la metilcobalamina (MeB,); un ciano, en la cianocobalamina o vitamina
B1> (CNBy,); un OH en la hidroxocobalamina (OHB;;); una molécula de H,O en la
acuocobalamina (AgB1,) o un H en la pseudocoenzima B;, (Lenhert y Hodgkin 1961,
Lenhert 1968; Rossi et al. 1985) (véase Figura 10). Estos sustituyentes se unen al
anillo corrinico 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 caracteristica de este enlace, que ha resultado relevante para este estudio,
es su fotosensibilidad. En presencia de luz, se produce una ruptura extremadamente

rapida del enlace y la consiguiente pérdida del ligando superior (Bond et al. 1972).
NH,

N
NI ES >
Lz
Adenosilcobalaminao

Ot O coenzima By, (AdB,,)
Hclu
CN Cianocobalaminao
| vitamina B;, (CNB;y)
CH, -
| Metilcobalamina (MeB,,)
OH
I Hidroxocobalamina (OHB;;)

Dimetilbencimid Acuocobalamina (AqB1,)

(Dmb)

I Pseudocoenzima By, (PseudoB;;)

3’-fosforribosil-dimetilbencimidazol
(3’PRDmb)

Figura 10. Esquema de la estructura de general de las cobalaminas (izquierda) y tipos posibles de
cobalaminas (derecha) en funcion del grupo quimico (R) que actda como ligando superior del
cobalto.

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

bacterias, una vez eliminado el grupo ciano por una decianasa (Figura 11), a
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cualquiera de las dos formas que actian como cofactores enzimaticos, la AdoBi, y la
MeB;, (Roth et al. 1996). Para la conversién a AdoB;, se requiere la participacion de
las adenosiltransferasas de ATP:corrinoides (ATR) que catalizan la transferencia de un
radical adenosilo al cobalto de una cob(l)alamina (anillo corrinoide sin sustituyente Cof3
y en un estado de oxidacion +1) para dar AdoB;, (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 sintesis de MeB;, a partir de cob(ll)alamina es
llevada a cabo por las propias enzimas que la utilizan como cofactor, las
metiltransferasas, que usan la MeB;, como donadora de metilo y catalizan
posteriormente su regeneracion (Koutmos et al. 2009).
CN

Vitamina B,

{cianocobalamina)

Ko
o

l Decianasa
TS pen
OH
Hidroxicobalamina
/ le+H*
l Reductasa
TS H,0
Cob(ll)alamina W
I/ le
l Reductasa
Cob(l)alamina
ATP
l / Adenosiltransferasa
(Pdu0)
S pppj

Coenzima By,
(adenosilcobalamina)

Figura 11. Sintesis de adenosilcobalamina a partir de cianocobalamina (Johnson et al. 2001).
La estructura planar representa el anillo tetracorrinico de la cobalamina y el cono azul en la parte
inferior el dimetilbenzimidazol. En el primer paso de la reaccion, 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 (OHBi2). A continuacién, ésta sufre una reaccién de
reduccion y deshidratacion catalizada por una reductasa, generando cob(ll)alamina que sera de
nuevo reducida a cob(l)alamina. En el Gltimo paso, una adenosiltransferasa transfiere un grupo
adenosilo, tomado de un ATP, a la coba(l)alamina para dar adenosilcobalamina (AdoBi2).
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1.4.2 Origen ancestral de las cobalaminas y distribucion en la naturaleza

Existen varios autores que apoyan el origen prebiético de las cobalaminas y su
importancia catalitica en el "mundo de RNA". En consonancia con esta hipétesis, la
sintesis de B, en algunas bacterias comienza con una molécula de aminoacil-tRNA
(Roth et al. 1996). Ademéas, como se detalla mas adelante (Apartado 1.6), las
cobalaminas controlan la expresion de los genes implicados en su biosintesis y
transporte a través de un mecanismo ancestral de regulacion de la expresion génica,
basado en un elemento de RNA conocido como ribointerruptor.

Se han identificado dos rutas de biosintesis de cobalaminas, una dependiente
de oxigeno y la otra inhibida por él, en las que participan mas de 20 genes. Una
diferencia notable entre ambas rutas es el momento de insercion del cobalto, que
ocurre al principio en la ruta anaerébica y al final en la aerébica (Roth et al. 1996). Las
rutas de sintesis 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 reduccion del azufre y del nitrégeno) comparten pasos,
por lo que parece probable que todas provengan de una ruta ancestral disefiada en un
principio para la sintesis de Bi,, cuya evolucion refleja la propia evolucion del

metabolismo energético (Figura 12).

Fotosintesis
(produccion de O.)

Clorofila

Mgt Adenosil Cot
tRNASY —p ALA —-Urolll ——— Precorrina-2 \‘-,- » Adenosil DmbMN Dmb <€— Flavina
AinG cobinamida
Co** Adenosilo Dfopey*md(}cml WET
== Factor2 A\ M\ A\ Na

Fe

Respiracion Sumiderode & Fermentacion
({transporte de e a O.) (Electrones aNO,, 50,) (sumiderointerno de &)

Figura 12. Relacion entre las rutas de sintesis del grupo hemo, sirohemo, la clorofilay la AdoB12
(tomado de Roth et al., 1996).

Esta hipétesis se ve también apoyada por la estructura del uroporfirinégeno |il,
precursor comun del hemo, sirohemo, clorofila y cobalamina. El uroporfirinégeno Il es
asimétrico, ya que uno de sus anillos de porfirina esta invertido con respecto a los
demas (sefialado con una flecha roja en la Figura 13, izquierda). Dicha inversion
podria ser importante en la eliminacién de carbono (contraccion del anillo) que ocurre

durante la sintesis de cobalaminas (Figura 13 derecha). Esta estructura sugiere que la
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ruta se desarrollé inicialmente para la sintesis de B, y mas tarde se afiadieron las

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

Uroporfirinégenollll Precorrina-4B

Figura 13. Izquierda: Molécula de uroporfirindgeno |lll, precursor del grupo hemo, sirohemo,
clorofila y cobalaminas. El anillo invertido con respecto a los demas, que rompe la simetria de la
molécula, estd sefialado con una flecha roja. Derecha: Molécula de precorrina-4B, primer
compuesto intermediario de la ruta de sintesis de la AdoBi2 que presenta la contraccion del anillo
tetrapirrélico, necesaria para formar el anillo corrinico, y una serie de cambios adicionales marcados
en rojo.

En cuanto a su distribucién entre los seres vivos, cabe destacar que la sintesis de B,
esta 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 B;, en su metabolismo (Roth et al. 1996).

I.5 Enzimas dependientes de cobalaminas

La primera proteina descubierta de unién a B, fue la mutasa de glutamato de
Clostridium tetanomorphum, que utiliza la AdoB;, como cofactor (Barker et al. 1958).
Hoy se conocen tres subfamilias de enzimas asociadas a cobalaminas: las
metiltransferasas, dependientes de MeB,; las isomerasas, dependientes de AdoB,, y
las deshalogenasas. Por carecer del motivo de unién a cobalaminas propio de las
isomerasas tipo | y metiltransferasas, que es el que esta presente en CarA y CarH, los
detalles estructurales y mecanismos de reaccion de las deshalogenasas no seran

tratados en este trabajo. En M. xanthus, ademas de la metiltransferasa ya mencionada,
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existe una ribonucleésido reductasa dependiente de B, (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 heterolitica del enlace metil-cobalto de la MeB;,, su cofactor. Dicha ruptura
deja dos electrones en el cobalto para formar cob(l)alamina y un carbocation metilo
listo para ser transferido. Las metiltransferasas juegan un importante papel en el
metabolismo aminoacidico de muchos organismos (incluido el hombre) y también en el
metabolismo de compuestos de un Unico carbono y en la fijacion de CO, en
microorganismos anaerdébicos (Banerjee y Ragsdale 2003).

Uno de los ejemplos mas 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 MeB;, a la homocisteina para dar metionina y cob(l)alamina. La cob(l)alamina
tomara después otro grupo metilo del metiltetrahidrofolato (CHs-H,folato) para generar
de nuevo MeB;j, con liberacién de H, folato (Banerjee y Matthews 1990; Banerjee et al.
1990a) (Figura 14).

Homocisteina Metionina

CH,
H

2
% Proteina
5 \N/L( S \%)1
rll Hg \cua
H,folato CH,;-H,folato

v
)

Adenosilhomocisteina
H* + e-

Flavodoxinaoxidada
Adenosilmetionina

Flavodoxinareducida

-

) W

z
ﬁ@\ Proteina
7

Z

Figura 14. Reacciones catalizadas por la sintetasa de metionina. Se representa el estado de
oxidacion del Co, asi como su relacién 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 ciclico, la
cob(l)alamina es ocasionalmente oxidada (a veces como reaccion a la luz) a la forma
inactiva cob(ll)alamina. Su vuelta al ciclo catalitico normal se realiza mediante una
metilacién reductiva en la que se requiere adenosilmetionina como donador de metilo y
un electrén 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 tamafio de 136 kDa, esta
compuesta por cuatro dominios o regiones: una regiéon de union a homocisteina (38
kDa), una regioén de unién a CHz-H, folato (33 kDa), una regién de unién a cobalamina
(27 kDa) y, por ultimo, un dominio de activacion (38 kDa) (Ludwig y Matthews 1997).
La regién de unién a cobalaminas serd 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
region esta compuesta por dos subdominios: el | y el Il (Drennan et al. 1994a). El
subdominio | (extremo amino) presenta una topologia de tipo helix bundle (haz de
hélices) formada por dos pares de hélices a antiparalelas (Figura 15). Tras él, un largo
bucle conduce al dominio Il (carboxilo), llamado también barril a/B, parecido al
plegamiento Rossmann de unién a nucleétidos, compuesto por 6 hélices a y 5 laminas

B paralelas distribuidas como se muestra en la Figura 15.

\ . Subdominio |

Figura 15. A) Dominio de union a Bj, de la sintetasa de metionina (dos orientaciones rotadas 90°
entre si). Se observan el subdominio | (parte superior) y el subdominio Il (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 Il. B) Diagrama topologico del dominio de unién a Bi,. COB:
metilcobalamina.
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El subdominio Il, pero no el subdominio |, se encuentra también en las mutasas
dependientes de AdoB;,. La unién de la MeB;, a la sintetasa de metionina causa un
cambio conformacional complejo en la MeB;, que consiste en el desplazamiento del
Dmb del cobalto al que esta unido, su insercion en un bolsillo y su reemplazamiento
por una histidina del dominio a/p de la enzima. Esta conformacién se denomina "base-
off his-on" (Figura 16) y depende de un motivo conservado de union a cobalaminas
que se muestra en la Figura 17.

R R R
N ( DXHXXG
NH H
“Base-on” “Base-off” “Base-off his-on”

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

La corrina se sitia entre los subdominios | y Il, a la manera de un sandwich,
interaccionando su parte inferior con los bucles que unen las hélices y laminas del
dominio a/B. La cola nucleotidica penetra en un profundo bolsillo formado por las
laminas 1133 y 1134 y la hélice lla3 (Drennan et al. 1994a). El subdominio a-helicoidal
actlla como una caperuza protectora de la parte superior de la corrina, en concreto del
grupo metilo, aislandolo del disolvente. Esto implica que debe producirse un
desplazamiento del haz de hélices para permitir el acceso de los sustratos durante el
ciclo catalitico y la reaccidn de reactivacion (Drennan et al. 1994a; Ludwig y Matthews
1997). Dicho desplazamiento no encontraria mucha oposicion en los pocos puentes de
hidrégeno existentes entre los subdominios | y Il, ni en el largo bucle que los conecta.
Esta estructura se conserva en todas las enzimas dependientes de MeB;, conocidas.
Un estudio comparativo de los dominios de unién a B;, 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 a/f3 y se encuentra también
en enzimas dependientes de AdoB,,, 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 unién a cobalamina

"base-off his-on", en el que el Dmb es desplazado por la histidina.
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MxMS °6 DVHDIG 13GLSGLLVKS ERaviele):y
EcMS STDVHDIG 802GL,SGLITPS 8291GGA
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HsMM 51" DGHDRG 662GVSTLAAGH i eleleays
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Figura 17. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos especialmente conservados en los
dominios de unién a Bi» de distintas proteinas. MxMS: sintetasa de metionina de M. xanthus;
EcMS: sintetasa de metionina de E. coli; MIMS: sintetasa de metionina de Mycobacterium leprae;
HsMM: metilmalonil-CoA mutasa de Homo sapiens; CtGM: glutamato mutasa de Clostridium
tetanomorphum. Las dos Ultimas son dependientes de AdoBis».

Cuatro de los siete aminoacidos conservados, las tres glicinas y la serina, se
encuentran en la “entrada” del bolsillo en el que se aloja la cola nucleotidica. La
histidina es la que establece el enlace con el cobalto, desplazando al DMB. La leucina
se coloca junto a tal histidina, y el aspartico establece con ésta un puente de
hidrégeno de gran importancia en el mecanismo de reaccién de la enzima (Drennan et
al. 1994a).

El aspartico también se une mediante otro puente de hidrégeno a un residuo de
serina, conservado en las metiltransferasas, pero no en las mutasas, que se encuentra
en una posicidbn mas exterior. Asi, estos tres residuos His-Asp-Ser (conocidos como
triada-ligando) forman un “canal” para la transferencia de protones entre el disolvente
y la histidina. La protonacion y desprotonacion 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 formacién y ruptura heterolitica del enlace C-Co que
resultan criticas 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 triada-ligando (Amaratunga et
al. 1996; Jarrett et al. 1996).

|.5.2 Las isomerasas

Las isomerasas constituyen la familia mas numerosa de enzimas dependientes
de Bi, en bacterias, en las que juegan un importante papel en los procesos
fermentativos (mutasa de glutamato, mutasa de metilmalonil-CoA)y en la conversién
de los ribonuclettidos a desoxirribonucleétidos (reductasa de ribonucleétidos), un
proceso necesario para la sintesis de DNA (Banerjee y Ragsdale 2003). La Unica
enzima dependiente de AdoB;, que esta presente tanto en bacterias como en

mamiferos es la mutasa de metilmalonil-CoA, que en humanos participa en la
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degradacion de acidos grasos. Desde un punto de vista enzimatico, las isomerasas
catalizan el intercambio de un hidrégeno y otro sustituyente entre dos carbonos
contiguos a través del mecanismo reflejado en la Figura 18. Para llevar a cabo esta
reaccion, promueven la homalisis del cofactor AdoB;,, quedando uno de los electrones
del enlace C-Co unido al radical 5' adenosilo y el otro al cobalto del anillo corrinico.
Esta fisibn homolitica es una reaccion inusual cuyo mecanismo no se conoce en
profundidad, aunque si se sabe que la enzima acelera la velocidad de la reaccion unas
10" veces (Padmakumar et al. 1997; Marsh y Ballou 1998). La fotdlisis de la AdoBy,,
gue también da lugar a un radical 5'-desoxiadenosilo y cob(ll)alamina, ha servido
como modelo para el estudio de la hidrélisis enzimatica de AdoB,, (Schwartz y Frey
2007). Las isomerasas dependientes de B;, se dividen en dos subclases: las de tipo |
y las de tipo Il. En las primeras, el Dmb de la AdoB,, es desplazado del cobalto del
anillo corrinico por una histidina del motivo de unién a cobalaminas, del tipo DXHXXG,
adoptando la conformacion "base-off his-on" (Mancia et al. 1996), tal y como ocurre
con la sintetasa de metionina de E. coli. En las de tipo Il, carentes del motivo de unién
a cobalaminas descrito (Shibata et al. 1999), el Dmb permanece unido al cobalto en
una conformacién denominada "base-on" (Figura 16). Tanto en las de tipo | como en
las de tipo Il el mecanismo basico de reaccidén es el que se refleja en la Figura 18
(Marsh y Drennan 2001).

Ad _‘\\\H
%PH
-~ Co _~
- X X HIH
\H, ﬂnuoméusis \H;
Ad :'\if.n\\ H
H
2) Deshidrogenacion 4) Rehidrogenacion
del sustrato
H

X

/v
il

Figura 18. Esquema del mecanismo de acciéon de las isomerasas (Marsh y Drennan 2001).

3) Reordenamiento

Las mutasas de glutamato y las de metilmalonil-CoA constituyen ejemplos de
isomerasas tipo |. La mutasa de glutamato de Clostridium tetanomorphum, que fue la

primera proteina de union a By, descubierta y una de las mejor caracterizadas (Barker
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et al. 1958), cataliza la interconversion reversible de (S)-glutamato a (2S, 3S)-3-

metilaspartato (Figura 19).

NN

H/_\

COO-

Glutamato Acrilato 3-metilaspartato

Figura 19. Reaccion catalizada por la mutasa de glutamato.

En general, las isomerasas dependientes de B;, guardan una gran similitud estructural.
Todas ellas, con excepcién de la reductasa de ribonucleétidos, presentan un dominio
tipo barril TIM, en lugar del subdominio | a-helicoidal propio de la sintetasa de
metionina. El plegamiento tipo barril TIM estéa constituido por 8 hélices a, que forman
su superficie interna, alternadas con 8 laminas  paralelas, que forman la superficie
externa del barril. Ademas, al igual que la sintetasa de metionina, las isomerasas tipo |
muestran un dominio a/B, similar al dominio Rossmann, donde se encuentra, situado
en un bucle flexible, el motivo de unidén a cobalaminas (Banerjee y Ragsdale 2003). En
la Figura 20A se muestra las estructura tridimensional de la mutasa de glutamato de
Clostridium cochlearium, un heterotetramero constituido por dos subunidades ¢ (de
~55 kDa) y dos o (de ~15kDa), y una molécula de B;, unida a cada interfase €o0. En la
holoenzima, la subunidad o es la responsable de la unién al cofactor y la € la que
contiene el sitio activo. Tras la unién de la cobalamina, el cobalto de ésta interacciona
con la histidina del motivo de union a cobalaminas de la subunidad o provocando el
desplazamiento del Dmb, que queda enterrado en un bolsillo hidrofébico elongado del
dominio Rossmann, de manera similar a lo que ocurre con la sintetasa de metionina
(Marsh 2000). La subunidad ¢ presenta la estructura en barril TIM (a/B)s y su extremo
C-terminal se asienta sobre la cara superior de la AdoB;, por lo que, ademas de
contener el sitio activo de la enzima, contribuye a la union 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
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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
homodimero cuya estructura ha sido modelada a partir de la estructura cristalografica
determinada para la subunidad catalitica (o) de la metilmalonil-CoA mutasa
heterodimérica de Propionobacterium shermanii (ambas proteinas muestran un 65%
de identidad). En ella se aprecia el dominio N-terminal con estructura en barril TIM

(a/B)s y el dominio Rossmann C-terminal, unidos por una regioén conectora larga.

Figura 20. A) Estructura tridimensional de la mutasa de glutamato de Clostridium cochlearium
obtenida por difraccion de rayos X (Gruber y Kratky 2002). Las dos subunidades & estan
representadas de color azul claro, las dos ¢ de rosa, las dos moléculas AdoB1, de amarillo-verdoso y
el sustrato de verde oscuro. B) Diagrama topoldgico 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).

1.6 Regulacién de la expresion génica por cobalaminas

Las cobalaminas no solo actian como cofactores de diversas enzimas, Sino
que ademas pueden modular la expresion génica. El principal mecanismo por el que
ejercen tal accion reguladora es a través de los denominados ribointerruptores (del
inglés, riboswitches). Se trata de dominios estructurados de RNA que normalmente se
encuentran en la regiéon 5" no traducida (5" UTR) de ciertos mRNA y que modulan la
expresion de diversos genes metabdlicos a través de su unién especifica a distintos
ligandos (vitaminas, amino&cidos, purinas, metales o tRNA) o por deteccion de ciertos
parametros fisico-quimicos (temperatura o pH). Aunque la regulacion mediada por
ribointerruptores es un mecanismo que opera principalmente en bacterias, se han

descrito también posibles casos en arqueabacterias (Miranda-Rios et al. 2001;
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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 estdn compuestos por dos dominios estructural y
funcionalmente distintos. El primero de ellos, denominado aptamero, contiene una
secuencia conservada que reconoce el metabolito diana con una especificidad elevada.
El segundo, denominado plataforma de expresion, se encuentra situado
inmediatamente aguas abajo del aptamero. Tras la unién aptdmero-metabolito, sufre
un cambio conformacional que regula la expresion del gen u operon adyacente, ya sea
al nivel transcripcional (controlando la elongacién del mRNA) (Barrick y Breaker 2007)
y/o post-transcripcional, controlando el inicio de la traduccién (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 Bj, son los mas abundantes en la naturaleza y
generalmente se utilizan para inhibir, en presencia del ligando, la sintesis de proteinas
relacionadas con su propio metabolismo o transporte. No obstante, es posible que la
B, también regule la sintesis de algunas proteinas que no muestran una relacion, 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 sintesis de
cobalaminas en 107 genomas bacterianos permitié identificar cerca de 200 posibles
ribointerruptores dependientes de Bj, distribuidos entre 67 especies distintas, que
presentan desde 1 hasta 14 elementos por genoma (Vitreschak et al. 2003). Tal
estudio reveld la existencia de secuencias muy conservadas, y permitié proponer la
estructura secundaria que formaria el aptamero del ribointerruptor dependiente de By,
y dos modelos de regulacion basados en la formacion de estructuras alternativas de
RNA. En el primero de ellos, la uniéon de la AdoB;, a su secuencia de reconocimiento
provoca un cambio conformacional en el mMRNA que conduce a la formacién de un
terminador de la transcripcion intrinseco (una horquilla de RNA seguida de seis 0 mas
residuos de uracilo). La transcripcidon quedaria asi abortada antes de que se sintetice
la parte cifradora del mMRNA (Figura 21 A). Estudios recientes (Fox et al. 2009; Baker y
Perego 2011) han confirmado que ciertos ribointerruptores dependientes de B,
modulan la expresion génica mediante este mecanismo. En el segundo modo de
regulacion, la union de AdoB;; a la citada secuencia consenso provocaria la formacion
de una horquilla en el mMRNA que secuestra el sitio de unién al ribosoma (RBS). Se
impide asi la formacién del complejo ribosoma-mRNA y, por tanto, el inicio de la

traduccién (Figura 21 B). Se ha descrito también la existencia de un elemento de tipo
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intensificador que actuaria en ausencia de Bi,, desplegando la horquilla que secuestra
el RBS (Ravnum y Andersson 1997).

1
Plataforma
S . de expresion g H
o
L S
Aptamero
Bajas concentraciones deB ; Altas concentraciones de B ;
Plataforma F
de expresion i
o ¢ )
. s
Aptamero
Bajas concentraciones deB ; Altas concentraciones de B ;

Figura 21. Control de la expresion génica por ribointerruptores dependientes de Biz. A) Control
de la transcripcion. B) Control de la traduccién. Tomado de Mandal y Breaker, 2004.

Los casos de regulacién por ribointerruptores dependientes de B;, mejor
estudiados son los que se encuentran en el operén cob de Salmonella typhimurium
(con genes codificantes de enzimas relacionadas con la sintesis de cobalamina), y en
el gen btuB de E. coliy S. typhimurium (que codifica el transportador de B;,) (Nahvi et
al. 2002; Nahvi A et al. 2004).

La estructura secundaria de los ribointerruptores de B;, que deriva de los
estudios mas recientes se muestra en la Figura 22. Aunque se ha propuesto que todos
los ribointerruptores de B;, se unen a AdoB;,, el trabajo de Johnson et al., 2012 ha
revelado que algunos ribointerruptores reconocen MeB;, y acuocobalamina (AqBy,, la
forma fotolisada de AdoB;;) con una afinidad mucho mayor que AdoB;,. La

prevalencia de los ribointerruptores de AgBi, en bacterias marinas probablemente
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refleja una adaptacion del RNA al ambiente marino, en el que el reservorio de

cobalaminas libres se espera que sea mayoritariamente AgB;,.
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AgB,. AdoB,,

Extension P1-P3

Figura 22. Estructura secundaria de los ribointerruptores de B1,. Se refleja la parte conservada en
todos ellos (azul), la interaccion entre bucles o KL (verde), y las extensiones periféricas que confieren la
especificad por un tipo concreto de cobalamina. Tipicamente, en los ribointerruptores de B12 que regulan
la traduccién, el lazo L13 contiene el sitio de union al ribosoma (Johnson et al. 2012).

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, como el ligando modula la comunicacion entre la plataforma de expresion y el
aptamero para el control de la expresion 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 metogenémica de océano (env8)
y el otro a Thermoanaerobacter tengcongensis (Tte), que aparecen asociados a AgB;,
y AdoB;,, respectivamente. Aunque ambos ribointerruptores presentan un ndcleo de
union a cobalamina comun, utilizan extensiones periféricas especificas para el
reconocimiento de cobalaminas diferentes. Ademas, se ha demostrado que existe una
interaccion entre el bucle L5 (del aptdmero) y el L13 (de la plataforma de expresion),
gue da lugar a una zona de contacto (kissing loop o KL ,cuya formacion se ve
fuertemente favorecida por la presencia de cobalaminas. La estructura terciaria de

ambos ribointerruptores esta integrada por dos apilamientos coaxiales, uno formado
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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
participacion de los enlaces por puentes de hidrégeno. 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
corrinico interacciona con el KL estableciendo contactos dependientes de la estructura
méas que de la secuencia nucleotidica. El Dmb y el aminopropilo que lo conecta al
anillo corrinico 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
KLYy la By,.

Extension

Figura 23. Estructura terciaria de env8AqB 1> (izquierda) y de Tte (derecha) unidos, respectivamente,
a AgB12 Y AdoBs2 (rojo) (Johnson et al. 2012). En azul esta 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), estan
representadas por esferas.

Ademas, sorprendentemente, el mencionado trabajo revela que el
ribointerruptor env8, con un bucle P6 no extendido, presenta 500 veces més afinidad
por acuacobalamina (AgqB;1») y MeB;, que por AdoB;,. 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, P5y P6.

Se ha descrito que la actividad de la sintetasa de metionina humana muestra
un incremento notable en medio suplementado con su propio cofactor B;, (Mangum et

al. 1969), un efecto que ocurre a nivel traduccional y depende de un elemento sensible
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al cofactor localizado en la regién 5°UTR del mRNA diana (Oltean y Banerjee 2003).
Dicho efecto positivo se debe a que la vitamina promueve la traduccion al provocar
que el mRNA pase de la fraccion ribonucleoproteica inactiva a la fraccioén polisomal. El
elemento de respuesta a B;, 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 mas bien parece requerir
un mediador proteico cuya identidad se desconoce por el momento.

Ademas de los mecanismos ya mencionados, se conoce un caso de regulacion
por B;, en S. typhimurium, relacionado con la utilizacion de la etanolamina como
fuente de carbono y nitrégeno. Los genes que determinan la sintesis de las enzimas
requeridas para su utilizacion se encuentran agrupados en el operén eut, cuya
expresion depende de etanolamina y B;, (Roof y Roth 1989). La etanolamina es
degradada a acetaldehido y amonio por la accién de la enzima amonioliasa, que utiliza
AdoB;, como cofactor. Dado que dicho cofactor puede o no estar presente, parece
l6gico que la transcripcibn de los genes necesarios para la utilizacion de la
etanolamina esté sujeta a regulacién positiva por Bi,. Los datos genéticos sugieren
gque la regulacién concertada por etanolamina y B, esta mediada por el producto del
gen eutR. Se ha especulado que la interaccién fisica entre EutR y sus dos cofactores
provocaria un cambio conformacional en la proteina que conduciria a la activacién del
operon eut (Roof y Roth 1992). Sin embargo, aunque EutR posee un dominio de union
al DNA de tipo hélice-giro-hélice, carece de un dominio canénico de unién a Bi,. Asi
pues, es todavia una incégnita cémo dicho cofactor modula la accién de EutR.

Los resultados de un estudio con Enterococcus faecalis (Fox et al. 2009)
sugieren que S. typhimurium podria utilizar un sistema de regulacién mixto, en el que
EutR mediaria la respuesta a etanolamina y un ribointerruptor, aun por identificar, la
respuesta a Bj,. Asi, en E. faecalis, que carece de EutR, la expresion del operén eut
esta controlada por un ribointerruptor dependiente de AdoBi, y un sistema de dos
componentes constituido por las proteinas EutW (quinasa de histidina) y EutV
(regulador de respuesta con un dominio de unién a RNA). La unién de la AdoB,, al
ribointerruptor impide la formacion de un terminador intrinseco de la transcripcion,
mientras que la etanolamina promueve la autofosforilacion de EutW y la consiguiente
fosforilacion de EutV, lo que influye en su capacidad de union al RNA y, por tanto, en
la estabilidad del terminador intrinseco de la transcripcion.

Hay que destacar que, hasta la realizacion de este trabajo, no se habia descrito
ningan caso de regulacion de la expresion génica por B;, mediado por una proteina

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

La luz solar, que engloba desde la radiacion electromagnética de alta energia a
las ondas de radio de baja energia, pasando por la luz visible (Figura 24), es un factor
ambiental practicamente ubicuo. Sirve como fuente de energia directa para los
organismos fotoautétrofos y fotoheterétrofos, pero también constituye, para gran parte
de los organismos no fotosintéticos, una importante sefial que regula diversos
procesos biolégicos. 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 lipidos de

membrana, proteinas o acidos nucleicos, dafiando los componentes celulares.
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Figura 24. Irradiancia solar desde 1 nm hasta 100 um, con la regién visible del espectro (380-750
nm) resaltada. EUV: Ultravioleta extremo. UV: ultravioleta (Purcell y Crosson 2008)

Tanto en los organismos eucariéticos como en los procariéticos, la capacidad de
percibir la luz suele estar mediada por proteinas fotorreceptoras resultantes de la
asociacion de ciertos dominios proteicos con moléculas fotosensibles especificas o
croméforos. Los cromoforos constituyen un grupo reducido de moléculas no proteicas,
de variada naturaleza quimica y pequefio tamafio. Al absorber luz de una determinada
longitud de onda, los cromdéforos pasan de un estado basal a un estado excitado, en el
que pueden permanecer <1 a >10" segundos, antes de regresar al estado basal.
Hasta el hallazgo en este trabajo de que la vitamina B1, puede actuar como croméforo,
eran cinco los croméforos (FMN, FAD, acido p-cumarinico, retinal y bilina) y seis los

médulos proteicos con capacidad fotorreceptora conocidos en bacterias, ninguno de

40



[. Introduccion

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 asociaciéon con FMN, FAD, acido p-cumarinico, y FAD, respectivamente; (b) las
proteorodopsinas, que absorben luz azul o verde, mediante su asociacién con el
retinal; (c) los bacteriofitocromos, que absorben luz roja, mediante su asociacion con
bilina (van der Horst et al. 2007; Purcell y Crosson 2008; Gomelsky y Hoff 2011).

Tabla 1. M6dulos fotorreceptores bacterianos (Purcell y Crosson 2008).

Modulo Cromoforo Luz absorbida
LOV (Light, Oxigen and FMN (Flavin mononucle6tido) Azul

Voltage)

BLUF (Blue-Light sensing FAD (Flavin adenosin dinucle6tido) Azul

Using FAD)

PYP (Photoactive Yellow Acido p-cumarinico Azul

Protein)

Criptocromo/ fotoliasa FAD Azul
Proteorodopsinas Retinal Azul/Verde
Bacteriofitocromos Bilinas/Tetrapirroles lineales Rojo/Rojo lejano

Mientras que la actividad de proteorrodopsinas, bacteriofitocromos y PYP
depende de la isomerizacién de sus respectivos croméforos, la de criptocromos,
dominios LOV y BLUF esta basada en la fotoquimica de las flavinas, que participan en
una reaccion de transferencia de electrones (BLUF y criptocromos) o en la formacion
de un aducto con un residuo de cisteina (LOV) (Figura 25).

Cinco de los seis tipos de fotorreceptores bacterianos se identificaron por
primera vez en bacterias fototréficas. Este hecho se debe a que, durante afios, los
trabajos sobre fotobiologia bacteriana se centraron en el estudio de los organismos
fototréficos, bajo la suposicién erronea 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 cambié la percepcion de que los fotorreceptores eran exclusivos de las

bacterias fototréficas (Davis et al. 1999; Losi et al. 2002).
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DOMINIO PROTEICO
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Figura 25. Representacion de la estructura tridimensional de los 6 tipos de fotorreceptores
bacterianos conocidos (hasta la realizacion de este trabajo) con sus respectivos grupos
cromoforos (tomado de Purcell y Crosson, 2008). En las estructuras proteicas (izquierda), los
cromoforos 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 cromoféro FMN del dominio LOV, aparece coloreada en rojo la cisteina
conservada, que forma un enlace covalente con el carbono 4a del anillo de flavina. Las lineas en

espiral representan el esqueleto proteico al que se une el croméforo.

En los dltimos afios, el analisis bioinformatico de cientos de genomas bacterianos
secuenciados ha puesto de manifiesto la existencia de posibles fotorreceptores en
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mas de un 25% de las especies analizadas, siendo los bacteriofitocromos los mas
abundantes y encontrdndose en muchas de ellas mas de uno de los seis tipos de
fotorreceptores conocidos (van der Horst et al. 2007; Losi y Gartner 2008). Otro
aspecto que deriva de estos estudios es el reconocimiento de la naturaleza modular de
las proteinas fotorreceptoras que, ademas del dominio fotorreceptor, suelen contener
dominios reguladores, probablemente implicados en el control por la luz de una
respuesta celular concreta (Figura 26). Ademdas, un mismo tipo de dominio
fotorreceptor puede encontrarse asociado a distintos médulos reguladores (quinasas,
fosfatasas, ciclasas de adenilato, etc.), lo que sugiere que los mecanismos
moleculares implicados son muy diversos (Losi y Gartner 2008; Gomelsky y Hoff 2011).

vAg
<1 >
p v Q
Listeria Brucella Caulobacter Idiomarina Acinetobacter Rhodopseudomonas Escherichia Fotorrec eptor
monocytogenes abortis crescentus loihiensis baumannii palustris coli
YtvA Lov LovK PYP BIsA PapB YcgF
1_7 Transducflon
- m apA dela senal
ETAS)sigB 22 BR] -LovR
Eleccion de
estilo de vida

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 decisién sobre
su estilo de vida. TCRS: sistema de dos componentes; HK: quinasa de histidinas; RR: regulador de
respuesta; EAL y GGDEF: proteinas implicadas en la sintesis e hidrdlisis, respectivamente, de c-di-
GMP; STAS: Sulfate Transporter and Anti-Sigma factor antagonist (tomado de Gomelsky et al., 2011).

La sintesis de pigmentos fotoprotectores (como en M. xanthus), la virulencia
(Purcell y Crosson 2008), la adhesioén 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 fototréficas. Asi, se ha propuesto que la luz podria ser un factor clave en
la regulacién de la decision entre un estilo de vida libre o asociado al hospedador, en
el caso de ciertas bacterias patogénicas, o entre un estado maévil, unicelular y un estilo
de vida multicelular, sésil, en el caso de bacterias que pueden formar biopeliculas

(Figura 26; Gomelsky y Hoff, 2011). La activacién por luz azul de la maduracién de las
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biopeliculas formadas por E. coli en medio acuatico constituye uno de los ejemplos
mejor estudiados al nivel molecular. Dicha respuesta a la luz estad mediada por YcgF,
una proteina sensora con un dominio BLUF N-terminal unido a un dominio EAL tipico
de fosfodiesterasas de c-di-GMP pero que en YcgF carece de dicha actividad. Mas
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 unién al operador y permitiendo la expresién de sus genes diana (Tschowri et al.
2009). Se desconoce si el dominio C-terminal de YcgE, esencial para su funcion, actia
como un dominio de unidn a ligando, como ocurre en la mayoria de proteinas MerR.

La accion de YcgF sobre YcgE es reminiscente de la accion de CarS sobre
CarA y CarH en M. xanthus. No obstante, a diferencia de CarS, la union 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).

Luzazul

“ YcgF (antirrepresor)

Escasezde RNAP
nutrientes ~_ f chE (represor)

3

[@o‘i

= ycgZ-ymgA-ymgB -ymg>
B @
X' ?

<ycgE }—< ycgF

RcsC/D/B
diGMPc o\ 15 \
Fimbrias Sintesis de Sintesis de
exopolisacaridos biopeliculas

Figura 27. Circuito de regulacién de E. coli inducido por luz dependiente de YcgE/YcgF. La
absorcion de luz azul en el dominio BLUF de la proteina YcgF promueve su interaccion con el dominio
tipo MerR del represor YcgE. Esto impide la unién de YcgE al DNA y permite la expresion de sus genes
diana, muchos de ellos dependientes de o® (Elias-Arnanz et al. 2011).

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
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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 gendmico sitla a la pareja reguladora YcgE-
YcgF dentro de la respuesta general a estrés dependiente de o°, controlando
directamente la expresion de proteinas reguladoras de pequefio tamafio (78-126
residuos), varias de ellas implicadas en la formacion de biopeliculas y fimbrias
mediante el sistema Rcs de sefalizacion por fosforilacion. Por tanto, el par YcgE-YcgF
funciona como un regulador global crucial en una compleja red genética que conecta

la formacién de biopeliculas y la respuesta a la luz.

1.8 Objetivos.

1. Entender la base molecular de la diferencia entre CarA y CarH en cuanto a su

dependencia de B, para mediar la represion del promotor Pz en M. xanthus.

2. Determinar qué forma especifica de cobalamina esta implicada en la regulacion
de Pg por CarH.

3. Averiguar si existe algun vinculo entre la vitamina y la capacidad de responder

ala luz en M. xanthus.

4. Estudiar la posible conservacion evolutiva del mecanismo de regulacién basado

en B, descrito en este trabajo.
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II.1 Estirpesy plasmidos

II.L1.1 Estirpes
[1.1.1.1 Estirpes de M. xanthus

Las estirpes de M. xanthus se nombran con letras mayusculas indicativas del
laboratorio en el que fueron obtenidas (MR, Departamento de Genética, Universidad
de Murcia; DK, Department of Biochemistry, Stanford University) seguidas de un
namero de aislamiento. En este trabajo se han utilizado estirpes de M. xanthus que
derivan directa o indirectamente de DK101, cepa silvestre que presenta variacién de
fase en la pigmentacion de las colonias (en la oscuridad pueden ser amarillas o
morenas) y activacion por la luz de la sintesis de carotenoides. La estirpe DK1050 es
una variante espontanea de DK101 que no presenta variacion de fase o varia con
frecuencia muy baja (Ruiz-Vazquez y Murillo 1984). La homogeneidad de coloracién
de sus colonias (amarillas en oscuridad) la hace especialmente util para el andlisis
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 terminologia: 1) Car®, fenotipo silvestre para la induccién por la luz de la
sintesis 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 situacién; 3) Car®, fenotipo debido a mutaciones que provocan la sintesis
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 seccién de Resultados).
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Estirpe Fenotipo Genotipo Fuente o referencia
DK1050 [Car” Silvestre (Ruiz-Vézquez y Murillo 1984)
MR418 Car TcF LacZ' [cngBé;rgi-:lE}I_cr;éizic]()insercién del transposén (Cervantes y Murillo 2002)
MR844  [Car™” IAcarA (Cervantes y Murillo 2002)
MR848 Car” AcarH (Cervantes y Murillo 2002)
MR1716 (Car® IAcarA AcarH (Pérez-Marin et al. 2008)
MR1728 (Car) Km® AcarA AcarH; Pc:carH (Pérez-Marin et al. 2008)
MR1744 (Car Tc" LacZ™ |AcarA carB::Tn5-lac-132 (Pérez-Marin et al. 2008)
MR1776 [Car AcarS (Ledn et al. 2010)
MR1777  (Car® IAcarS AcarA Este trabajo
MR1778 [Car® IAcarS AcarA AcarH Este trabajo
MR1780 [Car Tc" LacZ  |AcarS carB::Tn5-lac-132 Este trabajo
MR1781 [Car Tc" Lacz®™ |AcarS AcarA carB::Tn5-lac-132 Este trabajo
MR1782 (Car Tc" LacZ® |AcarS AcarA AcarH carB::Tn5-lac-132 Este trabajo
MR1793 [Car \AcarS AcarH Este trabajo
MR1794 (Car Tc" LacZ  |AcarS AcarH carB::Tn5-lac-132 Este trabajo
MR2063  (Car®” Km® IAcarA AcarH; Pc::ql[carA(1-79)/carH(94-299)] Este trabajo
MR2064  [Car®™ Km® IAcarA AcarH; Pc::q2[carA(1-74)/carH(73-299)] Este trabajo
MR2071  (Car” Km" IAcarA AcarH; Pc::qTtl[carA(1-79)/TtcarH(80-285)] Este trabajo
MR2072  [Car®™ Km" AcarA AcarH: Pe::qTt2[carH(1-93)/TtcarH(80-285)] Este trabajo
MR2075  (Car® IAcarA ApduO Este trabajo
MR2076 (Car Tet" Lacz® |AcarA ApduO carB::Tn5-lac-132 Este trabajo
MR2077  [Car™ Km® IAcarA AcarH; Pc::carH[E191D] Este trabajo
MR2078  [Car® Km® IAcarA AcarH; Pc::carH[E191Q] Este trabajo
MR2087  [Car® Km® IAcarA AcarH; Pc::qTt2*[carH(1-93)/TtcarH(80-285) Este trabajo

(H177A)]
MR2088  (Car™ Km® IAcarS AcarA AcarH; Pc::qTtl[carA(1-79)/TtcarH(80- Este trabajo
285)] !
MR2089  |Car'” Km® IAcarS AcarA AcarH; Pc::qTt2[carH(1-93)/TtcarH(80- E :
285)] ste trabajo

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®:
resistencia a kanamicina. TcF: resistencia a tetraciclina. Pc: promotor constitutivo que consiste en uno de
los promotores ribosémicos de M. xanthus (Ps). LacZ": sintesis de B-galactosidasa inducida por luz;
Lacz": sintesis constitutiva de B-galactosidasa; Lacz™: sintesis de B-galactosidasa reprimida en
oscuridad en presencia de cobalaminas e inducida por luz; LacZ: bajos niveles de actividad B-
galactosidasa.

11.L1.1.2 Estirpes de E. coli

Las estirpes de E. coli utilizadas fueron DH5a (Hanahan 1983), BL21 (ADE3)

(Novagen), JM109 (Yanisch-Perron et al. 1985) y BTH101 (Karimova et al. 2000).

DH5a y JM109 son deficientes en recombinacion (RecA”), propiedad que favorece la

estabilidad de los pldsmidos y las convierte en hospedadores adecuados en los

experimentos de clonacion. Ademas, permiten utilizar el sistema de escrutinio “blanco-

50



[I. Materiales y métodos

azul” para la deteccion de las colonias portadoras de plasmidos recombinantes. La
estirpe BL21 (ADE 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 analogo
de la lactosa IPTG (isopropil B-D-tiogalactésido). Es ademas defectiva para la proteasa
lon y para la proteasa ompT de la membrana externa, caracteristicas que favorecen la
expresion y posterior purificacion de proteinas. La estirpe BTH101 carece de actividad
adenilato ciclasa al presentar una mutacion en el gen cya, lo que la hace apropiada
para los ensayos de doble hibrido bacteriano.

Tabla 3. Estirpes de E. coli utilizadas en este trabajo.

Estirpe Genotipo Fuente referencia
DH5a 80 lacZAM15 AlacU169 recAl endAl hsdR17 supE44 thi-1 gyrA relAl (Hanahan 1983)
BL21(DE3) FompT hsdSg (rs'mg’) gal dcm con DE3, un profago A que lleva el gen de Novagen

la T7 RNA polimerasa

e14—(McrA-) recAl endA1l gyrA96 thi-1 hsdR17 (r mg’) supE44 relAl
A(lac-proAB) [F” traD36 proAB laclgZAM15]

BTH101  |[Fcya99l alaD139 galE15 galK16 rpsL (Str) hsdR2 mcrAl merB1 (Karimova et al. 2000)

JM109 (Yanisch-Perron et al. 1985)

[1.1.2 Plasmidos

La Tabla 4 recoge los plasmidos utilizados en este trabajo, indicando sus

marcadores seleccionables, utilidad y origen.

Tabla 4. Plasmidos utilizados en este trabajo.

Plasmido Resistencia Descripcion Fuente o
referencia
pET15b KmR Vector para sobreexpresion de proteinas fusionadas a Hise Novagen

Vector para la sobreexpresion de proteinas fusionadas por su

pKT25 KmR extremo C-terminal al fragmento T25 de la ciclasa de adenilato (Kanr;gc\)/g) etal.
(CyaA)
pKT25Zip KmR GCN4 zipper control positivo para los ensayos de doble hibrido (Kanr;gc\)/(';l)et al.
R Vector con carH(Nter) bajo el control transcripcional de un (Pérez-Marin et al.
PMR2828 Km promotor constitutivo (P¢) 2008)
pMR2830 Km"® Vector con carH expresado bajo Pc (Perez;\élgg;n etal.
R : (Pérez-Marin et al.
pMR2838 Km Vector con carA expresado bajo Pc 2008)
pMR3014 Amp~® Vector de sobreexpresion de Hise-TtCarH Este trabajo
pMR3184 Km® Gal® Vector con el alelo AcarS (Ledn et al. 2010)

Contiene el gen para la quimera Q1 [CarA(1-79) + CarH(94-

R
PMR3334 Km 299)] expresado bajo el control de Pc

Este trabajo

Contiene el gen para la quimera Q2 [CarA(1-74)+ CarH(73-

R
PMR3335 | Km 299)] expresado bajo el control de Pc

Este trabajo

R Contiene el gen para la quimera QTt2 [CarH(1-93) + .
PMR3363 Km TtCarH(76-285)] expresado bajo el control de Pc Este trabajo
pMR3366 Amp" Vector para la sobreexpresion de Hisg-QTt2 Este trabajo
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R Contiene el gen para la quimera QTt1 [CarA(1-79) + .
PMR3370 Km TtCarH(76-285)] expresado bajo el control de Pc Este trabajo
pMR3371 Amp® Vector para la sobreexpresion de Hisg-QTt1 Este trabajo
pMR3375 Amp® pUT18C-carH(73-299) Este trabajo
pMR3376 KmR pKT25-carH(73-299) Este trabajo
pMR3381 Amp® pUT18C-carA(75-288) Este trabajo
pMR3382 KmR pKT25-carA(75-288) Este trabajo
pMR3390 Amp® pUT18C-carA(75-288) (H175A) Este trabajo
pMR3391 KmR pKT25-carA(75-288) (H175A) Este trabajo
pMR3392 Amp® pUT18C-carH(73-299) (H193A) Este trabajo
pMR3393 KmR pKT25-carH(73-299) (H193A) Este trabajo
pMR3394 Amp® pUT18C-TtcarH(76-285) Este trabajo
pMR3395 KmR pKT25-TtcarH(76-285) Este trabajo
PMR3425 KmR Gal® Vector con el alelo ApduO para la construccion de una estirpe Este trabajo
ApduO
pMR3451 Amp® Vector para la sobreexpresion de CarA fusionada a inteina Este trabajo
pMR3469 Amp~® Vector para la sobreexpresion de QTt1 fusionada a inteina Este trabajo
pMR3470 Amp® Vector para la sobreexpresion de QTt2 fusionada a inteina Este trabajo
R Vector para la sobreexpresion de TtCarHCt (TtCarH (80-285)) .
pMR3471 Amp fusionada a inteina Este trabajo
PMR3472 KmR (P:ontlene el gen codificante de CarH*[E191D] bajo el control de Este trabajo
C
pMR3473 KmR Contiene el gen para CarH*[E191Q] bajo el control de Pc Este trabajo
PMR3516 | Amp~® pUT18C-TtcarH(76-285) (H177A) Este trabajo
PMR3517 | Km® pKT25-TtcarH(76-285) (H177A) Este trabajo
R Vector para la sobreexpresién de CarACt (CarA (80-288)) .
pMR3522 Amp fusionada a inteina Este trabajo
PMR3536 AmpR Ve_zcto,r para la sobreexpresion de TtCarHCt (H177A) fusionada Este trabajo
a inteina
R Vector con la regién de 177 pb que contiene el operador de .
pMR3567 Km TtcarH (OpTtCH) Este trabajo
pMR3589 Amp® pUT18C-carH*[E191Q] Este trabajo
pPMR3615 KmR pKT25- carH*[E191Q] Este trabajo
R Contiene el gen para la quimera QTt2[H177]: CarH(1-93) + .
PMR3625 Km TtCarH[H177A] (76-285) expresado bajo el control de P¢ Este trabajo
PMR3662 KmR Vector con la region de 177 pb que contiene OpTtCH mutado Este trabajo
en su sitio pll
pMR3700 KmR Vector con la region de 177 pb que contiene OpTtCH mutado Este trabajo
en su sitio pl
pTYB12 AmpR Vector para la sobreexpresion de proteinas fusionadas a New England
inteina Biolabs
R Vector para la fusion de proteinas al fragmento T18 de CyaA a (Karimova et al.
pUTI8C Amp través del extremo C-terminal 2000)
puUT18CZip | Amp® GCN4 zipper control positivo para los ensayos de doble hibrido (Kanrzngc\)/g)et al.

Se indican las caracteristicas mas relevantes (Km® y Amp"~: genes de resistencia a los antibidticos
kanamicina y ampicilina, respectivamente; Gal®: sensibilidad a galactosa conferida por el gen galK; lacZ:
gen de la B-galactosidasa).
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11.1.3 Oligonucledétidos

Oligonucledtidos utilizados en este trabajo (Tabla 5)
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[1.2 Medios de crecimiento

I1.2.1 Medios ricos para M. xanthus

CTT (Bretscher y Kaiser 1978)

Bacto-casitona (Difco) 1%
Tampon Tris-HCI (pH 7,6) 10 mM
MgSO, 8 mM
Tampon fosfato (pH 7,6) 1mM

Antes de la esterilizacion en autoclave, se ajusté el pH a 7,6.

CTT Gen
CTT mas 10 pyg/ml de gentamicina.

CTT Km
CTT mas 40 pg/ml de kanamicina.

CTT Tc

CTT mas10 ug/ml de oxitetraciclina.

CTTKm Tc

CTT mas 20 pg/ml de kanamicina mas 2,5 ug/ml de oxitetraciclina.

CTT X-Gal
CTT mas 40 pg/ml de 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactésido (X-Gal). La
disolucion de X-Gal se preparé a una concentracién de 20 mg/ml en dimetil-formamida

y se conservo protegida de la luz a - 20°C.

CTT CNBy,
CTT con 1 ug/ml de cianocobalamina.
CTT AdOBlz

CTT con 1 ug/ml de adenosilcobalamina.

CTT MeB»

CTT con 1 ug/ml de metilcobalamina.
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CTT X-Gal CNB1,/AdoB,/MeB;,
CTT mas 40 pg/ml de X-Gal y 1 yg/ml de cianocobalamina, adenosilcobalamina

0 metilcobalamina respectivamente.

Para la preparacion de medio sélido se utiliz6 Bacto-agar Difco (1,5%). Para la

preparacion de agar de cobertera (CTTSA) se utilizé el mismo agar al 0,75 %.

Los medios a los cuales se les adiciona antibidtico (gentamicina, kanamicina u
oxitetraciclina), X-Gal y/o cobalamina se esterilizan previamente en autoclave y se
dejan enfriar hasta 50 °C, afiadiendo posteriormente una disoluciéon del compuesto

requerido hasta la concentracién adecuada.

Las soluciones de los antibiéticos, X-Gal o cobalaminas se preparan en agua
(excepto la de oxitetraciclina que se prepara en HCI 0,1 N) y son esterilizadas por
filtracién a través de un filtro Millipore de 0,22 um de diametro de poro y almacenados
a una temperatura entre -20 °C y 4 °C. Al medio al cual se le afiadi6é oxitetraciclina se
le adicioné un volumen igual de una solucibn de NaOH 0,1 N. La disolucion y
posteriores manipulaciones de las cobalaminas se llevd a cabo en condiciones de baja
iluminacién y en viales recubiertos con papel de aluminio para protegerlas de la

exposicion a la luz y evitar asi su fotdlisis.

[1.2.2 Medios ricos para E. coli

Luria (LB) (preparado segun Miller, 1972)

Extracto de levadura 0,5%
Bacto-triptona 1%
NaCl 1%

Antes de esterilizar en autoclave, se ajusté el pH a 7,2-7,4.

LBKm

LB mas 40 pg/ml de kanamicina.

LBAmMp
LB mas 100 pg/ml de ampicilina.
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LBX-Gal
LB mas 40 pg/ml de 5-Bromo-4-Cloro-3-indolil-B-D-galactésido (X-Gal).

LB CNB,
El LB con 1 pg/ml de cianocobalamina.

LB X-Gal CNBlz
LB mas 40 ug/ml de X-Gal y 1 ug/ml de cianocobalamina,

Para la preparacion de medio solido se utiliz6 Bacto-agar Difco (1,5 %).

La adicién de antibiético (ampicilina o kanamicina) o X-Gal a los medios, asi como
la preparacién de disoluciones de estos compuestos se realiz6 como se ha indicado

previamente en el Apartado 11.2.1.

1.3 Condiciones de cultivo

En general, los cultivos en medio liquido se realizaron mediante inoculacién 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 | de medio nutritivo. La incubacién tuvo
lugar, salvo indicacion en otro sentido, en un agitador orbital Innova® 43 de New
Brunswick a 300 rpm y 33 °C para M. xanthus y 250 rpm y 37 °C para E. coli. La
inoculacién de M. xanthus en medio nutritivo solido se efectu6 con ayuda de 2.5-4 ml de
agar de cobertera. Las cajas de Petri se incubaron a 33 °C (M. xanthus) o 37 °C (E. coli).

El crecimiento, salvo que se especifique lo contrario, tuvo lugar en condiciones de
oscuridad. Cuando fue necesario, los cultivos en medio liquido o en cajas de Petri se
iluminaron con tres tubos fluorescentes de luz blanca de 18-W a una intensidad
aproximada de 10 W/m?. Para la iluminacion con luz roja (a aproximadamente 12
W/m?), las células se expusieron a la luz de cuatro lamparas incandescentes de 100-W
pasada por un filtro Supergel rojo niumero 26 (Rosco). Las intensidades de la luz se
estimaron usando un medidor de potencia 6ptico 1815-C con un detector 818-SL

(Newport).
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.4 Tampones y soluciones

[1.4.1 Preparacion de DNA plasmidico

e 10 mM Tris-HCI (pH 7,0)

TE (pH 7,0)
e 1mM EDTA (pH 8,0)

I1.4.2 Electroforesis de DNA

e 40 mM Tris-acetato
e 1mMEDTA (pH 8,0)
e 45 mM Tris-borato

e 1mMEDTA (pH 8,0)

TAE 1X (Sambrook y Russell 2001)

TBE 1X (Sambrook y Russell 2001)

11.4.3 Electroforesis de proteinas

e 50 mM Tris-HCI (pH 6,8)
. e 10% glicerol
Tampon de g:arga/ru_ptura para e 3% SDS
geles de poliacrilamida-SDS 1X « 3% B-mercaptoetanol
e 0,3% azul de bromofenol
. . e 50 mM Tris
Tampon de _elec_trofqress para « 192 mM glicina
geles de poliacrilamida-SDS e 0.1% SDS
e 1% Azul de Coomassie Brillant R-250
Solucion Coomassie (Serva)
e 10% metanol
e 2% Solucion Coomassie
Solucién de tincidn e 10% etanol
e 5% &cido acético
L L o 10% Etanol
Solucién de destincion e 5% Acido acético
Geles de poliacrilamida-SDS Preparados segun Sambrook y Russell, 2001
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Tampén A
(proteinas fusionadas a
HiS5)

50 mM Tris, pH 7,5, 1 mM EDTA.

Tampon B
(proteinas fusionadas a
inteina)

50 mM de solucion NaH,PO4/Na;HPO,, pH 7,5
0,5-1M NacCl,

1 mM B-mercaptoetanol,

1 mM PMSF, 1 mM benzamidina

100 ul de inhibidores de proteasas Protease
Inhibitor Cocktail for Mammalian Tissues de
Sigma, Complete Protease Inhibitor Cocktail de
Roche

El tampdn A suplementado con NaCl se nombra A-X, siendo X la concentracién molar

de NaCl.

11.4.6 Determinacion de la actividad B-galactosidasa

Tampon Z (Kroos et al.,
1986)

40 mM NaH,PO,,
60 mM Na,HPO,,
10 mM KCl,

1 mM MgSO,

Solucién agarosa-X-Gal

0,5 M Tampdn fosfato potéasico pH 7,0
6% dimetilformamida

0,1% SDS

0,1-0,5 mg/ml X-Gal

7 mM -mercaptoetanol

5 mg/ml agarosa de bajo punto de fusion

[1.5 Extraccion de DNA

Para el aislamiento del DNA cromosdmico de M. xanthus se utilizd el kit de

purificacion de DNA genémico de Wizard™ (Promega). El aislamiento de DNA

plasmidico de E. coli se realiz6 mediante el uso del kit de purificacion de DNA

plasmidico lllustra™ de GE Healthcare.
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[1.6 Transferencia del DNA

[1.6.1 Transformaciéon de E. coli

La obtenciébn de células competentes de E. coli y su transformacién se
efectuaron segin Sambrook y Russell, 2001. La cantidad de DNA utilizada en la
transformacion varié entre 1 ng y 10 ng. Cuando fue preciso obtener un alto nimero de
transformantes, se utilizé la técnica de electroporacion, segun Sambrook y Russell,
2001. La electroporacién se llevé a cabo con cubetas de electroporacion de 0,1 cm y

aplicando los siguientes parametros: 1,7 kV, 25 uF y 400 Q..

[1.6.2 Transformacién de M. xanthus

Para la introduccion de DNA exdgeno en células de M. xanthus se utiliz6 la
electroporacion. Para preparar células «electrocompetentes» de M. xanthus se
centrifugaron (2", 16000xg) 3 ml de un cultivo en fase exponencial de crecimiento
(DOsso = 0,7-1,1). El precipitado celular se lavo tres veces con 1,5 ml de agua
bidestilada estéril, y se resuspendio finalmente en 40 pl de agua bidestilada.

La introduccion de plasmidos en M. xanthus se realizd6 siguiendo el
procedimiento descrito por Kashefi y Hartzell, 1995. Las células «electrocompetentes»
de M. xanthus se mezclaron con el DNA correspondiente (0,5-1 pg de DNA dializado)
y la mezcla, una vez transferida a una cubeta de electroporacion de 0,1 cm, se
sometié a un pulso eléctrico con el electroporador Bio-Rad Gene Pulser Il. Las
condiciones utilizadas fueron 0,65 kV, 25 uF y 400 Q. Inmediatamente después de
electroporar se afiadi6 1 ml de CTT a la cubeta, se mezcl6é bien y se transfirio a un
matraz de 50 ml que contenia 5 0 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 antibidtico al que confiere resistencia el plasmido introducido. Dichas cajas se
incubaron a 33 °C hasta que aparecieron los transformantes, normalmente a los 5 dias
de incubacion. Las colonias obtenidas se aislaron en cajas de CTT con el antibiético

correspondiente antes de su utilizacion.
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[1.7 Tratamiento enziméatico del DNA

Los tratamientos enzimaticos mas usuales realizados al DNA fueron:

—-Digestién con enzimas de restriccion (GE Healthcare), que se realizd siguiendo las

indicaciones del suministrador.

—-Desfosforilacion de extremos 5 con la enzima fosfatasa alcalina de camarén
(Roche) para evitar la autoligacion de los vectores. Todos los tratamientos se

realizaron de acuerdo con las especificaciones del suministrador.

-Ligacion de fragmentos de DNA, que se realizd en tampdn de ligacibn mas ATP (1
mM), y una unidad de ligasa T4 (Roche). La cantidad de DNA en la mezcla varié
segun el experimento. Las mezclas de ligacién se incubaron a 16 °C durante toda la

noche.

11.8 Amplificacion de DNA por PCR

Las reacciones de amplificacion de DNA por PCR se llevaron a cabo a partir de
15-30 ng de DNA molde, con 20 pmoles de oligonucleétidos, y una mezcla de los
cuatro dNTPs a una concentracion de 200 uM cada uno. A todas las reacciones de
amplificacién se les afiadi6 DMSO, a una concentracion final del 5 %, dada la riqueza
en pares G + C del DNA de M. xanthus. La reaccion se llevé a cabo con 1,5 unidades
de la polimerasa de DNA Pfu (Promega).

La reaccién se realiz6 en un termociclador Mastercycler Personal de Eppendorf
sometiendo las muestras a un programa que varid segun el tamafio del DNA a
amplificar y la temperatura de fusion (Tm) de los oligonucleétidos. El primer paso
siempre fue una desnaturalizacion a 95 °C durante 2 minutos, seguido de un namero
variable de ciclos (25 a 35), cada uno de ellos con un paso de desnaturalizacion (95 °C,
30 segundos), hibridacion (45-65 °C, 30 segundos) y polimerizacion (72 °C, 1-4
minutos). Tras el dltimo ciclo, se sometieron las muestras a un ultimo paso de
polimerizacién (72 °C, 5 minutos). Los productos de PCR se purificaron con el kit High
Pure™ PCR Product Purification Kit de Roche.
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1.9 Mutagénesis dirigida

Para la introduccion de mutaciones especificas en el DNA se utilizé la técnica
de extension 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 mutacion deseada en uno
de sus extremos y solapantes para la regibn mutada. En un segundo paso, los
fragmentos AB y CD, previa purificacién mediante electroforesis en gel de agarosa, se
mezclan en cantidades equimoleculares y se someten a una reaccion de extension y
amplificacién en presencia de los oligonucleétidos correspondientes a los extremos no
solapantes (Figura 31). El producto resultante contiene la mutacidon de interés. La
presencia del cambio deseado y la ausencia de mutaciones adicionales que pudieran
haberse incorporado durante el proceso de amplificacion se verific6 mediante

secuenciacion del DNA.

C 122 PCRs
\AL A (dosreacciones
independientes)
4—3— * D\
!
AB .
" DNAmolde de
. la22 PCR
5 (AB+ BC)
cb
!
—A, 5
- 28PCR
D
!
— He —
— e —

Figura 31. Mutagénesis dirigida mediante extensiéon de productos de PCR solapantes. Las
lineas amarillas paralelas representan el gen original; las flechas rojas los oligonucleétidos A y B, las
flechas azules los oligonucleétidos C y D. Los extremos de color negro son las secuencias que
contienen los puntos de corte para enzimas de restriccion para la posterior clonaciéon del producto
resultante. Las lineas 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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[1.10 Obtencion de genes quimeéricos

La obtencion de genes quiméricos se llevd a cabo mediante la técnica de
extension de productos de PCR solapantes (Ho et al. 1989) explicada en el apartado
anterior y adaptada para el objetivo en cuestién, tal como se ilustra en la Figura 32.
Las caracteristicas de los genes quiméricos obtenidos en este trabajo se detallan en

los apartados 11.1.1.1 y 11.1.2.

\A Genl Gen 2 C 122 PCRs
(dos reacciones
independientes)

B ™~ D\
i
AB DNAmolde de
la 23 PCR
(AB+BC)
cD
)
A,
22PCR
“D
i

Figura 32. Obtencién de genes quiméricos por extension de productos de PCR solapantes. En
lineas 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 restriccion para la posterior clonacidn del producto resultante.

[1.11 Secuenciacion del DNA

Los fragmentos de DNA a secuenciar se amplificaron por PCR o se clonaron en
un plasmido. Los productos de PCR se purificaron con el kit High Pure™ PCR Product
Purification Kit de Roche y los plasmidos con el kit de Minipreps de ABI Prism™ de
Perkin Elmer. La secuenciacién se realizd6 en el Servicio de Secuenciacion de la
Universidad de Murcia (SACE).
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[1.12 Técnicas electroforéticas

11.L12.1 Electroforesis de DNA en gel de agarosa

La separacién de fragmentos de DNA se realiz6 mediante electroforesis en
geles horizontales de agarosa (Pronadisa) de distintas concentraciones, preparados
en tampon TAE 1X. El DNA se visualiz6 mediante tincion con bromuro de etidio e
iluminacion con luz ultravioleta. La purificacion de fragmentos de restriccion se realizo
tras su separacién en un gel de agarosa de bajo punto de fusion (Pronadisa). Las
porciones de agarosa con el DNA de interés se recortaron del gel con un bisturi y el
DNA se purifico con el kit High Pure™ PCR Product Purification Kit de Roche.

11.L12.2 Electroforesis de DNA en gel de poliacrilamida no desnaturalizante

Este tipo de electroforesis se utiliz6 para analizar los cambios en la movilidad
electroforética que ocurren cuando una proteina se une a un fragmento de DNA. Para
la elaboracién 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) 39 4g
TBE 0,5X 50 ml
Persulfato amoénico 25% 0,133 ml
TEMED 0,025 ml

Tras su polimerizacion, el gel se transfiri6 a un tanque de electroforesis vertical
gue contenia tamp6n TBE 0,5X. Antes de cargar las muestras, el gel se precorrio
durante 30 minutos, a un voltaje de 200 V, 30 mA. La electroforesis de las muestras se
realiz6 a un voltaje constante de 200 V durante 1-2 horas. Las posiciones de las
bandas se detectaron, tras secar el gel, mediante autorradiografia en pelicula Biomax

MS de Kodak (en general, 2 horas de exposicion a =70 °C fueron suficientes).
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11.12.3 Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida-SDS

La separacion de las proteinas presentes en una muestra en funcion de su
tamafio se realiz6 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 tamafio molecular
utilizados (PageRuler Plus Prestained Protein Ladder 10 to 250 kDa) fueron
suministrados por Thermo Scientific. Antes de cargar, las muestras conteniendo
tampdn de carga se incubaron durante 5 minutos a 100 °C. Para depositarlas en los
pocillos se utiliz6 una microjeringuilla (Hamilton). La electroforesis se realiz6 a 200 V

durante 60 minutos.

11.13 Expresion y purificacién de proteinas

[1.13.1 Purificacion proteinas fusionadas a cola de histidinas

Para la expresion de la proteina TtCarH, CarHCt, QTtl y QTt2 en E. coli se
utilizé el sistema pET de Novagen. Los plasmidos pMR3014 (pET15b-TtcarH),
PMR3471 (pET15b-TtcarHCt), pMR3371 (pET15b-qTtl), pMR3366 (PET15b-qTt2) se
introdujeron en la estirpe BL21(ADE3). Antes de proceder a la purificacion de la
proteina, se analizé su solubilidad realizando pruebas a pequefia escala con varias
colonias transformantes. Para efectuar la purificacién, dos colonias de la estirpe
transformada se picaron e inocularon en 10 ml de medio liquido LBAmp. El cultivo se
incubd en agitacién a 370 C y al alcanzar una DO600 = 0,6 se diluy6 1:100 en 10 ml
(pruebas de expresion y solubilidad) o en 1 | (purificacién) de medio LBAmp fresco.
Una vez diluido se incubd a 37 °C en agitacion. Cuando los cultivos alcanzaron
nuevamente una DO600 = 0.6 se afiadié IPTG (que quedd a una concentracion de 80-
100 mM) para estimular la expresién del gen correspondiente y se incubaron toda una
noche en agitacion a 25 °C. A la mafana siguiente, el precipitado celular se separ6 por
centrifugacion en rotor JLA-9.1000 Beckman a 7500 g durante 10 minutos y se
almaceno -70 °C. Tras la posterior descongelacion a 4 °C, el pellet se resuspendi6 en
tampon A que contenia los inhibidores de proteasas fluoruro de fenilmetilsulfonilo
(PMSF) y benzamidina, ambos a una concentracion de 1 mM. La rotura celular fue
realizada por tratamiento con ultrasonido con un sonicador automatico Labsonic (B.
Braun), aplicando tiempos de sonicacion suficientes para conseguir la rotura de la

practica totalidad de las células, detectada por observacién microscépica (pruebas de
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expresion y solubilidad) o en la prensa French (purificacién). El extracto celular se
centrifugd (20000 g, 45 minutos) separandose asi la parte soluble de la insoluble. La

proteina se purific6 mediante cromatografia de afinidad utilizando columnas

™
conteniendo la resina TALON metal affinity (CLONTECH), que consiste en pequefias

bolitas de sefarosa recubiertas de cobalto. La fraccion soluble del extracto celular se
paso por la columna, que posteriormente fue sometida a varios lavados con tampén A.
Se eluyé 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
contenian >95% He-TtCarH, a juzgar por su aspecto en geles de poliacrilamida-SDS,
se dializaron con membranas de didlisis Spectra/Pro Molecularporous MWCO 3500 de
Spectrum®. Una vez dializadas, se reunieron y sometieron a un dltimo paso de
purificacibn en una columna de intercambio i6nico MonoS, se concentraron y se

guardaron a =70 °C con 50% glicerol.

11.13.2. Expresion y purificacién de proteinas mediante el sistema IMPACT-CN

El proceso de purificacién de CarA, CarACt (dominio C-terminal de CarA), QTt1,
QTt2, TtCarHCt (dominio C-terminal de TtCarH), y TtCarHCt [H177A] se llevd a cabo
mediante el sistema IMPACT-CN de New England Biolabs. Para la expresion de las
proteinas en E. coli se clonaron los genes correspondientes en el vector pTYB12. Los
plasmidos resultantes: pMR3451 (pTYBl12-carA), pMR3522 (pTYB12-carACt),
PMR3469 (pTYB12-qTtl), pMR3470 (pTYB12-qTt2), pMR3471 (pTYB12-TtcarHCt),
PMR3536 (pTYB12-TtcarHCt [H177A]), se introdujeron en la estirpe BL21 (ADE3).
Antes de proceder a la purificacion de la proteina, se realizaron pruebas a pequefa
escala con varias colonias transformantes para establecer las condiciones 6ptimas de
expresion y solubilidad. En estos ensayos se observd que las proteinas eran
parcialmente solubles solo si se realizaba la sobre-expresion a una temperatura de 18
°C durante aproximadamente 20 horas. Para purificar la proteina, se inocularon 10 ml
de LB suplementado con ampicilina con células de la estirpe transformada y se
incubaron a 37 °C hasta que el cultivo alcanzé una DOgy= 0,6. En ese momento, se
transfirieron los 10 ml de cultivo a 1 litro de medio LBAmp fresco y se incub6 a 37 °C
hasta alcanzar una DOgyp= 0,6. A continuacion, se aclimatdé el cultivo a 18 °C,
manteniéndolo en agitacion a esa temperatura durante una hora, y tras ello se indujo

la expresion de la proteina con 1mM de isopropil B-D-tiogalactésido (IPTG) durante 20
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horas de crecimiento a 18 °C. Las células se recogieron por centrifugacion y el
precipitado celular se almacend a -70 °C hasta su utilizacion.

En la purificacion a partir de la fraccion soluble todos los pasos que se
describen a continuacion se realizaron a 4 °C, a menos que se indique lo contrario. El
precipitado se descongel6 a 4 °C y se resuspendié en 20 ml de tampdn B con 500 mM
NaCl. Las células, siempre en hielo, se lisaron en una prensa French. El material
insoluble se elimind por centrifugacion durante 20 minutos a 13.000 x g, a 4 °C. La
fraccion soluble se sometié a continuacion a una cromatografia de afinidad empleando
una resina de quitina-agarosa, previamente equilibrada con 30 ml de tampoén de
lavado (20 Tris-HCI, pH 8.5, 500 mM NacCl). Tras el paso por la columna, ésta se lavd
con 10 volumenes de tampéon B con 1M NaCl para eliminar proteinas unidas
inespecificamente a la resina. A continuacién, se afiadidé a la columna un volumen tal
de tampdn B (con 500 mM NaCl y 50 mM DTT) que rellenase toda la columna. En ese
momento, se interrumpié el flujo y se incubé sin agitacion a 16 °C durante 20 h. Tras
ese tiempo, se volvio a permitir el flujo, recogiéndose el eluido que contenia la proteina
separada del dominio inteina, que queda unido a la columna. Finalmente se realizé un
ultimo paso de purificacién por HPLC mediante una columna de intercambio i6nico
MonoS y/o una columna de exclusion de tamafio Superdex 200. Las fracciones que
contenian >95% de la proteinas purificada, a juzgar por el aspecto en geles de
poliacrilamida-SDS, se reunieron, se concentraron, y se guardaron a -70 °C con 50%

glicerol.

II.14 Ensayos de cambio en la movilidad electroforética (EMSA)

Los fragmentos de DNA de 130 pb (region promotora de carB) o de 177 pb
(regiébn promotora de TtcarH) utilizados en los ensayos de cambio en la movilidad
electroforética (EMSA) se obtuvieron mediante amplificaron por PCR. Uno de los
oligonucledtidos usados en la reaccion de PCR se marcG previamente en su extremo
5" con [y**P]JATP y T4 polinucleétido quinasa (GE Healthcare). Tras la amplificacion, el
[vy**P]ATP no incorporado se eliminé mediante centrifugacion en columna de Sephadex
G-25 (DNA Grade, GE Healthcare) y el fragmento de DNA se purificé con el kit High
Pure PCR Product Purification (Roche). Cuando en los ensayos de EMSA se utilizaron
oligonucledtidos, tras el marcaje de uno o de ambos oligonucle6tidos complementarios,
éstos se hibridaron entre si. Para ello se prepard una mezcla equimolecular de los dos

oligonucledtidos y se introdujo en agua hirviendo durante 2 minutos. A continuacion, la
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mezcla, aun sumergida en el agua en ebullicidn, se dejo enfriar lentamente hasta 4 °C
durante toda la noche. Una vez hibridados los oligonucleétidos, la mezcla se pas6 por
una columna de Sephadex G-25.

La reaccion de union se realizé en un volumen de 20 pl que contenia ~1 nM del
fragmento de DNA marcado (~13000 cpm), distintas cantidades de proteina 'y 1 ug de
DNA de salmén en un tampén de reacciéon que contenia 100 mM KCI, 15 mM HEPES,
(4 mM Tris pH 7,9, 1 mM DTT, glicerol 10% y 200 ng/pl BSA) suplementado o no con
cobalaminas.

Las distintas reacciones se incubaron durante 30 minutos a 30 °C y, salvo que
se indique lo contrario, en oscuridad. Las muestras sometidas a iluminacién se
expusieron de 15 a 300 segundos, a intensidades entre 1y 10 W/m?y a 405, 465, 520
0 660 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 iluminacién regulable (fabricadas
por Cetoni GmbH). Antes de la adquisicion 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/m?), 438 nm (15 W/m?) y 540 nm (11 W/m?
utilizando los bloques de filtros UV-2E/C, CFP y G-2E/C, respectivamente. Las
intensidades luminosas se estimaron utilizando un potenciémetro O6ptico 1815-C
equipado con un detector 818-SL (Newport) en ambos casos.

Tras la incubacion, las muestras se sometieron a electroforesis en un gel de

poliacrilamida no desnaturalizante a una concentracion entre el 6 y el 8%.

11.15. Ensayos de proteccion frente a digestion por DNasa |

La reaccion de unién se realizé en un volumen de 20 pyl y en las mismas
condiciones descritas para el EMSA, pero usando mayor cantidad de DNA marcado
(~45.000 cpm). Tras la incubacién de las reacciones a 37 °C, se afiadieron 5 unidades
de DNasa | (Takara), que se dej6 actuar durante 2 minutos a 37 °C antes de detener la
reaccion a 4 °C con 1 pl de 0,5 M EDTA. Finalmente, el DNA se precipitdé con etanol y
posteriormente se sometio a electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante al
6%.

En los ensayos realizados con TtCarH, QTtl y QTt2 se compardé el patron de
proteccion en las distintas calles con y sin las proteinas correspondientes y en
presencia o ausencia de cobalaminas (a concentracién molar cinco veces superior a la
de proteina). Las reacciones tuvieron lugar en condiciones de baja intensidad luminica

para evitar la fotdlisis de las cobalaminas. Las posiciones de las bandas se detectaron,
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tras secar el gel, mediante autorradiografia en pelicula Biomax MS de Kodak (en
general, 1 dia de exposicion a =70 °C fue suficiente).

Las reacciones de secuenciacion quimica G + Ay C + T utilizadas como
marcadores enlos experimentos de proteccion frente a la digestion con DNasa | se
realizaron segun el método de Maxam y Gilbert (Ausubel et al. 1988).

11.16 Expresion del gen lacZ en M. xanthus

La determinacion de la actividad B-galactosidasa en M. xanthus se llevé a cabo
inicialmente de modo cualitativo y, posteriormente, de modo cuantitativo. Para la
determinacion cualitativa, tras el crecimiento durante 24—-48 horas a 33 °C en medio
sélido CTT Xgal o CTT Xgal CNB;; y en las condiciones de iluminacion deseadas, se
observo la intensidad de la coloracion azul de las colonias.

Para la determinacion de la actividad B-galactosidasa especifica de una estirpe,
se inocul6 ésta en medio liquido CTT mas el antibidtico y/o cobalamina
correspondiente. Las condiciones concretas de incubacion se especifican en cada
caso. Cuando el cultivo alcanzé la densidad celular deseada, se tom6 una muestra.
Para ello, se centrifugd 1-1,5 ml de cultivo, las células se resuspendieron en tampon Z
y se almacenaron a -70 °C. Antes de realizar el ensayo, las muestras se
descongelaron en agua a temperatura ambiente. La rotura de las células se realiz6
mediante tratamiento con SDS/cloroformo (Griffith y Wolf 2002). El ensayo de actividad
B-galactosidasa se realizd segin Miller, 1972, empleando 50-75 pl del extracto celular.
La concentracibn de proteinas se midié6 segun Lowry et al., 1951. La actividad
especifica de B-galactosidasa se expresa en nanomoles de o-nitrofenol (generado por
la rotura enzimatica del sustrato ONPG) producidos por minuto y miligramo de proteina.
Salvo que se indique lo contrario, la actividad B-galactosidasa especifica se expresa
en nanomoles de o-nitrofenol (generado por rotura enzimatica del sustrato ONPG)

producidos por minuto y miligramo de proteina, de acuerdo con la ecuacion:

213- Aszo
t-ml- (mgml)

Actividad especifica =

donde 213 es el coeficiente de extincion del o-nitrofenol y convierte la densidad 6ptica
medida a 420 nm en los ensayos de actividad en nanomoles de o-nitrofenol
producidos; ml es el volumen del extracto utilizado en la determinacion de la actividad;

mg/ml es la concentracion de proteinas de la muestra; y t representa el tiempo de
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incubacion en minutos a 33 °C antes de detener la reaccion. Las medidas se
realizaron en un lector de microplacas de 96 pocillos Spectra max 340 PC 384 de
Molecular Devices®

11.17. Cromatografia de filtracion en gel

La cromatografia de filtracion en gel se realizdé con un equipo de HPLC AKTA y
una columna de Superdex200 (GE Life Sciences), para la separacion por exclusién de
tamanfios, equilibrada con una solucién de 150 mM NacCl, 50 mM tampén fosfato, pH
7.5, y 2 mM de B-mercaptoetanol. La columna se calibr6é con los siguientes estandares
(Sigma-Aldrich): aprotinina (6.5 kDa), citocromo C (12.4 kDa), anhidrasa carbonica (29
kDa), ovoalbumina (43 kDa), BSA (66 kDa), alcohol deshidrogenasa de levadura (150
kDa), B-amilasa (200 kDa), azul dextrano (2 MDa, para determinar el volumen de vacio
Vo) , y vitamina By, (1.35 kDa, para estimar el volumen total). La curva de calibracion
obtenida fue: log M, = 7.885- 0.221V,, donde M, es el peso molecular aparente y V, es
el volumen de elucién. La proteina (100 puL; 45-165 uM), pura o incubada con
cobalaminas a una concentracién molar 5 veces superior durante al menos 15 min en
oscuridad, se inyecto en la columna o fue sometida a iluminacion antes de la inyeccion.
Las muestras de proteinas iluminadas se irradiaron durante 5 minutos en tubos de 1,5
ml con luz blanca (12 W/m? o roja (13 W/m?, o con luz de longitudes de onda
centradas en 360 nm (12 W/m?), 438 nm (15 W/m?) y 540 nm (11 W/m?) utilizando un
microscopio de epifluorescencia o con longitudes de onda de 405, 465, 520 o0 660 nm
a intensidades entre 1 y 10 W/m? usando bombillas LED (véase apartado 11.14).

El seguimiento de la tasa de elucién (0.4 mL/min) se realiz6 midiendo la
absorbancia a 280, 361 y 522 nm. Los M, correspondientes a los picos obtenidos se
determinaron a partir de su V.. La identidad de las proteinas en los picos de elucién se
comprobd6 por SDS/PAGE. El M,y el error utilizados corresponden, respectivamente, a
la media de un minimo de tres medidas independientes y al SEM (Standard Error of
the Mean). La concentracion de proteina en los picos fue estimada por el ensayo de

BioRad y la de AdoB;, por absorbancia a 522 nm.
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lll. RESULTADQOS
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lll. 1 Caracterizacion de CarA y CarH

Como se menciond en la Introduccién, la mayoria de los genes estructurales
implicados en la carotenogénesis se agrupan en el operon carB, cuya expresion es
fotoinducible. ElI promotor de carB (Pg) esta regulado negativamente en oscuridad por
CarA (McGowan et al. 1993; Lépez-Rubio et al. 2002; Pérez-Marin et al. 2004;
Navarro-Avilés et al. 2007; Ledn et al. 2010) y CarH (Pérez-Marin et al. 2008), y se
activa en luz por la accién antagonista de CarS (Whitworth y Hodgson 2001; L6pez-
Rubio et al. 2002). Tanto CarA como CarH presentan un dominio N-terminal de unién
al DNA similar al de las proteinas 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 sefia de identidad de ambas proteinas es la presencia de un
dominio C-terminal con un motivo de union a B;, que, hasta el descubrimiento de CarA
y CarH, solo se habia observado en enzimas que utilizan la vitamina como cofactor,
tales como la sintetasa de metionina de E. coli (Cervantes y Murillo 2002; Lopez-Rubio
et al. 2002; Pérez-Marin et al. 2008).

Varios estudios previos del grupo han permitido descifrar el modo de accion
molecular del represor CarA y de su antirrepresor CarS (L6pez-Rubio et al. 2002;
Lopez-Rubio et al. 2004; Pérez-Marin et al. 2004; Navarro-Avilés et al. 2007). Asi, se
ha demostrado que CarA se une in vitro a un operador bipartito en Pg y que dicha
unién blogquea 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 Bj,, como cabria
esperar de la presencia de un motivo de unién a cobalaminas en su dominio C-
terminal, ni in vivo ni in vitro se requiere la vitamina para que ocurra la represion de Py
por CarA o la antirrepresion por CarS (Pérez-Marin et al. 2008).

Inicialmente, la funcién represora de CarH pasé desapercibida ya que su
delecion no da lugar a ningun fenotipo apreciable si CarA esta presente (Cervantes y
Murillo 2002). Fue el hallazgo inesperado de que una estirpe portadora de una
delecion de carA recuperaba el fenotipo silvestre en presencia de B, lo que llevo al
descubrimiento de CarH que, como CarA, es capaz de reprimir Pg, pero lo hace de
manera dependiente de B;, (Pérez-Marin et al. 2008). Entender la base molecular de
la diferencia entre CarA y CarH en cuanto a su dependencia de B;,, determinar qué
forma de la vitamina esta implicada y averiguar si existe algin vinculo entre la vitamina

y la respuesta a la luz han sido los objetivos principales de este trabajo.

73



I1l. Resultados

[11.1.1 La dependencia de B, reside en un médulo autbnomo

Una primera aproximacién para abordar el estudio de la diferencia funcional
entre CarA y CarH consistio en sustituir el dominio C-terminal de CarA por el de CarH,
ambos con un motivo de union a B;,, y analizar el comportamiento de la proteina
resultante en cuanto a su dependencia o no de Bi,. En la Figura 33 se muestra el
alineamiento de las secuencias de CarA y CarH (también se incluye la proteina
homdloga de T. thermophilus, TtCarH; véase mas adelante), con los dominios N y C-
terminales y la regién conectora demarcados.

Dominio N-terminal tipo MerR

Carh 1 F---
CarH 1 R-AE WV H
TtCarH 1 AUTSSEV J-Z.u B SN :
COnSensc l,* ...*.******...*.*... ;
Carh FETEPPRE-———————————- RFWS BGD El :
CarH P PQLME GLEAEVAGEEL S '["w "'1* T DP
TtCarH Y L ——— —————— —————— Lr_Gr-E.r-
COnSensc ElE SEE L e :

Carh 104} r-QT 3' AR CrARSRREE (e E- ———-
CarH 118 LEL- 2 LED',hEE-n
TtCarH 102i)F EY GERED

consensc 121. ...... .o FLE LR, * *
Cark L %T
CarHd QR‘ 1._3 :
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DM G 3nenor 300 {41 3000 30000 300000 N0 XK
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TtCarH 221 B L E.PLEL;-L ———I850 GPE EfpEoLEGHLE
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Cari 293 - _GDRIE GT_D___ : Dominio C-terminal de union a cobalaminas
TtCarH 2'?3 LPR‘_PEE{E.“l :
consensc 3013

Figura 33. Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de CarA, CarH y TtCarH. Los residuos
idénticos estan sombreados en negro y los que son similares en al menos dos secuencias alineadas
en gris. En la linea 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 linea discontinua azul bordea el
segmento que corresponde al dominio N-terminal y la roja el segmento del dominio C-terminal. En la
region C-terminal se sefialan en verde los aminoacidos de la secuencia consenso de union a
cobalaminas. La regién conectora esta marcada por dos flechas opuestas de color verde.

Para ello, se generaron los genes quimeéricos, gl y g2, mediante el método de la PCR

solapante (véase Apartado 11.10). Los productos génicos correspondientes, Q1 y Q2,
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estarian 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 mas largo (Figura
34).

CarA CarH

Figura 34. Esquema de CarA y CarH, y de las
9 quimeras Q1 y Q2. Los dominios N- (de menor

tamafio y a la izquierda) y C-terminales (mas
Q1 Q2 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
proteinas de origen.

[ S ——
© rmmm—————

Ambos genes se clonaron, para su expresién constitutiva, aguas abajo de Pj,
uno de los promotores ribosomicos en tdndem de M. xanthus, ya utilizado previamente
para expresar carA o carH y complementar su falta de funcion en M. xanthus (Pérez-
Marin et al. 2008). El vector de clonacion utilizado incluye ademas un gen marcador de
resistencia a kanamicina (Km®), un origen de replicacion de E. coli y una regién de
1,38 kb (comprendida entre las posiciones 8498672 y 8500048 del genoma de M.
xanthus), que carece de actividad promotora, para la integracibn cromosémica por
recombinacion homdloga (Figura 35). Los plasmidos resultantes de la clonacién se
introdujeron, por electroporacion y seleccion del caracter KmR, en la estirpe AcarA
AcarH (MR1716), para evitar asi que la funcion de las proteinas quiméricas pudiera

quedar enmascarada por la de las proteinas enddgenas CarA y CarH.

.".- 38 ulmera X ...... 1:--“:
DNA gendmico

(estirpe AcarA AcarH) —

Figura 35. Representacion esquematica del plasmido utilizado para la clonacién de los genes
guiméricos y su introduccién en M. xanthus. Pc: promotor constitutivo (P3). 1,38: region de 1.38 kb
para la integracion genémica del plasmido. P, Km": gen de resistencia a kanamicina con su promotor.
OriC: origen de replicacion para E. coli.
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La incapacidad de M. xanthus de sintetizar B;, ha facilitado los estudios sobre
la dependencia o no de By, pues basta con suplementar o no el medio de cultivo con
cianocobalamina (CNBj,) para realizar dichos analisis. Aunque se desconocen los
detalles moleculares sobre como ocurre en M. xanthus, dicha cobalamina debe ser
transportada al interior celular y transformada a cualquiera de las dos formas
metabdlicamente activas de la vitamina, MeB;, o AdoB,. Asi, una vez obtenidos los
electroporantes que expresan las quimeras Q1 o Q2 en fondo genético AcarA AcarH,
se estudio su fenotipo tras 48 horas de incubacion en presencia o ausencia de luz en
medios suplementados o no con CNBy, (segun lo indicado en 11.2). Como se muestra
en la Figura 36, la estirpe AcarA AcarH, incapaz de reprimir Pg, muestra una coloracion
naranja en la oscuridad haya o no By, en el medio, debido a la expresion constitutiva
del operén carB. En la luz, su coloracién se vuelve roja debido a la expresion a niveles
altos no solo de carB sino también de crtlb. Las estirpes que expresan las proteinas
Q1 y Q2 mostraron el mismo fenotipo que la estirpe AcarA, presentando una
coloracién naranja en oscuridad y ausencia de la vitamina, que pas6 a amarillo en
presencia de B, y a rojo en la luz tanto en ausencia como en presencia de B, (Figura
36). Que la represion de la carotenogénesis por las quimeras Q1 y Q2 requiera B,
permite concluir que la dependencia de B, reside en el dominio C-terminal de CarH.
Asi, basta con reemplazar el dominio C-terminal de CarA por el de CarH, vaya o no
acompafado de la region conectora de CarH, para que la funcién de CarA sea
dependiente de Bas.

OSCURIDAD LUz

-By, +By,

Silvestre
AcarA

AcarH . -
AcarA w .-. .
« 6Q W N

Q2
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Figura 36. Fenotipos de la estirpe silvestre, de los mutantes AcarA AcarH y AcarA, y de las
estirpes portadoras de CarH, Q1 y Q2 en fondo genético AcarA AcarH. Las diferentes proteinas se
representan con sus dominios (el N-terminal a la izquierda) unidos por la regién conectora,
correspondiendo el color verde a regiones procedentes de CarA y el azul a CarH. Gotas de 5 pl de
cultivos de las diferentes estirpes mostradas se depositaron en medio suplementado o no con 1 uyM de
CNB:32 y se incubaron en oscuridad o luz.
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Una vez establecido que la dependencia de B, reside en el modulo C-terminal
de CarH nos propusimos estudiar la base molecular de dicha dependencia mediante
ensayos in vitro, utilizando para ello la proteina purificada. Previamente, se habian
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 proteina CarH o su dominio
C-terminal (CarHCt) en forma soluble y activa resultaron infructuosos, lo que ha
impedido el analisis directo de su dependencia de By, in vitro.

Como se menciond anteriormente, existe una proteina homoéloga a CarA/CarH
en T. thermophilus. Las proteinas de los organismos termdfilos suelen ser solubles, de
facil purificacion y asequibles para los estudios bioquimicos y estructurales. Si la
proteina de T. thermophilus resultase, como CarH, dependiente de B;,, su estudio
podria ayudar a descifrar la base molecular de dicho comportamiento. En estudios
previos del grupo no se observé complementacién de la falta de carA ni de carH
cuando se introdujo el gen homdlogo 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
complementacion no se deba a una falta de expresion del gen homélogo en M.
xanthus, sino mas bien a un problema de reconocimiento de la secuencia operadora
de Pg por la proteina de T. thermophilus. Por ello, en este trabajo se construyeron dos
quimeras, QTtl y QTt2, que presentan el dominio C-terminal de la proteina de T.
thermophilus fusionado a CarANt y CarHNt, respectivamente, manteniendo las
regiones conectoras propias de cada dominio N-terminal (Figura 37).

HoméIOgo gE Figura 37. Esquema de la

CarA CarH T. thermophilus arquitectura de dominios
de CarA y CarH, de la
proteina homoéloga de T.
thermophilus, y de la
guimeras QTtl y QTt2. Los
dominios N- (de menor
tamafo y a la izquierda) y C-
74 80 289 terminales (méas grandes y a
la derecha) se representan

QTt2 como esferas, unidas por las

regiones conectoras. Los
colores de cada parte de las
proteinas guiméricas
coinciden con los de sus

proteinas de origen.
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Los genes quiméricos se clonaron en el plasmido descrito anteriormente

(Figura 35) y se introdujeron por electroporacion en la estirpe AcarA AcarH. El color
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naranja mostrado por las estirpes que expresan QTtl y QTt2 en medio sin By, y
oscuridad se tornd amarillo en presencia de Bi,, lo que demuestra que las dos
quimeras son capaces de funcionar como CarH (Figura 38). Por tanto, el dominio C-
terminal de la proteina homologa de T. thermophilus, ya sea unido al dominio de unién
al DNA de CarA o de CarH, confiere la misma actividad dependiente de B, in vivo que
el propio CarHCt. Debido a que su comportamiento se asemeja méas al de CarH que al
de CarA, hemos denominado TtCarH al homélogo de T. thermophilus.

OSCURIDAD LUz
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Figura 38. Fenotipos de la estirpe silvestre, de los mutantes AcarA AcarH y AcarA, y de las
estirpes portadoras de QTtl y QTt2 en fondo genético AcarA AcarH. Las diferentes proteinas se
representan con sus dominios en forma de esferas (correspondiendo la mas pequefia al dominio N-
terminal) unidas por las regiones conectoras. Las partes de las proteinas procedentes de CarA, CarH y
TtCarH se muestran en color verde, azul y morado, respectivamente. Gotas de 5 uyl de cultivos de las
diferentes estirpes mostradas se depositaron en medio suplementado o no con 1 uM de CNB;, y se
incubaron en oscuridad o luz.

Una vez establecido que QTtl y QTt2 se comportan como CarH, se procedié a
la expresion de las dos quimeras en un sistema heter6logo para su posterior
purificacion (Apartado 11.13), que fue relativamente sencilla, pues se expresaron en
forma soluble. Con las proteinas quiméricas purificadas se realizaron ensayos de
union al operador de Pg in vitro en ausencia y presencia de diferentes formas de
cobalamina. En estudios previos se habia determinado que CarA se une
cooperativamente al operador: primero a un sitio palindromico de alta afinidad (pl)
situado aguas arriba de Pg, y luego a otro sitio de baja afinidad (pll) que solapa con la
region - 35 de Py para bloquear el acceso a la polimerasa de RNA (Lopez-Rubio et al.
2004). Ambos sitios se encuentran incluidos en un fragmento de 130 pb que se ha
venido utilizando para estudiar la union de CarA al DNA. En los ensayos de cambio en
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la movilidad electroforética (EMSA), la unién cooperativa de CarA a su operador se
manifiesta por la rdpida conversion de una banda retrasada inferior, que representa la
formacion del denominado complejo | (Cl), en otra banda superior (complejo Il o Cll), a
medida que aumenta la concentracion de CarA (Figura 39).

CarA (nM)

o s = ]

8 15 30 45 60
-

pl pll
Cl —»
pl pil H -

Figura 39. Ensayo de EMSA con el fragmento de 130 pb a concentraciones crecientes de CarA
(derecha). A la izquierda, se representa la union de CarA a los palindromes pl y pll del operador de Pg
para formar los complejos Cl y CII.

Cuando se analiz6 la union de QTt1 al fragmento de 130 pb mediante EMSA se
observo que, a pesar de tener el mismo dominio de unién al DNA que CarA, QTtl se
unia al operador con una afinidad considerablemente inferior (Figura 40). Asi, incluso a
una concentracion 15 veces superior a la utilizada con CarA, solo se observé la
formacion de dos bandas difusas en lugar de la Unica banda, de movilidad inferior y
bien definida, que aparece con CarA. Esta diferencia, que debe residir en los
diferentes dominios C-terminales de ambas proteinas, probablemente refleja que QTt1
no se une de forma cooperativa al operador de P en las condiciones ensayadas. Aun
mas baja fue la afinidad de QTt2 por el operador, que mostr6 una unién al DNA
apenas perceptible incluso a altas concentraciones de proteina (Figura 40). Que QTt2
se una con menor afinidad al operador que QTtl es probable que se deba a las
diferencias de afinidad de sus respectivos dominios de union al DNA, pues CarHNt
presenta una afinidad intrinseca por el operador significativamente inferior a la de
CarANt (Pérez-Marin et al. 2008).
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CarA QTtl QTt2

Figura 40. EMSA con QTtl y QTt2 en

[—— i ausencia de cobalaminas. Calle 1: DNA

EU " i ' libre (fragmento de 130 pb); calles 2 y 3:

- DNA + CarA a 20 y 40 nM,

respectivamente; calles 4 a 9: DNA + QTtl

a 30, 60, 110, 220, 450 y 900 nM,

respectivamente; calles 10 a 15: DNA +

- o o o S 15030, 60, 110, 220, 450 y 900 nM,
respectivamente.
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Puesto que en los estudios in vivo tanto QTtl como QTt2 requirieron By, para
reprimir Pg, a continuacién se comprobd si alguna de las formas de la cobalamina
afectaba a su interaccion 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 iluminacion. Ni la MeB,, ni la
CNB;, afectaron a la afinidad de QTt1 o QTt2 por su operador (Figura 41). Tampoco la
hemina que es capaz de unirse al motivo de unién a cobalaminas de ciertas proteinas
implicadas en la deteccién de luz y de los niveles rédox (Han Y. et al. 2007; Moskvin et
al. 2007; Moskvin et al. 2010), tuvo ningun efecto sobre la union de QTtl o QTt2 al
operador (Figura 42).

Qrt1 O:O QT2 Oo

Il ol e It ol x|
AdOBu MeBlz CNBlz a1y AdoBlz MeBlz CNBIZ

b b

" il

i1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

7 8 9 10 11 12 13 14

Figura 41. Efecto de las diferentes cobalaminas en la union de QTtl 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 + AdoBi»
a 16, 31, 63 y 125 nM respectivamente; calles 7 a 10: DNA + QTt1/QTt2 + MeB1, a 16, 31, 63y 125 nM
respectivamente; calles 11 a 14: DNA + QTt1/QTt2 + CNB, a 16, 31, 63 y 125 nM respectivamente.

Por el contrario, la presencia de AdoB;, en la reaccién tuvo un efecto notable
en la unién de QTt1 y, aun todavia mas llamativo, de QTt2, al operador de Pg. Asi, en

presencia de AdoB;, se observé un Unico complejo, bien definido, y de movilidad
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similar a la del complejo CIl formado por CarA, quedando una cantidad apenas
apreciable de DNA libre (Figura 41). Como cabia esperar de los resultados obtenidos
in vivo, la unién de CarA al DNA in vitro no se vio afectada por la presencia de ninguna
de las tres formas de cobalamina (Figura 43).

QTtloo qre2 Oo
AdoB,, - - + - - + -

Hemina - - - + - - +

W O

Figura 42. Efecto de la hemina en la unién de
QTtl y QTt2 al DNA in vitro. EMSA con el
fragmento de 130 pb y QTtl o QTt2 (25 nM) en
oscuridad y en presencia o ausencia de 100 nM de

U - - U‘“ AdoB1, 0 hemina.

En los ensayos de proteccion frente a digestiéon por DNasa | (Apartado 11.15),

CarA protege de la digestion una region del operador que se extiende desde la

posicién -19 hasta la -70 respecto del sitio de inicio de la transcripcion (Lépez-Rubio et

al. 2004). Ademas, aparecen dos hipersensibilidades, en las posiciones -55y -77, que

reflejan posibles distorsiones del DNA ocasionadas por la unién de la proteina (Craig
et al. 1995).

% % /I Figura 43. Efecto de las

cobalaminas en la union de

AdoB,, MeB,, CNB,, CarA al DNA in vitro. EMSA

realizado con CarA (20 nM).

e
o e b o b Ll ol

AdoBi2 a una concentracion de
16, 31, 63 y 125 nM,
respectivamente; calles 7 a 10:
DNA + CarA + MeB:;, a una
concentracion de 16, 31, 63 y
125 nM, respectivamente; calles

11 a 14: DNA + CarA + CNB12 a
Uh b b A una concentracion de 16, 31, 63

. 2 & 55 & o 8 o Mo A 420 43 18 y 125 nM, respectivamente.

Para determinar si el patron de union de QTtl y QTt2 al fragmento de 130 pb
se asemeja al establecido previamente para CarA, se realizaron ensayos de
proteccion frente a la digestion con DNasa I. Como se observa en la Figura 44, la
presencia de AdoB,, favoreci6é la aparicibn de una region protegida por QTtl, que
present6 un patron idéntico al observado para CarA tanto en su extensiéon como en la

aparicion de dos sitios hipersensibles, en las posiciones -55 y -63. En presencia de
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QTt2 y AdoB;, se observé un patrén de digestion similar al producido por CarAy QTt1,
salvo por la presencia de dos sitios hipersensibles adicionales, en las posiciones -34 y
-45, que reflejan posibles diferencias de unién al DNA entre CarANt (en QTtl) y
CarHNt (en QTt2) (Figura 44). En conjunto, todos estos datos demuestran que la
AdoB;, promueve la union de QTtl y QTt2 in vitro al mismo operador que CarA.

QTtl QTt2 CarA
Proteina e e | .‘JA+/
AdoBy; - e e e+t - - -F++ -

1 '!!—;'
| §ma=-
pll ié : <«-34
3=
== «-45
o -
| EESSSSS=SsStas 55
- LR i S Figura 44. Efecto de la presencia de AdoBi2 en
SR =~ = la unién de QTtl y QTt2 al DNA in vitro. Ensayo
p—tp -Et?: de proteccion frente a la digestion por DNasa |
-y e > con el fragmento de DNA de 130 pb y QTtl o
-70 ;:;,_.: ———mETEmL .= QTt2 en presencia o ausencia de AdoBi,. La
.;o.-:‘:::.::::: proteina fue afadida a concentraciones
P =~ =~ ¥ w3 crecientes, de izquierda a derecha: 16, 31, 63 y
it ' ’ Prefe 125 nM; la AdoB1» se afiadio a una concentracion

5 veces superior a la de la proteina.

[11.1.3 La AdoB3, es esencial para larepresion de Pg mediada por CarH in vivo

Si la AdoB;; 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 sintesis de AdoB;,
deberia eliminar la represion del operdn carB por CarH. Aunque M. xanthus carece de
las enzimas necesarias para la sintesis de novo de cobalaminas, si posee un gen que
determina una enzima ATR (ATP:corrinoide adenosiltransferasa) de tipo pduO (locus
YP_634078.1), homdélogo del gen pduO de Salmonella y de otros organismos,
incluyendo los humanos (Figura 45). Como se mencioné en la Introduccion, estas
enzimas estan implicadas en la sintesis de AdoB;, a partir de otras formas de
cobalamina presentes en el medio, tales como la CNB;, (Johnson et al. 2001;
Yamanishi et al. 2005; Mera y Escalante-Semerena 2010). La eliminacion de la

activididad ATR deberia, por tanto, ir asociada a la imposibilidad de sintetizar AdoB,, a
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partir de la CNB1, suministrada en el medio de cultivo. Por ello, se generd una delecion
completa y en fase del gen pduO en un fondo genético AcarA (evitando asi que la
actividad de CarH fuera enmascarada por CarA). A pesar de la presencia de CarH, la
estirpe carente de carA y pduO (MR2075) mostré color naranja en oscuridad (y, por
tanto, expresion constitutiva de carB) tanto en ausencia como en presencia de CNB;,
(0o MeByy) en el medio, lo que demuestra que la AdoB;, es la forma de la vitamina
requerida por CarH para reprimir Pg in vivo (Figura 46). Tampoco se observo represion
de Pg en medio suplementado con AdoB;,, 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.

Ecpdu0 I -
MxpduO ]l ——
HsMMAB 1 MAVCGLGSRLGLGSRLGLRGCFGAARLLYPRFQSRGPQGVEDGDRPQPSSKTPRIP
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Figura 45. Alineamiento de la secuencia de PduO de M. xanthus (MxPduO) con su homélogo en
humanos (HsMMAB) y E. coli (EcPduO). Los cédigos de acceso de NCBI para las proteinas de E. coli,
M. xanthus y Homo sapiens son CAJ87624, ABF90014, y NP_443077, respectivamente. Los residuos
idénticos estan sombreados en negro y los similares en al menos dos de las secuencias en gris. Aquellos
gue se conservan en las tres secuencias estan marcados con un asterisco en la linea "consenso". El
dominio N-terminal de aproximadamente 185 residuos de la PduO de E. coli, de mayor tamafio, es
suficiente para su actividad ATR (Johnson et al. 2004). Este dominio es similar en secuencia a la proteina
humana, més pequefia, 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 expresion de carB en la estirpe AcarA ApduO en
ausencia y presencia de B, se midié la actividad de Pg in vivo mediante la
introduccion del gen chivato lacZ en carB. Para ello, se purific6 DNA genomico de
MR1742, una estirpe de M. xanthus con una insercion del transposon Tnb5-lac-132
(portador de una sonda lacZ y un gen de resistencia a la tetraciclina) al principio del
operén carB (la denominada insercion QMR418) en fondo AcarA AcarH. En dicha
estirpe, la expresion del gen chivato lacZ se encuentra bajo el control del promotor Pg
El DNA gendmico se utilizé para electroporar la estirpe portadora de la doble delecién
AcarA ApduO, y en medio selectivo con tetraciclina se seleccionaron los
transformantes (Figura 47). Las colonias resultantes de la integracién de la sonda por
recombinacion homadloga en carB son Car’, ya que el operdn queda interrumpido tras
la integracion del transposon.

-B,,  +AdoB,, +MeB,, +CNB,,

AcarA

AcarA \carH

AcarA A\pduO

Figura 46. Fenotipo de la estirpe AcarA ApduO en presencia de diferentes cobalaminas. Gotas de
5 ul de cultivos de las diferentes estirpes mostradas se depositaron en medio suplementado o no con 1
UM de las cobalaminas indicadas y se incubaron en oscuridad.
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Estirpe donadora
(MR1742: AcarA AcarH con sonda lacZ en carB)
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Figura 47. Esquema de la introduccidn de la sonda lacZ en carB (QMR418) en la estirpe AcarA
ApduO. Los nimeros 1 a 6 designan los ORFs del operon carB y 7 a 9 los del oper6n carA. Las
flechas que forman un angulo recto marcan la posicién de los promotores Pg y Pa y su direccion de
transcripcidn, los triangulos negros invertidos los genes delecionados.

La incubacion de los cultivos para la toma de muestras y la posterior medida de
la actividad se realiz6 tal y como se indica en la Figura 48A. Al contrario de lo que
ocurre con la estirpe control AcarA, en la que la expresion de la sonda lacZ en carB se
ve reprimida en presencia de Bi,, la estirpe portadora de la doble delecion AcarA
ApduO presenté niveles elevados de actividad B-galactosidasa tanto en presencia
como en ausencia de B, (Figura 48B). Estos resultados permiten concluir que CarH

es incapaz de reprimir la expresién de Pg si no se genera AdoB;; in vivo.
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Figura 48. A. Esquema del protocolo utilizado para los ensayos de expresion de la sonda lacZ en
carB y B. medidas de la expresion de dicha sonda lacZ en las estirpes AcarA (MR844) y AcarA
ApduO (MR2075). Se muestra la media de tres medidas independientes; las barras de error
corresponden al SEM (Standard Error of the Mean).

[11.L1.4 La oligomerizaciéon de CarH y TtCarH, pero no la de CarA, requieren B,

Los resultados de apartados previos demuestran que la AdoB;, promueve in
vitro la unién de las quimeras QTtl y QTt2 al operador de Pg, € in vivo la represion de
carB mediada por CarH. Quedaba pendiente averiguar de qué manera exactamente la
presencia de AdoB;, modula la funcidén represora de CarH. Estudios anteriores
utilizando la técnica del doble hibrido de levaduras habian demostrado que CarA
(Lépez-Rubio et al. 2002) oligomeriza a través de su dominio C-terminal y que dicha
oligomerizacion es crucial para la union eficiente de CarA al DNA in vitro y la represién
de Pg in vivo (Pérez-Marin et al. 2004; Pérez-Marin et al. 2008). Sin embargo, las
versiones de CarA mutadas en residuos clave del dominio de unién a cobalaminas
mantenian su capacidad de reprimir la expresién de carB y de oligomerizar in vivo
(Pérez-Marin et al. 2008), indicando que la interaccién de CarA consigo misma ocurre
de manera independiente de Bi..

Dado que la oligomerizacion es importante para que CarA se una al DNA y
ejerza su accion represora, en este trabajo se estudio la posibilidad de que la AdoB;,
actle favoreciendo la oligomerizacion de CarH, utilizando para ello ensayos de

interaccion proteina-proteina in vivo e in vitro. En este caso, y dado que
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Saccharomyces cerevisiae no utiliza las cobalaminas para su crecimiento (Hansen et
al. 1997), el sistema del doble hibrido de levaduras se sustituy6é por el sistema del
doble hibrido bacteriano (DHB) en E. coli (Karimova et al. 1998; Karimova et al. 2000).
Aunque E. coli es incapaz de sintetizar By, de novo, puede generar AdoB;, a partir de
la CNBi, suplementada exdégenamente (Roth et al. 1996; Zhang et al. 2009). El
sistema de DHB utilizado se basa en la complementacién funcional del dominio
catalitico 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
catalitico consiste en dos fragmentos complementarios, llamados T18 y T25, que no
son activos si estan fisicamente separados. Cuando estos dos fragmentos se fusionan
a polipéptidos que interaccionan entre si, la interaccién de las dos proteinas hibridas
restaura la actividad de sintesis de monofosfato de adenosina ciclico (CAMP), que se
une a la proteina activadora de los genes catabdlicos (CAP) (Figura 49). El complejo
cAMP/CAP es un activador de la transcripcion 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 Unica fuente de carbono, fenotipo
que puede visualizarse facilmente en medio MacConkey suplementado con maltosa
(Miller 1992), o en medio LB suplementado con X-gal, gracias al gen lacZ endogeno,
que permite también realizar medidas cuantitativas del grado de interaccion. La cepa
de E. coli que se emplea como huésped en estos ensayos (BTH101) carece,
l6gicamente, de la proteina CyaA enddgena. Los plasmidos utilizados fueron pKT25 y
pUT18C, que permiten generar fusiones traduccionales al extremo carboxilo de los
fragmentos T25 y T18 de CyaA, respectivamente.

A B C

g N / ‘ v
125 | T8 R <4 «
N ¢ . . F 118

ATP N c
no cAMP ATP
.
/ Activacion 3
e .

Promotor dependiente Genes catabolicos (lac, mal, cic...)

de cAMP.CAP

Figura 49. Esquema del sistema del doble hibrido bacteriano. Se representa el dominio catalitico
completo de CyaA (A), los fragmentos T25 y T18, inactivos por separado (B), y un complejo activo
debido a la interaccion fisica de las proteinas 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 plasmidos pKT25 y pUT18C (y la equivalente de carA, carACt, como control) se
procedié a analizar si la presencia de Bj, en el medio producia algun efecto sobre la
capacidad de CarHCt de interaccionar consigo mismo. Para ello, la estirpe BTH101 se
transformoé simultdneamente con los pladsmidos pKT25-carHCt y pUT18C-carHCt, por
un lado, y con los pladsmidos pKT25-carACt y pUT18C-carACt, por otro. Como
controles negativos se utilizaron células transformadas solo con uno de los plasmidos
qguiméricos. El analisis cualitativo en cajas con X-gal puso de manifiesto que, a
diferencia de CarACt, CarHCt solo interacciona consigo mismo si la vitamina esta
presente (Figura 50). La misma conclusién se extrajo del andlisis cuantitativo de
actividad especifica B-galactosidasa (realizado segun 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 si en su presencia (Figura 51B).

By, +By; -By, +By;
CarACt CarHCt CarACt CarHCt CarACt" CarHCt* CarACt* CarHCt"
T25/T18 ~ (D €
T25
T18

Figura 50. Anédlisis cualitativo de la interaccion de CarA, CarH y sus variantes mutadas en la
histidina del motivo de uniéon a Bi> mediante DHB. Las células expresan el dominio C-terminal
indicado fusionado a T25 y T18, o0 a solo uno de ellos (controles negativos). Se depositaron gotas de 5
pI en medio con X-gal suplementado o no con 1 uM CNB;j2 y las placas se incubaron durante 12 horas
a 37 °C. La incubacion se realizd en oscuridad, en placas con X-gal suplementadas o no con 1 uyM
CNB2.

Mientras que la mutacién (a alanina) de la histidina del motivo de unién a B;,, H175,
gue resulta clave para la unién del cofactor, no tuvo ningun efecto sobre la capacidad
de CarACt de interaccionar consigo mismo; la mutacion del residuo equivalente
(H193A) en CarH elimind la interaccion dependiente de B, de CarHCt (Figuras 50 y
51B). Cabe pensar, por tanto, que la vitamina ejerce su accion sobre CarH

promoviendo su oligomerizacién y, con ello, su union al DNA.
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Figura 51. Analisis cuantitativo de la interaccion de CarA, CarH y sus variantes mutadas en la
histidina del motivo de unién a Bi, mediante el sistema del DHB. En A, esquema del protocolo
utilizado. La presencia de IPTG es necesaria para inducir la expresion de las proteinas de fusion. En B,
los valores se corresponden con la media de tres medidas independientes de actividad -galactosidasa
especifica 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 proteina de fusion (barras azules). Las células que
expresan ambas proteinas de fusion en ausencia (x, barras grises) o presencia (+, barras negras) de 1

|JM CNBlz.
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A excepcion de CarA y CcCarA (homélogo de Corallococcus coralloides), que
contienen un aspartico en la primera posicion de la secuencia consenso de unioén a By,
otras proteinas similares, incluyendo la propia CarH y TtCarH, contienen glutdmico en
dicha posicion (Figura 9). Dado que CarH y TtCarH, que presentan E, son
dependientes de Bj, y CarA, que presenta D, es independiente de la vitamina, se
considerd la posibilidad de que este residuo fuera responsable de las diferencias entre
estas proteinas en lo que respecta a la dependencia de Bj,. Para comprobar esta
hipétesis se generaron las mutaciones carH(E191D) y carH(E191Q), y se estudi6é su
efecto tanto en la carotenogénesis (en fondo genético AcarA AcarH) como en el
sistema del DHB. La estirpe que expresaba CarH(E191Q) mostré una sintesis de
carotenos constitutiva (Figura 52), consistente con la incapacidad de CarHCt(E191Q)
de oligomerizar, haya o no B;, en el medio (Figura 53). Por el contrario, la estirpe de M.
xanthus portadora de la mutacion CarH(E191D) mostr6 la represibn de la
carotenogénesis dependiente de B1, en oscuridad tipica de CarH (Figura 52), que esta
de acuerdo con la oligomerizacion dependiente de B, 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 unién a Bi,. No obstante, la pérdida de funcién de CarH
asociada al cambio de E, de caracter acido, por Q, basico, refleja que dicho residuo es

importante para que la vitamina promueva la oligomerizacién de CarHCt.

OSCURIDAD LUz

-By +B,, -By,

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 tamafio (C-terminal) conectadas por un cilindro central (regién conectora). Los asteriscos de
color rojo marcan la presencia de un cambio de aminoacido descrito justo debajo entre paréntesis.
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interaccion 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 M.

CarHCt
(E1910Q)

+ By

CarHCt ? .
(E191D) ‘ Figura 53. Anélisis cualitativo mediante DHB de la
Dado que el dominio C-terminal de TtCarH, TtCarHCt, es capaz de sustituir
funcionalmente a CarHCt, se realizaron también ensayos de interaccion proteina-
proteina para examinar el posible efecto de la vitamina By, en la oligomerizacion de
TtCarH. Al igual que con CarHCt, para los ensayos de interaccion in vivo se utilizo la
técnica del DHB (utilizando el mismo protocolo descrito para CarHCt). Para ello, se
generaron plasmidos derivados de pKT25 y pUT18C que expresaban TtCarHCt o su
version mutada en la histidina del motivo de unién a B;, (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 Bi,
siempre y cuando esté intacto el motivo de unién a cobalaminas (Figura 54). Esto
sugiere que, como ocurre en CarH, la oligomerizacion de TtCarH depende de su union

a Bi,.

Actividad B-galactosidasa

o Ty T My

N _ ZIP g
)p . T ZIP -
+
N - \o :
+ [ =
CarHCt CarHCt +
N _
B, + 1
TtCarHCt TiCarHCt +
N . \ |
y s =
TwCarHCt * arHCt * |+

(H1TTA) (H1TTA)

Figura 54. Andlisis cuantitativo de la interaccion 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 expresion 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
proteina de fusiéon (barras azules) Las células del ensayo expresan ambas proteinas de fusién en
ausencia (x, barras grises) o presencia (+, barras negras) de 1 yM CNB 2.
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Para averiguar qué estado oligomérico se ve favorecido en presencia de
AdoBj,, asi como la estequiometria de la unién, se utilizaron las preparaciones
purificadas de CarACt (como control), y de TtCarHCt o de la quimera QTt2, en
ensayos de cromatografia de exclusion de tamafio en condiciones de baja iluminacion
(para evitar la fotdlisis de las cobalaminas). TtCarHCt eluyé con un peso molecular
aparente (M,) de 24,4 + 0,7 kDa, cercano a los 22,6 kDa calculados para un mondémero,
tanto en ausencia de B;,, como en presencia de CNB;, o MeB,, (Figura 55A, panel
superior). Por el contrario, la presencia de AdoB;, provocd un desplazamiento
llamativo en el pico de elucion, que ahora correspondia a un Mr de 99,2 + 2 kDa,
indicativo de la formacién de un tetramero (Figura 55A, panel superior). La
comparacion del patron de absorbancia a 280 nm (A a la que absorben las proteinas;
Figura 55A, panel superior) y a 361 nm (A a la que absorben las cobalaminas; Figura
55A, panel inferior) puso de manifiesto que la CNB1, 0 MeB1,, como la AdoB;,, si se
unen a TtCarHCt (pues en ambos casos se observo una coincidencia entre los picos
de elucién detectados a 280 y 361 nm), aunque son incapaces de promover su
oligomerizacion. El andlisis del pico de elucion de TtCarHCt en presencia de AdoB;»
reveld un espectro de absorcion muy similar al de AdoB,, libre (Figura 55B) y la
estimacion del contenido en proteina y AdoB;, del pico indicé una estequiometria 1:1.

Al igual que TtCarHCt, la quimera QTt2 eluyé como un monémero en ausencia
de cobalaminas o en presencia de CNB;; 0 MeB;,, pero como un tetramero en
presencia de AdoB;, (Figura 55C). La mutacion de la histidina del motivo de unién a
B, en TtCarHCt, que en el sistema del DHB provocé una pérdida de la interaccién
dependiente de B, en los ensayos de cromatografia elimind la tetramerizacion
dependiente de AdoB,, (Figura 56D, panel inferior). Por ultimo, 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 oligomerizacién de CarACt, que
eluyé como un dimero tanto en ausencia como en presencia de cobalaminas (Mr =
41,3 = 1 kDa; siendo el valor calculado para un mondémero 22,9 kDa; Figura 55D,

panel superior).
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Figura 55. Analisis por cromatografia de exclusion de tamafio de los perfiles de elucién de
TtCarHCt, QTt2, TtCarHCt* y CarACt, en ausencia y presencia de cobalaminas. Los Mr (en kDa)
correspondientes al punto maximo de cada pico se indican en la parte superior de cada grafica. En
todos las casos se utilizd una columna analitica de filtracion en gel Superdex200 en condiciones de
oscuridad. A. Perfiles de elucion de TtCarHCt sola (curva negra) o en presencia de un exceso de
cinco veces de AdoBi» (curva roja), CNBj, (curva verde) o MeBi, (curva azul), obtenidos por
absorbancia a 280 nm (panel superior) o 361 nm (panel inferior). B. Espectro de absorcién en la zona
visible de una preparacion de AdoBs» (trazo negro) y del pico de elucion de la muestra de TtCarHCt +
AdoBi, (trazo azul). C. Perfiles de elucion de QTt2 en ausencia (curva negra) o presencia de un
exceso de cinco veces de AdoBi; (curva roja), CNBi2 (curva verde) o MeBi2 (curva azul) obtenidos
por absorbancia a 280 nm (panel superior) o 361 nm (panel inferior). D. Perfiles de elucion de CarACt
(panel superior) o de la version de TtCarHCt mutada en la H177 (TtCarH*) (panel inferior), en
presencia (curva roja) o ausencia (curva negra) de un exceso de cinco veces de AdoBi», obtenidos
por absorbancia a 280 nm (linea continua) o a 361 nm (linea discontinua). Como control, se muestran
también los perfiles de elucion de TtCarHCt en presencia de AdoBi, medidos a 280 nm y 361 nm
(lineas azules continuas y discontinuas, respectivamente).

Que la presencia de AdoB;, promueve la tetramerizacion de TtCarH se

comprobd también mediante ensayos de entrecruzamiento quimico utilizando DSP

(Ditiobis[succinimidilpropionato]) como agente entrecruzador. Asi pues, solo se



I1l. Resultados

observé la banda correspondiente a un tetramero de TtCarHCt en presencia de AdoB»
(Figura 56). Cabe pensar que el incremento también de las formas diméricas en
presencia de AdoB;, se deba a que es mas probable entrecruzar dos subunidades que

cuatro.
AdoB12 - - +
+ +
]
Tetramero _}'
Dimero — —

Mondmero — it N S

Figura 56. Andlisis por entrecruzamiento quimico de la interacciéon consigo mismo de TtCarHCt
dependiente de AdoB1,. DSP: Ditiobis(succinimidilpropionato).

En estudios llevados a cabo recientemente, en colaboracion con el grupo
dirigido por el Prof. José Garcia de la Torre (Departamento de Quimica Fisica, Univ.
de Murcia), se ha podido confirmar todos los resultados de la cromatografia de
exclusién de tamafio mediante ultracentrifugacion analitica utilizando la proteina
TtCarH (datos no mostrados).

Para obtener una descripcion mas detallada de la unién entre TtCarHCt y las
cobalaminas se utiliz6 calorimetria isotérmica de titulacion (ITC). Esta técnica permite
detectar cambios de calor asociados a la unién y proporciona informacion sobre los
parametros termodindmicos que caracterizan dicha unién. Mientras que en la titulacion
de TtCarHCt con CNB;, 0 MeB;, a 25°C no se detectaron cambios de calor, en las
mismas condiciones si se observo absorcion de calor con AdoB;,. Estos datos de ITC,
ajustados a un modelo de un Unico sitio de unién, permitieron calcular una entalpia
(AH) de 15,2 £ 0,9 kcal/mol, una entropia de (TAS) de 23,5 + 1,4 kcal/mol y una
constante de equilibrio (Ky) de 832 £+ 240 nM. Sin embargo, se subestimé la
estequiometria (N), con un valor de 0,34 * 0,10 (Figura 57), posiblemente porque el
modelo de un Unico sitio de uniébn no considera los efectos cooperativos de la
tetramerizacion dependiente de AdoB;,. Aunque, sera necesario realizar una
interpretacion mas realista de estas complejas interacciones en el futuro, estos
resultados revelan que existe una unién fuerte y favorecida entrOpicamente entre
AdoB;, y TtCarH.
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El conjunto de los resultados presentados en este apartado permiten concluir
que la unién especifica de AdoB,, promueve la oligomerizacién del dominio C-terminal
de CarH o TtCarH, pero no de CarA, lo que aporta una posible explicacion molecular a

la dependencia funcional de B;, mostrada por CarH, QTtl y QTt2.

[11.1.5 Laluz impide la oligomerizacion y la unién al DNA dependientes de
AdOBlz

Es sabido que la AdoB,, que absorbe luz en el rango UV y visible del espectro,
presentando maximos de absorcién a A de 260, 376 y 522 nm (Figura 58), sufre una
lisis muy rapida 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 fotélisis de la AdoB;,, en los

experimentos ya mencionados se evitd la exposicion de las muestras a la luz.

260

376

Absorbancia

5|22

300 400 500 600
Longitud de onda (nm)

Figura 58. Espectro de absorcion de la AdoB2.
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No obstante, y dada la implicacion de la AdoB;, en la respuesta celular a la luz,
a continuacion se estudié la posibilidad de que la fotosensibilidad intrinseca de la
AdoB;, tuviese una relevancia fisiol6gica directa. Por este motivo, se comprobo si la
luz afecta a la oligomerizacién dependiente de AdoB;,, la unidon al DNA in vitro, y la
represion de Pg in vivo. En el andlisis mediante el sistema del DHB se observo que la
oligomerizacién de CarHCt observada en oscuridad y en la presencia de Bi,, se perdia
en la luz, mientras que la oligomerizacién de CarACt, que no depende de B, no se
veia afectada por la iluminacién (Figura 59).

+ B,

Oscuridad Luz
CarA CarH CarA CarH

T25/T18 N
T25

T18

Figura 59. Efecto de la luz en la oligomerizacion de CarA y CarH. Ensayo de DHB en placa con
los dominios C-terminales de CarA y de CarH en presencia de CNB, 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 incubacion se realizé en placas de LB con X-gal.

En los experimentos de cromatografia de exclusion molecular, tanto TtCarHCt
como QTt2 unidas a AdoB;, y expuestas a luz (blanca o de longitudes de onda en
torno a 360, 438 o0 540 nm, que se corresponden con los picos de absorcibn maxima
de la AdoB;,) eluyeron como monomeros en vez de tetrameros (Figura 60A). Ademas,
el espectro de absorcion del pico de elucion presenté un méximo de absorcion a 358
nm (Figura 60B), que es caracteristico de la hidroxocobalamina (OHB;,) que resulta de
la fotdlisis aerdbica de AdoB;, (Schwartz y Frey 2007). En el ensayo de ITC no se
detect6 cambio de calor en la titulacion de una preparacion de TtCarHCt con AdoB;; si

previamente habia sido expuesta a la luz (datos no mostrados).
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Figura 60. Andlisis del efecto de la luz sobre TtCarHCt y QTt2 unidas a AdoBi» mediante
cromatografia de exclusion de tamafio. Para realizar este ensayo se utilizd una columna analitica de
filtracion en gel Superdex200. Las masas moleculares (en kDa) para el maximo de cada pico aparecen
indicadas en la parte superior de cada gréfica. A. Perfiles de elucion de TtCarHCt (panel superior) y QTt2
(panel inferior) obtenidos por absorbancia a 280 nm (linea continua) o a 361 nm (linea discontinua).
Ambas proteinas, a una concentracion 45 yM y en presencia de un exceso de cinco veces de AdoBy,
fueron incubadas en oscuridad (curva roja) o iluminadas durante 5 minutos (curva azul) antes de la

cromatografia. B. Espectro de absorcion en la zona visible de una preparacion de AdoB;; (trazo negro) y
del pico de elucion de la muestra de TtCarHCt + AdoB1» (trazo azul) sometidas a iluminacion.

En los ensayos de EMSA tanto QTtl como QTt2, en presencia de AdoBi, y
expuestas a luz de 360, 438 o 540 nm de longitud de onda, dieron lugar a la formacién
de un complejo similar al observado en ausencia de AdoB;, (para QTtl) o
practicamente inapreciable (para QTt2), en lugar del complejo retrasado y bien

definido formado en oscuridad (Figura 61).

’bb ’bb
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Figura 61. Efecto de la luz en la
union de QTtl y QTt2 al DNA in
vitro. EMSA con muestras que
contienen el fragmento de 130 pb y
25 nM de QTtl o QTt2 con o sin
AdoBi; a una molaridad 5 veces
superior a la de la proteina. Estas
. “ muestras fueron incubadas en
oscuridad (35 min) o irradiadas con
luz (5 min) a las longitudes de onda
QTtl (25 nM) QTt2 (25 nM) indicadas en la parte superior de la
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Sin embargo, la iluminacién con luz roja (que se encuentra fuera del rango de
absorcién de la AdoB;,) no tuvo ningun efecto sobre la unién de QTtl 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 oligomerizacion y union
al DNA dependiente de AdoB,.

AdOB12 =

de QTtl y QTt2 al DNA in vitro. EMSA con
400 nM de TtCarH con y sin AdoBi; 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 incubacién en oscuridad. En la
primera calle se cargé solamente la sonda

| | | (fragmento de 130 pb).

QTtl QTt2

oQ® o0

De las longitudes de onda examinadas, la de 520 nm (luz verde) es la que

' 'uu H- Figura 62. Efecto de la luz roja en la union

parece tener mayor efecto, pues provoco un desmantelamiento del complejo retrasado
formado por QTt2 en oscuridad incluso a 1 W/m? de intensidad (Figura 63).

1 5101 5101 5 101 5 10 LWzZI(w/m?
- - + + + + + + + + + + + + + AdoBy,(5x)
-+ + + + + 4+ + ++ + + + + + QTt2(220uM)

Ly STV J— o

O
e  Lcaeeee | am

Figura 63. Efecto de la intensidad de la luz a distintas longitudes de onda en la unién de QTt2 al
DNA in vitro. EMSA con muestras que contienen el fragmento de 130 pb y 220 nM de QTt2 con o sin
AdoBi2 a una molaridad 5 veces superior a la de la proteina. Las muestras fueron incubadas en
oscuridad (35 min) o irradiadas con luz (5 min), después de 30 minutos de incubacion en oscuridad, a
las intensidades de luz indicadas y las longitudes de onda indicadas por los colores de los nimeros:
violeta (405 nm), azul (465 nm), verde (520 nm) y rojo (660 nm).
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[11.L1.6 ElI complejo AdoB,-CarH proporciona una ruta fotosensora independiente

de CarS paralaregulacion 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 accion de CarA tanto in vivo como
in vitro mediante su interaccion con el dominio de unién al DNA de CarA (Lépez-Rubio
et al. 2002; Lépez-Rubio et al. 2004; Pérez-Marin et al. 2004; Navarro-Avilés et al.
2007; Pérez-Marin et al. 2008; Leon et al. 2010). En la Figura 64 puede comprobarse
gue el efecto antagonico de CarS sobre la unién al DNA mediada por CarANt se
mantiene para la quimera QTt1, que fue incapaz de unirse al DNA cuando se incub0, a
la vez que CarS, con la sonda en oscuridad y presencia de AdoB,,. Dado que CarS
también es capaz de interaccionar con el dominio N-terminal de CarH y de competir
por la union de CarHNt al DNA in vitro (Pérez-Marin et al. 2008), la presencia
simultdnea de CarS en los ensayos de EMSA con QTt2 también impidié la union de
esta Ultima 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 interaccion de QTtl y QTt2 con su operador ocurre alin en ausencia de
CarS, cabe pensar que la asociacién de CarH con AdoB;,, hecesaria para la represion
de Pg in vivo, podria suponer una ruta alternativa, independiente de CarS, que

explotaria la fotosensibilidad intrinseca de la vitamina para responder a la luz.

Figura 64. Comparacién de los efectos de
CarS y de la luz sobre la unién al DNA de
QTtl y QTt2. Todas las proteinas se
o = o - - utilizaron a una concentracion de 25 nM. Los
bt - ensayos se realizaron en oscuridad y, en el
caso de QTtl y QTt2, en presencia de AdoB1»
a 125 nM. (-) ausencia de CarS; (+) presencia
de CarS a 750 nM afadida de forma
simultanea a CarA, QTtl o QTt2; (X)
presencia de CarS a 750 nM afiadida tras 30

minutos de incubacién de las proteinas con el

L. e - - e. ” P
s DNA; (4 ) muestras que fueron tratadas con
+

R/’j'/ - X - + X /5 conluzde 520 nmde Jongitud de onda, a una

intensidad de 10 W/m? durante 5 minutos, tras

I oo oo O‘O la incubaciéon durante 30 minutos de las
DNA CarA QTt1 QTt2 proteinas con el DNA.

Por ello, para separar el efecto directo de la luz sobre el complejo AdoB,,-CarH
de la antirrepresion mediada por CarS (Pérez-Marin et al. 2008; Leo6n et al. 2010) y
examinar la relevancia fisiologica de la fotosensibilidad de la AdoB;, en la regulacion
de Pg, se generaron estirpes portadoras de la delecion de carH (AcarH) o de la doble

delecion AcarA AcarH en fondo con una delecion en fase de carS (AcarS). La estirpe
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AcarS AcarH, en la que Pg solo puede ser reprimido por CarA, mostrd una coloracion
amarilla en la luz, tanto en presencia como en ausencia de Bj, (Figura 65), y la
expresion de Pg-lacZ fue siempre baja, tal como ocurre en la estirpe AcarS (Figura 66).
Estos resultados son consistentes con el requerimiento de CarS, pero no de B;,, para
la activacion del promotor Pg cuando esté reprimido por CarA.

+ By,

AcarS AcarS AcarS AcarS
AcarH AcarA AcarH AcarA

Figura 65. La iluminacién con luz blanca,
pero no con luz roja, elimina la represion
dependiente de Bi; 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 yM de CNB1».

Luz blanca

Luz roja

Por el contrario, la estirpe AcarS AcarA, en la que Pg se reprime en la oscuridad por la
accién de AdoB;,-CarH, pasé del color amarillo observado en oscuridad y presencia
de B;, al rojo tras ser expuesta a luz blanca. Ademas, la expresién de la sonda Pg-lacZ
se indujo unas 10 veces, alcanzando niveles similares a los de la estirpe silvestre en
las mismas condiciones o0 a los de la estirpe AcarS AcarA AcarH (que expresa
constitutivamente Pg) (Figura 66). Al igual que en los ensayos in vitro, la luz roja no
tuvo ningun efecto in vivo, pues tanto la estirpe AcarS AcarA como la AcarS AcarH

mostraron el mismo fenotipo que en la oscuridad (Figuras 65 y 67).

Figura 66. La luz elimina, en
ausencia de CarS, la represion
mediada por CarH in Vvivo.
Expresion de la sonda Pg-lacZ (en
términos de actividad B-
galactosidasa especifica) en
oscuridad (barras negras), oscuridad
con 1 uyM de CNBj; (barras
rayadas), luz (barras blancas), y la
luz con 1 uM de CNBi, (barras
grises) para cada una de las estirpes

-g‘rl ﬁ_lj indicadas. Se muestra la media de

WT AcarS AcarS AcarS  AcarS tres medidas independientes y las
AcarH AcarA  AcarA barras de error corresponden al

AcarH SEM (Standard Error of the Mean).
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Cabe concluir, por tanto, que la fotosensibilidad intrinseca de la AdoB;, la convierte,
via CarH, en un interruptor que acopla la sefial luminosa y la regulacion de la
expresion geénica, proporcionando una via distinta de fotoinduccion de la
carotenogénesis que es independiente de CarS. Y lo que es mas importante, estos
datos revelan una nueva faceta de la AdoB;,, la de actuar como croméforo de una

nueva familia de fotorreceptores bacterianos.

Activiad B-galactosidasa
N
o
o
1

0 Ml |
By, +By; -By;  +By,

AcarS AcarH AcarS AcarA

Figura 67. Efecto de la luz roja en la expresion de carB. Expresion de la sonda Pg-lacZ en cultivos
de las estirpes indicadas de M. xanthus, incubadas en luz roja y en presencia o ausencia de 1 uM de
CNBi12. Los resultados son la media de tres medidas independientes y las barras de error
corresponden al SEM (Standard Error of the Mean).

[11.2 Caracterizacién de TtCarH

Los resultados de apartados anteriores con las proteinas quiméricas QTtl y
QTt2, que poseen el dominio C-terminal de unién a Bi, de la proteina TtCarH de T.
thermophilus, sugieren que la actividad represora del propio TtCarH debe ser
dependiente de AdoB;, 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 megaplasmido (0.26 Mb) pTT27,
en el que, curiosamente, también aparecen agrupados varios genes implicados en la
sintesis de By, (Henne et al. 2004). Ademds, aguas abajo de crtB se encuentra el gen
phr, que determina la sintesis de fotoliasa, la enzima responsable de reparar dafios en
el DNA por el mecanismo de fotorreactivacion, dependiente de luz. La proximidad de
un gen carotenogénico y la analogia con CarH, hizo considerar que TtCarH podria

regular la expresion fotoinducible de crtB (y phr) y, por tanto, la produccion de
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carotenos en T. thermophilus, de una manera dependiente de B,,. De ser asi, cabria
esperar que TtCarH fuese capaz de unirse a algun sitio en la region intergénica entre
crtB y el propio gen TtcarH. El andlisis de dicho tramo de DNA permitié identificar la
posible region -35 y -10 del promotor de TtcarH, aguas arriba del sitio de inicio de la
transcripcion identificado por Takano et al., 2011, y dos palindromes imperfectos que
guardan cierta similitud con el operador bipartito de CarA/CarH (Figura 68). El
palindrome I, pl, méas alejado del sitio de inicio de la transcripcion, estéa constituido por
una secuencia palindrémica imperfecta de 6 pb interrumpida por otras 6. Su asimetria
(debida a las 3 pb que rompen el palindrome) contrasta con la region equivalente en M.
xanthus, perfectamente palindromica. El otro palindrome, pll, es un palindrome
imperfecto, al igual que su equivalente en M. xanthus, y esta formado por una
repeticiéon invertida de 6 pb interrumpida por otras 5 pb. Como ocurre en el operador
de Pg en M. xanthus, el posible sitio de unién pll solapa con la regién -35 del promotor
de TtcarH.

OpTtCH
phr crtB TtcarH m TT_P0054
(177 pb)
5 -CATTCTAGGCGGCCTCGGGGACTTTTGCCCCGGCTACACTCCGCAGAGATG "‘ACAMA’“C"‘GA CCTATB.CATTGCC GGCATG- 3
3 GTMGBTCCGCCGGAGCCCCTGMCGGGGCCGA”CTCA(“GCGTCT(‘TA(“ATGTT”T (‘ CTG TTC(‘AT}\TGTMCGG AT'TCCCGTAC-5
—> Pl «— — > Pl ——
-56 -19

Figura 68. Contexto gendmico de TtcarH en el megaplasmido pTT27 (NCBI N° de acceso AE017222)
de T. thermophilus. Los genes colindantes estan anotados como: crtB, sintasa de fitoeno; phr,
desoxirribodipirimidina fotoliasa; TT_POOrr, proteina 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 region intergénica (cuya secuencia se muestra en la parte inferior
de la figura), mas 38 pb de secuencia aguas arriba y 47 pb de secuencia aguas abajo. El codén 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 linea de méas abajo
abarca la zona protegida en los ensayos de digestion con DNasa I. Los nimeros marcan la posicion de la
base con respecto al codén de inicio de la traduccion de TtcarH. Las flechas gruesas en posicion vertical
sefialan las hipersensibilidades y los circulos negros, las bases no protegidas deducidas de los resultados
gue se describiran mas adelante.
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[11.2.1 La AdoB, potencia especificamente la union de TtCarH a la regién

intergénica crtB-TtcarH in vitro

Para estudiar la posible unién de TtCarH a la region propuesta se realizaron
ensayos de cambio en la movilidad electroforética y de proteccion frente a la digestion
con DNasa |, tras purificar TtCarH (que se mostrd soluble). En dichos ensayos se
utilizé inicialmente como sonda un fragmento de DNA de 177 pb que contenia la
region intergénica crtB-TtcarH (Figura 68). Los EMSA realizados con TtCarH y dicha
sonda mostraron que la presencia de AdoB;, potencia considerablemente la union de
la proteina al DNA, provocando la formacion de un complejo de baja movilidad y bien
definido que no se observd en ausencia de AdoB;, incluso a altas concentraciones de

la proteina (Figura 69).

1
TtCarH —

LI

Sonda

libre - AdOB12 + AdOB12

Figura 69. Efecto de la AdoB12 en la union de TtCarH a la regidn 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 AdoB5».

Para delimitar el sitio de uni6on de TtCarH en el fragmento de 177 pb se
realizaron ensayos de proteccion frente a la digestion con DNasa I. En dichos ensayos,
y solo en presencia de AdoB,, se observé proteccion por TtCarH de una regién que
abarca aproximadamente desde la posicion -56 a la -19, y dos hipersensibilidades
situadas entre las dos mitades de pl. El patron de proteccién e hipersensibilidades
sugiere, por tanto, la unién de TtCarH a una region que incluye pll y al menos parte de
pl (Figura 70).
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AdoB,, - - - - - - %+ + + + +

&
g

Figura 70. Efecto de la AdoB12 en la unién de TtCarH a la region intergénica crtB-TtcarH. Ensayo
de proteccion frente a DNasa | con TtCarH (a concentraciones, de izquierda a derecha, de 25, 50, 100,
200, 400 y 900 nM) con y sin AdoB,. Se utilizé la sonda de 177 pb marcada en la cadena de abajo de la
secuencia representada en la Figura 68. Las flechas azules sefialan las hipersensibilidades, las rosas los
palindromes pl y pll, y los circulos azules, las bases no protegidas (véase Figura 68).

Para estudiar el posible papel de la AdoB;, enla modulacion por la luz de la
accion 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 AdoB;, absorbe (360 nm, 438 nm y 540 nm) o no (luz roja). Como puede
observarse en la Figura 71, y al igual que se observé previamente con las quimeras
portadoras del dominio C-terminal de TtCarH (QTtl y QTt2), la iluminacion con luz
ultravioleta, azul o verde, pero no roja, impidié la aparicion del complejo de baja
movilidad que se observo en oscuridad y presencia de AdoB,.
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o’ O o ™ 9 N Figura 71. Efecto de la luz de
AdOB12 - - + + + + + diferentes longitudes de onda

en la unién dependiente de
AdoB;,; de TtCarH a la regién
intergénica crtB-TtcarH. EMSA

H u H con la sonda de 177 pb y TtCarH
wWead a 400 nM en presencia o
' ausencia de AdoBi» (a una

molaridad cinco veces mayor que

la de la proteina) e incubada en la

oscuridad (35 min) o expuesta a

Sonda T & o A la luz indicada (5 min) después
. “ tad de 30 minutos de incubacion en

libre la oscuridad.

En conjunto, estos resultados indican que TtCarH, como CarH, se une al DNA
de una manera dependiente de AdoB;, y que la luz modula dicha unién. Dado que el
sitio de unién identificado para TtCarH yace en la regién intergénica crtB-TtcarH, que
debe contener los elementos promotores para la expresion de ambos genes, es
posible que TtCarH regule la expresion fofoinducible de crtB, asi como su propia
expresion y, lo que es mas importante, que emplee mecanismos fotorreguladores
basados en el uso de AdoB;,. Esta conclusion viene ademas avalada por el trabajo de
Takano et al., 2011 publicado durante el desarrollo de este trabajo, en el que se
demuestra que la regulacion fotoinducible de carotenos en T. thermophilus, que carece
de una proteina homéloga a CarS, depende de TtCarH y de la capacidad de la
bacteria de sintetizar B;,.

[11.2.2 Identificacion del operador de TtCarH

Los resultados de los experimentos de proteccion frente a la digestion con
DNasa | presentados en el apartado anterior sugieren que TtCarH se une a una regién
que engloba pll pero no parece incluir pl al completo (Figura 70). Para delimitar con
mayor precision el operador de TtCarH, se realizaron ensayos de retraso en gel y
proteccion frente a DNasa | con las variantes mutadas y truncadas del fragmento de

177 pb que se muestran en la Figura 72.
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! " -35
-130 | —_— \ -& .47 ==
----- CCCGGCTACACTCCGCAGAGAT GTACAAAAGCTT GACAAA ACC TATACATTGCCC TACCCTAAGGGCATG == === n
A ----- GGGCCGATGT GRGGCGTCTCTACATGTT TTC GAACTGTTT TGGATATGTRAC GGGATGGGATTCCCGTAS == ===
pI pII
-35 -10 '3_5
-130 47
----- CCCGGCTACAGECCGCAGC CATGTACAARAGCTT GACAAAACC TAT ACA TTGCCC TACCCTAAGGGCATG = = m = e
B ----- GGGCCGATGT CCCGOGTCCCTACATGTT TTC GAACTG TTT TCGATATGTAAC GGGATGGGATTCCOGTA = = m = e
pI* pII
- -35 -10 o 35
T m——- CCCGGCTACACTCCGCAGAGAT GTACAA GCCCTTGACAAGCGT TATACATTGCCC TACCCTAAGGGCATG = m == m
C ----- GGGCCGATCTGAGGCGTCT CTACAT GTT CCCGAACTGTTC CCAATATGT AAC GEGATGGRATTCCCGTAS = =mmv
3 pIT pl pll
-35 -10 35
—, e
CGCAGAGATGTACAAAACCTTG AACCTATACATTGCCCTACCCTAAGGGCATG == === m
D GCGTCTCTACATGTTT TCGAACTCT TTT GGATATGTAACGGGATGGGAT TCCCGTAL == ===
Pl ¥ pil p | p |
-35 -10 -
ACAARACCTTGACAAAACC TATACATTGCCCTACCCTAAGGECATC mm et
E TGTTTTCGAACTGTTT TGGATATCTAACGGGATGGGATTCCCGTAC = mm =
— f— I | E
pII p
-35 -10 323
ACAAGGCCTTGACAAGGGT TATACATTGCCC TACCCTAAGGGCATG == ===
F TGTTCCGGAACTGTTCCCAATATCTAAC GGGATGGGATTCCCGTAC == ===
Sl i I %
e p

Figura 72. Fragmentos de DNA utilizados en EMSA para delimitar el operador de TtCarH, y su
representacion esquematica. (A) representa la version silvestre y (B)-(F) las versiones mutadas o
truncadas. Las flechas rosas marcan la extension de las regiones palindromicas 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 codon de
inicio de crtB. Los asteriscos negros o blancos indican la presencia de mutaciones. El simbolo # indica que el
palindrome esta incompleto.

En primer lugar, para averiguar la relevancia funcional de los dos sitios
propuestos, pl y pll, se estudié el efecto de mutar por separado cada uno de los dos
sitios en el fragmento de 177 pb. En los ensayos de EMSA, la mutaciéon de las dos
mitades del sitio pl no afecté de forma notable a la interaccién con TtCarH, pues el
patron de unién de la proteina a esta versién mutada fue similar al obtenido con el
fragmento silvestre (Figura 73A). En los ensayos de proteccion frente a la digestion
con DNAsa | se observé un patrén de proteccion menos acusado que el obtenido con

el fragmento silvestre a igual concentracion de TtCarH, lo que quizés refleje una ligera
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disminucion de la afinidad (Figura 73B). La mutacion de pll produjo un efecto méas
claro en la unién de TtCarH, observandose en el EMSA una mayor cantidad de DNA
libre en presencia de AdoB;, y la pérdida casi completa de la unién de la proteina en
ausencia de AdoB;,. Aun asi, el patron de bandas observado fue similar al obtenido
con la version silvestre, es decir, un par de bandas retrasadas de poca intensidad en
ausencia de AdoB;,, y una banda de menor movilidad y mas intensa que las dos
anteriores en presencia de AdoB,.

+ + TtCarH (400nM)
- + AdoB,,

- 4+ + = + + TtCarH(800nM)
- - 4 = = 4 AdoB,,

Figura 73. Efecto de la mutacion de
pl o pll sobre la unién de TtCarH al
DNA. Analisis mediante EMSA (A) o
digestion con DNasa | (B) de la union
de TtCarH al DNA. TtCarH (a las
concentraciones indicadas) fue
incubada tanto en presencia como en
ausencia de AdoBi; (a una
concentracién molar 5 veces superior
a la de la proteina) con las diferentes
versiones del fragmento de 177 pb
indicadas. En B, se marca la posicién
de pl y pll (flechas rosas), los sitios
hipersensibles (flechas verdes) y los
sitios no protegidos (puntos verdes);
la linea negra indica la extensién del
tramo protegido.

Los resultados obtenidos con el fragmento de 177 pb mutado en pl o pll
apuntan a la participacion de pll y, menos claro, de pl, en la uniéon de TtCarH. Dado
gue las mutaciones introducidas no destruyen completamente el sitio de unién de la
proteina, para evaluar mejor la contribucion de cada palindrome a la unién de TtCarH

se procedio a generar versiones truncadas del fragmento de 177 pb (véase Figura 72).
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Mientras que la eliminacién de la primera mitad de pl no tuvo un efecto apreciable en

la afinidad ni el patron de union de TtCarH, su eliminacibn completa provocé una

bajada en la intensidad de las bandas retrasadas (particularmente notable en la banda

mayoritaria que se obtiene en presencia de AdoB,;;), acompafada de un aumento

paralelo de la cantidad de DNA libre (Figura 74A). Tal resultado lleva a pensar que la

segunda mitad de pl, pero no tanto la primera, es importante para la union de TtCarH.

La utilizaciébn de una version truncada, carente de pl y mutada en pll, supuso la

pérdida casi completa de la union de la proteina tanto en los ensayos de EMSA como

de proteccion frente a DNasa | (Figura 74), lo que apunta nuevamente a la importancia

de pll en la interaccion TtCarH-DNA.

A

:Il=ll=:l=ll=:ll=

-35
pll

-19

- + +

+ = = +
3 38
= -

pll pll*
+ +

- +

3 4 5 6
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+ + TtCarH (400 nM)

+ AdoB,,

= + + TtCarH(800nM)
- =+ AdoB,,

Figura 74. Efecto de Ila
eliminacion completa o parcial de
pl, acompafiada o no de
mutacion en pll. En A, se
muestran los resultados de EMSA
obtenidos al incubar TtCarH (a 400
nM) en oscuridad con las sondas
indicadas y en presencia o0
ausencia de una concentracion
molar 5 veces superior de AdoBi».
En B, ensayo de proteccién
obtenido al incubar las sondas
indicadas con TtCarH (a 800 nM)
en oscuridad y en presencia o
ausencia de una concentracion
molar 5 veces superior de AdoBi».
En B, se marca la posicion de pll
(flechas rosas), y los sitios no
protegidos (puntos verdes); la linea
negra indica la extension 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 pl y todo pll, y se extiende desde la posicion -53 hasta la +47,
contiene todos los elementos clave para la unién de TtCarH. Que la primera mitad de
pl sea un elemento aparentemente prescindible para la unién de TtCarH al DNA
contrasta con el operador de carB en M. xanthus, en el que el elemento pl es el que
presenta una interaccion mas fuerte con CarA/CarH que facilita la union cooperativa a
pll (Lépez-Rubio et al. 2002; Lopez-Rubio et al. 2004). Por analogia con el operador
de CarA/CarH, y por los resultados obtenidos, cabe esperar que la secuencia aguas
abajo de pll no influya de forma decisiva en la unién de TtCarH. Para demostrarlo e
identificar la region minima necesaria para la union de TtCarH, con el fin de utilizar
dicho fragmento en los experimentos de cristalizacion para determinar la estructura del
complejo TtCarH-DNA, se realizaron ensayos de retraso en gel con oligonucleétidos
de doble cadena de 40, 37, 33 y 30 pb, todos ellos incluyendo pll (Figura 75A). La
diferencia entre los oligonucleétidos radica en que incluyan la segunda mitad de pl
completa (el de 40 y 37 pb) o no, y en la longitud del tramo de DNA aguas abajo de pll
(5 pb en los oligonucledtidos 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 union eficaz a pll, probablemente porque si el sitio se encuentra
demasiado préximo al extremo 3" no se produce una interaccion estable entre la
proteina y el DNA.

Con el oligonucleétido mas largo, el de 40 pb, que comprende toda la
secuencia protegida en los experimentos de digestién con DNasa | y 4 pb adicionales
aguas abajo de pll, se observd un comportamiento muy similar al obtenido
previamente con el fragmento de 177 pb, en cuanto al nimero e intensidad relativa de
las bandas. La eliminacién de 7 pb en la regién 5 y/o de 3 pb en la regién 3" no tuvo
un efecto notable. Incluso con el fragmento méas corto, el de 30 pb, se observé un
patrén de union 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 pll que
incluia el fragmento de 177 pb sin afectar significativamente a la union de TtCarH al
DNA. Como ocurre con el operador de CarA/CarH, la presencia de unas pocas bases
aguas abajo de pll 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 pl
(las dos primeras primeras bases) sin que se vea afectada de forma notable la union
de TtCarH.
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A 30pb

133 pb

37 pb

40 pb

-35 | -10

CCCGGCTACACTCCGCAGAGATGTACAAAAGCTTGACAAAACC mTACRﬂmbCﬂCCCTMMGCMG
GGGCCGATGTGAGGCGTCTCTACATGTTT TCGAACTG'I'I‘TTGGATATGTMCG:GGATGGGA'ITCCCGTAC

pl pll
B
AdoB,, (5x) -+ + -+ 4 -+ o+ -+ o+
TtCarH - - + - - + - - + = = +
(800 nM) g

fm

40 pb 37 pb 33 pb 30 pb

Figura 75. Ensayo de cambio en la movilidad electroforética para la delimitacion del sitio minimo
de unién de TtCarH. A, secuencia de los oligonucleétidos utilizados en el ensayo. La extension de los
oligonucledtidos se indica con las lineas azules sobre la secuencia. B, resultados del experimento de
EMSA tras incubar la sonda indicada con la proteina (a 800 nM) en oscuridad y en presencia y ausencia
de AdoB1; (a una concentracion molar 5 veces superior a la de la proteina).

[11.2.4 Andlisis de lareversibilidad de la accion fotosensora mediada por AdoB 1,

En general, los fotorreceptores presentan dos estados moleculares
interconvertibles, el basal y el excitado, que estan determinados por la fotoquimica
particular del croméforo asociado (véase Apartado 1.7). El regreso al estado basal tras
la excitacion con luz de una determinada longitud de onda permite la regeneracion del
fotorreceptor (Purcell y Crosson 2008). La accién conocida de la luz sobre la AdoB;,,
el cromoforo de CarH y TtCarH, consiste en la ruptura homolitica 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 monémeros resultantes del
desmantelamiento en la luz de los tetrAmeros formados en presencia de AdoB;,, se

encuentran unidos a OHB;,. Por otro lado, los ensayos de calorimetria isotérmica de

110



I1l. Resultados

titulacion (Apartado 111.1.4) apuntan a que la OHB;, se une a TtCarH con una afinidad
muy inferior a la AdoB;, (en dichos ensayos no se detecté cambio de calor si la AdoB;,
habia sido expuesta previamente a la luz). Por ello, una posible via para la
regeneracion en la oscuridad del complejo CarH/TtCarH-AdoB;,, tras su inactivaciéon
por la luz, podria ser el desplazamiento de la OHB;, (unida a los monémeros) por
AdoB;, libre. Para investigar esta posibilidad se realizaron ensayos de cromatografia
de exclusién molecular y de EMSA con TtCarH que, tras ser incubada en presencia de
AdoB;, 0 de OHB;,, se sometié a iluminacién y, posteriormente, a la presencia de
AdoB;; libre en condiciones de oscuridad.

Sorprendentemente, en los ensayos de cromatografia de exclusibn molecular
no se observé un regreso a la forma tetramérica de TtCarH (observada en oscuridad y
presencia de AdoB;,) tras la adicién de AdoB;, a una muestra de TtCarH-AdoB;, que
habia sido expuesta previamente a la luz (compéarese la Figura 76A y B). Por el
contrario, si se observo la formacion de tetrameros cuando la AdoB;, se afiadié a una
preparacion de TtCarH que habia sido incubada con OHB;, en la oscuridad y que, sin

la adicién de AdoB;,, eluyé como un monémero (comparese la Figura 76A y B).

137|kDa 39 II(Da

137kDa 39kD -
A | i | ’ B OHB,,-TtCarH AdoB,,-TtCarH Figura 76. Ensayos de
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Cabe esperar que el cambio aparentemente irreversible en el estado de
oligomerizacion del complejo TtCarH-OHB;, producido por la luz vaya asociado a la
pérdida o alteracion permanente de la capacidad de union de la proteina al DNA. Para
comprobarlo se realizaron ensayos de retraso en gel con TtCarH incubada en
presencia de AdoB;, o OHB;,, sometida a iluminacion y, por ultimo, incubada con
nueva AdoB;, en oscuridad. Para realizar estos ensayos se utilizé6 TtCarH purificada
en presencia de AdoB,, (holoproteina) y que, por tanto, garantiza una estequiometria
AdoBi,:TtCarH de 1:1. Como se muestra en la Figura 77 (calles 3 y 4), la holoproteina

mostré un patrén de unién similar al observado previamente con la apoproteina en
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presencia de AdoB;,. La iluminacién de la holoproteina (Figura 77, calle 5) gener6 un
patron de unién parecido al observado en ausencia de AdoB;, (desaparicion de la
banda de menor movilidad; Figura 77 calle 2). Tras la exposicion de la holoproteina a
la luz, ni siquiera un exceso de AdoB;, de hasta 100 veces permitio recuperar la banda
de menor movilidad observada en la oscuridad (Figura 77 calles 6 a 12), aunque si se
detectd una disminucion en la cantidad de DNA libre a concentraciones crecientes de
AdoB;; y la aparicién de bandas de distintas movilidades e intensidades.

TtCarH TtCarH-AdoB,,
(Apoproteina) (Holoproteina)
- + + o+ o+ + + + + + + o+ TtCarH (200 nM)
s BB B B - - - - - - - AdoB,, 5x (antes iluminacién)

B a < W oW O W O O % B Luz(5’, 520nm, 10 W/m?)
- - - - - 1 25 5 10 20 40 100 AdoBy;(trasiluminacion)

Figura 77. Estudio de la capacidad de
recuperacion de TtCarH-AdoBj; tras su
iluminaciéon. Este ensayo fue realizado
con TtCarH y TtCarH-AdoBi> a una
concentracion 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

* .“... - &n e Los nimeros seguidos de una "x" en la

parte inferior de la figura indican eI exceso

i1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

11 12 de AdoB3; afiadido en cada caso.

Por el contrario, cuando la AdoB;, se afiadié a una preparacion de TtCarH que
habia sido previamente incubada con OHB;, (qQue por si misma no promueve la unién
de TtCarH al DNA) si se detectd la recuperacion del patrén de unién observado en
oscuridad para la holoproteina o la apoproteina en presencia de AdoB;, (Figura 78
calles 8-14).

-+ + o+ o+ o+ o+ O+ o+ o+ O+ O+ O+ 4 TtCarH (400 nM)
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T N T T S S S lluminacién (5’,520 nm A, 10 w/m?)

- - - - 2x 5x 1o0x - 10x 2x 5x 10x  AdoB;,(despuésiluminacion)

Figura 78. Efecto de la adicion de

'“ AdoBi; al complejo TtCarH-OHB12.

u 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? Los ndmeros
seguidos de una "X" en la parte inferior de

“ H. ‘ - H la figura indican la relacion AdoB,:TtCarH
utilizada en cada caso.

11 12 13 14
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Los ensayos de cromatografia de exclusiéon molecular y de EMSA apuntan, por
tanto, a que el complejo TtCarH-OHB;, que deriva de la iluminacion de TtCarH-AdoB;,
no es equivalente al que se forma cuando TtCarH se incuba directamente con OHB,,
y a que el intercambio de la OHB;, por AdoB;, no es una via eficaz para la
recuperacion de fotorreceptor en su estado basal. Para estudiar la base molecular de
la diferencia de comportamiento entre los complejos unidos a OHB;,, se utiliz6 HPLC
acoplado a espectrometria de masas (Figura 79). EL complejo TtCarH-OHB,, formado
por la incubacion en oscuridad de TtCarH con OHB;, mostro un peso molecular similar
(~33160 Da), equivalente al esperado para un mondémero de la proteina, tanto si se
mantuvo en condiciones de oscuridad como si se tratd con luz. Por el contrario, la
holoproteina TtCaH-AdoB;, presentd un peso molecular por monémero 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 iluminacién de TtCarH-AdoB;, se genera
un complejo muy estable con el anillo de cobalamina. Dicho complejo no es
equivalente al formado por la incubacion de TtCarH con OHBj,, y explica que la
adicion de nueva AdoB;, no conduzca a la regeneracion del complejo TtCarH-AdoB;,.

AdOB12- OHB12-
TtCarH TtCarH
A |
[ \ f \
Oscuridad Luz Oscuridad Luz
HPLC-ESI MS TOF/TRAP HPLC-ESI MS TOF/TRAP
33142 Da 34493 Da 33162 Da 33166 Da
+ 1351 Da

Figura 79. Analisis del efecto de la luz mediante espectrometria de masas. La holoproteina
TtCarH-AdoB12 0 el complejo TtCarH-OHB1, (formado por la incubacion en oscuridad de TtCarH con
OHB312) mantenidos en oscuridad o expuestos a la luz, se sometieron a HPLC acoplado a
espectrometria de masas: ESI MS (electrospray ionization mass spectrometry) TOF (time of flight) o
ESI MS Trap. Los nimeros indican el peso molecular estimado.
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IV.1 Mecanismo de accién molecular de CarH y su dependencia de
BlZ

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
expresion de nueve de los diez genes estructurales, agrupados en el superoperon
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 paralogos (los dos ultimos genes
del operdn carA). Ademas, tanto CarA como CarH estan constituidas por dos dominios
estructural y funcionalmente independientes: (i) el dominio N-terminal (CarANt,
CarHNt), que media la interaccion con el DNA y con CarS; y (ii) el dominio C-terminal
(CarAcCt, CarHCt), qgue media la oligomerizacion y la interaccion con By, (Cervantes y
Murillo 2002; Pérez-Marin et al. 2004). El dominio N-terminal, muy similar en ambas
proteinas (41% identidad, 62% similitud), se asemeja al dominio hélice-giro-hélice
“alado” de unién 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 Py (CarHNt con una afinidad por el DNA
significativamente inferior), ninguno de los dos dominios es suficiente in vivo para
reprimir Pg, lo que pone de manifiesto que el dominio C-terminal es necesario para su
actividad represora (Navarro-Avilés et al. 2007; Pérez-Marin et al. 2008). La sefia de
identidad de CarACt y CarHCt, que muestran un 36% de identidad y un 42% de
similitud, es la presencia de un motivo de union a B;, similar al de enzimas como, por
ejemplo, la sintetasa de metionina, que usan B;, como cofactor (Cervantes y Murillo
2002; Pérez-Marin et al. 2004; Pérez-Marin et al. 2008).

Al inicio de este trabajo se habia demostrado que CarA era capaz de unir By,
tal como cabria esperar de la presencia del mencionado motivo en CarACt. Sin
embargo, aunque la eliminacion de CarACt (que media la interaccién 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 B, ni la existencia de un motivo de unién a B, intacto
en la proteina resultaron necesarios para la actividad represora de CarA (Pérez-Marin
et al. 2008). Paraddjicamente, una estirpe con carA delecionado fue capaz de reprimir
la carotenogénesis en oscuridad y presencia de B,,, siempre y cuando el operador de

carB y el gen aguas abajo de carA estuvieran intactos. Dicha observacién llevo a la
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identificacion de carH como el gen responsable de la represion de Pg dependiente de
B, (Pérez-Marin et al. 2008).

Resulta sorprendente que CarA y CarH, con una similitud del 49% y una
arquitectura de dominios y funcién bioldgica semejantes, se diferencien de forma tan
dréstica en lo que respecta a su dependencia de B;,. Los objetivos principales de este
trabajo han sido investigar la base molecular de dicha diferencia de comportamiento,
determinar qué forma de cobalamina (AdoB;, o MeB;,) utiliza CarH y estudiar el
posible papel de B, en la respuesta directa a la luz. También, dado que existen
proteinas tipo CarA/CarH en otras bacterias, se ha iniciado el estudio de la posible
conservacion evolutiva del papel fotorregulador mediado por B;, descubierto en este

trabajo.

IV.1.1 La actividad dependiente de Bj,reside en el dominio C-terminal de CarH

En principio, la dependencia de B;, en CarH podria estar mediada por
cualquiera de sus dos dominios, aunque la presencia del motivo de unién a By, en su
dominio C-terminal apuntaria a una localizacion de dicha dependencia en CarHCt. En
cualquier caso, para discernir entre las dos posibilidades, en este trabajo se
construyeron dos proteinas 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 B, residiese en sus dominios N-terminales, cabria esperar
que las proteinas quiméricas fuesen independientes de Bi, in vivo; pero si, por el
contrario, dicha dependencia residiese en sus dominios C-terminales, se esperaria 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 represion de Pg
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 By,.

En una tesis previa del grupo (Pérez-Marin 2007) se habian realizado varios
intentos, sin éxito, de purificar la proteina CarH para abordar in vitro el estudio de su
dependencia de Bi,. Un acierto de este trabajo, que ha permitido obviar la dificultad de
purificar CarH, ha sido la construccion de las quimeras QTtl 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 asi la conclusion de que el dominio C-terminal funciona
como un moédulo autébnomo que confiere la actividad dependiente de B;,. Ademas, las
quimeras QTtl y QTt2 resultaron solubles, como suele ocurrir con otras proteinas de T.
thermophilus, facilitando asi los estudios in vitro que han contribuido a esclarecer el
papel de B;, en la modulacion de la accion molecular de CarH y conocer qué forma de
cobalamina es utilizada por la proteina.

Los ensayos de union al DNA in vitro usando QTtl y QTt2 demuestran
claramente que de las dos formas de cobalamina que pueden usarse como cofactores,
la MeB;, 0 la AdoB;,, es esta segunda la que modula la accion de TtCarHCt y lo hace
provocando una aumento significativo en la afinidad por el DNA. Dicho efecto fue mas
evidente para QTt2 que para QTtl, probablemente debido a que la afinidad intrinseca
del dominio N-terminal de CarH por su operador es bastante inferior a la del dominio
equivalente en CarA. Que la represiéon de Pg mediada por CarH y B, se pierda en una
estirpe de M. xanthus portadora de una delecién en el gen pduO, que determina la
sintesis de la adenosiltransferasa, indica que la conclusién obtenida a partir de los
ensayos in vitro con las quimeras QTtl y QTt2 sobre la forma de cobalamina utilizada
por TtCarHCt, la AdoB;,, son directamente aplicables a CarH. Sorprende, sin embargo,
gue la adicién exdégena de AdoB;, al medio de cultivo no restablezca la capacidad
represora de CarH. Una posible explicacion seria que la enzima PduO de M. xanthus,
como se ha propuesto para otras adenosiltransferasas (Yamanishi et al. 2005),
ademas de la funcién catalitica tenga la funcion de actuar como "escolta" intracelular
de la AdoB;, hasta CarH. Segun el modelo propuesto, la proteina "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 especulacion fuera correcta, cabria esperar una interaccion
entre CarH y PduO, que no ha podido ser observada en los ensayos de DHB
(comunicacion personal de la Dra. M2 del Carmen Polanco). Otra explicacion posible a
la falta de efecto de la AdoB;, es que el transportador del cofactor a través de la
membrana o alguna otra proteina elimine el grupo adenosilo, tal como ocurre con la
proteina porteadora de cobalaminas humana MMACHC. Segun las predicciones, esta
proteina interacciona con el transportador lisosomal LMBD1 permitiendo el paso de las
cobalaminas al citoplasma. Una vez las cobalaminas (CNB;,, MeB;, 0 AdoB;,) estan
en el citoplasma, MMACHC se une a ellas y cataliza la eliminacién del sustituyente
superior del cobalto para dar lugar a cob(ll)alamina que es convertida posteriormente a
sus formas activas, MeB;, 0 AdoB;, (Banerjee et al. 2009). La existencia de un

mecanismo de transporte parecido en M. xanthus podria explicar que la adicion de
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AdoBi, exdgena no rescate la falta de PduO. No obstante, poco se sabe de los
mecanismos de eliminacion 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 CNBy,
para transformarla en sus formas activas, pero se desconoce qué enzima cataliza
dicha reaccion.

Como se menciond en la Introduccién, el analisis de la secuencia del dominio
C-terminal de CarA y CarH sugiere la existencia de dos subdominios. El primero
(extremo amino), segun las predicciones sobre estructura secundaria, presentaria
cuatro hélices a que podrian adoptar la topologia en dos pares de hélices a
antiparalelas tipica del subdominio | de las sintetasas de metionina (Figura 80). Dicho
subdominio I, también llamado “region 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 AdoBi, el
subdominio que contacta con la cara superior del cofactor presenta una estructura de
tipo barril TIM, constituida por 8 hélices a alternadas con 8 laminas B paralelas (Figura
80). El otro subdominio que se predice en CarACt y CarHCt se asemejaria al
subdominio Il tanto de la sintetasa de metionina como de las isomerasas, que a su vez
es similar al dominio Rossmann de unién a nucledtidos y que en las enzimas
dependientes de B, esta implicado en contactar con el dimetilbenzimidazol y la cara
inferior del anillo corrinico (Figura 80). Resulta, por tanto, llamativo que CarH y las
quimeras QTtl y QTt2, cuyo subdominio | parece asemejarse mas al de la sintetasa de
metionina, dependan de AdoBi,y no de MeB,.

Dominio catalitico

Dominiol

Figura 80. Comparacion de los dominios implicados en la unién 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 formacién de una “jaula” hidrofébica 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
mutacion a A de la F708 o la L715 provoca un aumento dramético en la tasa de
fotdlisis, 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 fotdlisis u otras
reacciones adventicias (Jarrett et al. 1996). Puesto que el subdominio | es el que
establece contactos con el ligando superior cabe esperar que sea en dicho subdominio
en el que radique la especificidad por AdoBj,, en vez de MeB;,, en CarH y las
gquimeras con TtCarHCt. Cuando se comparan las secuencias de los dominios de
unién a cobalamina de CarH y TtCarH con los de la sintetasa de metionina de M.
xanthus y de E. coli laman la atencién los siguientes cambios en la region “caperuza”.
Tanto en CarH como en TtCarH aparece un residuo de W en la posiciéon en la que
ambas sintetasas de metionina presentan la F que ha sido implicada en el contacto
con el grupo metilo. Ademas, en CarA, que no depende de B,, destaca la ausencia de
varios residuos en dicha region, incluido el W/F. Por otro lado, la V718 que participa en
la formacion de la “jaula hidrofobica” de la sintetasa de metionina de E. coli, y que esta
conservada en la proteina homdéloga 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

gue tampoco tienen su correspondencia en las sintetasa de metionina (Figura 81).
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Figura 81. A. Residuos en la cara superior e inferior del cofactor MeB1, 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 unién 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
hidrofébica” sobre el grupo metilo de la MeB1» en la sintetasa de metionina (Drennan et al. 1994b; Pérez-
Marin et al. 2008). El recuadro amarillo indica la extension del subdominio | y el recuadro verde la del
subdominio tipo Rossmann.

Resulta pues légico especular que al menos algunas de estas diferencias de
secuencia sean responsables de que las proteinas "tipo CarH" unan AdoB;,, en lugar
de MeB;,. Cabe esperar que el andlisis mutacional en curso de varios de los residuos
candidatos, en combinaciéon con la determinacién de la estructura tridimensional de

TtCarH unida a su cofactor AdoB,,, contribuyan a esclarecer los detalles moleculares
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finos sobre la interaccién entre el cofactor y la proteina reguladora. A este respecto,
hay que sefalar que ya se encuentra muy avanzada la determinacion de la estructura
cristalografica del complejo TtCarH/AdoB;,, un trabajo que se esta realizando en
colaboracion 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 participé en la determinacion de la primera estructura
tridimensional descrita de un dominio de unién a B;,, el de la sintetasa de metionina de
E. coli (Drennan et al. 1994a).

IV.1.2 Accién de las cobalaminas sobre CarH

Los ensayos de retraso en gel y el estudio fenotipico de la estirpe portadora de
la delecion de pduO han llevado a demostrar que la AdoB;, es necesaria para que
CarH reprima la expresion 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
habian puesto de manifiesto que la interaccién de CarA con su operador in vitro y la
capacidad represora de CarA y CarH in vivo se ven drasticamente disminuidas en
ausencia de su dominio C-terminal (Pérez-Marin et al. 2008), demostrando asi la
importancia del modulo de uniéon a Bj,. En CarA, dicho dominio media tanto la
interaccion con By, como la de la proteina consigo misma (L6pez-Rubio et al. 2002;
Pérez-Marin 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
autointeraccion ni en su funcion in vivo (Pérez-Marin et al. 2008). Estos datos sugieren
gue lo que hace de CarACt un elemento critico para el funcionamiento de CarA es su
papel mediador de la interaccion de CarA consigo misma. Por el contrario, mutaciones
similares en el motivo de unién a B;, de CarHCt provocaron una merma notable de la
represion de carB por parte de esta proteina in vivo. Este resultado, unido a la
observacion inicial de que CarH, en los ensayos de doble hibrido de levaduras, mostré
una interaccién consigo misma mucho mas deébil que CarA (Pérez-Marin et al. 2008),
llevé a sospechar que la dependencia de B;, de CarH podria resultar de una
oligomerizacion de la proteina dependiente de cobalaminas. Debido probablemente a
gue la levadura Saccharomyces cerevisiae no usa B;, como cofactor (Hansen et al.
1997), los ensayos de doble hibrido de levaduras no mostraron un efecto de la
vitamina en la interaccion de CarH consigo misma (Pérez-Marin 2007).

Por ello, en este trabajo se ha utilizado el ensayo del doble hibrido bacteriano

(DHB) (Karimova et al. 1998; Karimova et al. 2000), basado en E. coli, un organismo
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gque aunque incapaz de sintetizar B;, de novo, si es capaz de generar AdoB, a partir
de CNB;;, (Roth et al. 1996; Zhang et al. 2009). Los resultados obtenidos (Figura 51)
reflejan que la interaccion de CarHCt consigo misma es unas 60 veces mas fuerte en
presencia de B;, que en su ausencia. Tal efecto de la vitamina no se observo usando
el mismo sistema con CarACt, que fue capaz de interaccionar consigo misma tanto en
ausencia como en presencia de B;,. Ademas, la mutacion H193A, que afecta al motivo
de union a cobalaminas de CarHCt, provoc6é una bajada de unas 50 veces en las
medidas de interaccion de esta proteina consigo misma en presencia de Bj,. En
cambio, la mutacién equivalente en CarA (H175A) no produjo ningun efecto en su
capacidad de oligomerizacion. Asi pues, los resultados del DHB avalan la hipotesis
inicial de que la accion de CarH depende de B, porque, a diferencia de CarA, es
incapaz de oligomerizar en ausencia de la vitamina.

Estudios previos del grupo habian demostrado que CarA forma dimeros en
solucion, que se unen de forma cooperativa al operador de carB; asi, la uniéon de un
dimero a la regién pl, por la que muestra mayor afinidad, favorece la unién de un
segundo dimero a la regién pll y el consiguiente bloqueo de la unién de la polimerasa
de RNA (L6pez-Rubio et al. 2002; Pérez-Marin et al. 2004). Por tanto, para que se
produzca la represion de Pg se requiere el ensamblaje secuencial de dos dimeros de
CarA, que probablemente acaban interaccionando entre si para formar un tetrAmero
unido al DNA operador. Los ensayos de DHB realizados en este trabajo permiten
demostrar que CarH interacciona consigo misma de manera dependiente de B;,, pero
no aportan informacion sobre el estado oligomérico que se alcanza en presencia de la
vitamina ni sobre la estequiometria del complejo AdoB,,-CarH. Para averiguarlo, en
este trabajo se ha utilizado la cromatografia de exclusion de tamafio o el
entrecruzamiento molecular que, no solo permiten corroborar los resultados del DHB
sobre la existencia 0 no de interacciones proteina-proteina, sino también establecer el
namero de moléculas que integran el complejo y la relacion estequiométrica
proteina:cobalamina. Ante la imposibilidad de purificar CarHCt, en estos ensayos se
han utilizado TtCarHCt y QTt2. Los resultados demuestran que ambas proteinas se
unen a los tres tipos de cobalaminas con una relacion proteina:cobalamina 1:1 y que
en presencia de CNBj, y MeB;, eluyen como monémeros (lo mismo que en ausencia
de cobalaminas), mientras que en presencia de AdoB;, lo hacen como tetrdmeros.
Dado que QTt2 complementa la falta de funcion de CarH en M. xanthus, es posible
que la presencia de AdoB;, induzca también el ensamblaje de tetrameros de CarH.
Alternativamente, y teniendo en cuenta que uno de los mecanismos utilizados por las
proteinas termostables para resistir las elevadas temperaturas es formar oligdbmeros

con mayor numero de subunidades que sus homélogos mesofilicos (Walden et al.
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2001), CarH podria formar dimeros en solucién (aunque de una forma dependiente de
AdoB;,) como su homélogo mas cercano, CarA.

Que la presencia de AdoB;, induzca la tetramerizacion de TtCarHCt, en vez de
la dimerizacion, explica las diferencias observadas entre el patrén de union de CarA a
su operador bipartito y el mostrado por las quimeras QTtl y QTt2. Asi, en los ensayos
in vitro de union a DNA con QTtl y QTt2 no se observe la ocupacion progresiva del
operador bipartito, propia de la unién cooperativa de dos dimeros de CarA, sino la
ocupacién “de un solo golpe” tanto de pl como de pll. No obstante, una vez unida, la
quimera QTt1 (que contiene el dominio de unién al DNA de CarA) genera un patrén de
digestion con DNasa | idéntico al de CarA, con la misma extension de la region
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 union al DNA de
CarH, aunque en este caso aparecen dos sitios hipersensibles adicionales (-45 y -34),
gue sugieren ciertas diferencias entre la unién de CarHNt y la de CarANt a su
operador. Ya que la DNasa | corta el DNA por el surco menor (Craig et al. 1995), la
aparicion de hipersensibilidades suele interpretarse como indicativa de un doblamiento
mas pronunciado hacia el surco mayor del DNA. Por tanto, es razonable pensar que la
unién de CarH al DNA produce una distorsion del DNA operador mayor que la que
produce CarA. Que los patrones de digestiéon por DNasa | generados por CarA y por
QTtl/ AdoB;, sean idénticos indica que la unién al DNA en un solo paso, favorecida
por el dominio TtCarHCt, no afecta de forma significativa al modo de interaccién de
estas proteinas con su operador. No obstante, es bien conocido que la cooperatividad
tiene la ventaja de permitir que cambios minimos en los niveles de la proteina
reguladora tengan un efecto pronunciado en la expresion génica. Por tratarse de uno
de los primeros ejemplos descritos, cabe citar la importancia de la cooperatividad en la
regulacion de la expresion génica mediada por el represor cl del fago A. Este represor
esta constituido por un dominio N-terminal de union al DNA (de tipo HTH) y por un
dominio C-terminal, responsable tanto de la dimerizacion como de la interaccion
cooperativa entre dimeros (véase Koudelka, 2000). El represor ¢l se une a un
operador tripartito, Og, constituido por tres regiones: Ogl, Ogr2, y Og3. La unién de un
dimero del represor a su sitio de alta afinidad, Og1, facilita la unién de un segundo
dimero al sitio de baja afinidad, Og2. Ambos sitios estan, por tanto, ocupados a las
bajas concentraciones de cl propias de la etapa lisogénica. De este modo, se impide la
union de la polimerasa de RNA al promotor litico Pr y se favorece la activacion del
propio cl, garantizando el mantenimiento del estado lisogénico. La cooperatividad
permite que el sistema reaccione de forma rapida a pequefios cambios en la

concentracion del represor, y que se desencadene el ciclo litico en respuesta a una

125



IV. Discusion

seflal meramente transitoria (Johnson et al. 1981). En la regulacion de Pg, los
fenotipos para la carotenogénesis de las estirpes de M. xanthus portadoras de QTtl o
QTt2 revelan un comportamiento cualitativamente similar al de CarH. Quizas, para
poner de manifiesto alguna pequefia diferencia en la regulacion de Pg por las quimeras,
que podria derivar de la ausencia de cooperatividad, seria necesario estudiar su
capacidad represora en un contexto mas natural: es decir, con QTtl o QTt2 integrados
en el sitio gendmico que normalmente ocupa carH y expresandose bajo el control
transcripcional de P,, en vez de bajo el control del promotor ribosémico Ps.

Existen multiples ejemplos en la naturaleza de reguladores transcripcionales
cuya oligomerizacion, dependiente de una determinada biomolécula, favorece su union
al DNA, aunque CarH y TtCarH constituyen el primer caso descrito cuya accién
depende de la unién a cobalaminas. Asi, por ejemplo, se ha descrito que el estado
oligomérico de la proteina BirA, implicada en la regulacion transcripcional del operén
de la biosintesis de biotina en E. coli, depende de su unién 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
reaccién de unién 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 biotinay 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 solucion, pero su unién a biotina y a 5'-AMP favorece su dimerizacion e interaccion
con su operador y, como consecuencia, la inhibicion de la sintesis de biotina. El
operador es un palindrome interrumpido al que se unen dos dimeros de BirA de forma
cooperativa, lo que recuerda a la forma de unién de CarA (Weaver et al. 2001).

Para averiguar qué cambios concretos desencadena AdoB;, en CarH y TtCarH
y de qué modo se producen para promover su ensamblaje oligomérico habra que
esperar a los detalles estructurales que, como se menciond anteriormente, se estan
abordando en colaboracién con la Prof. Catherine L. Drennan y su doctorando Marco

Jost en el MIT (Massachusetts Institute of Technology, USA).

IV.1.3 Papel dela Bj, como grupo cromoforo

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 descubrié la implicacion de la vitamina By, y CarH en la
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regulacién por la luz de la carotenogénesis, se especulé que la fotosensibilidad
intrinseca de las cobalaminas podria proporcionar una via de fotoinduccion de Pg,
alternativa a la antirrepresion por CarS (Pérez-Marin et al. 2008). Sin embargo, no ha
sido hasta la realizacién de este trabajo cuando se ha podido demostrar que, en efecto,
dicha fotosensibilidad se explota como una cualidad ventajosa en una proteina cuya
actividad represora ha de ser anulada en presencia de luz. Asi pues, para observar el
papel de la AdoB;, en la modulacion 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 iluminaciéon u oscuridad completa.
Varios experimentos de este trabajo demuestran que la presencia de luz de varias
longitudes de onda a las que absorbe AdoB;, provoca el desmantelamiento de los
tetrameros de TtCarHCt a mondmeros. De igual modo, la oligomerizacién dependiente
de B, detectada en los ensayos del DHB con CarH no se observé cuando las colonias
se incubaron en la luz. No sorprende, por tanto, que en los ensayos de unién al DNA in
vitro con las quimeras QTtl y QTt2 se observe una bajada drastica 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 sefial luminosa en la fotorregulacion de
Ps.

Para la demostracion de que la AdoBi, proporciona una ruta fotosensora
paralela e independiente de CarS en M. xanthus ha sido preciso anular la accion del
antirrepresor por delecion del gen carS. Asi, mientras que la eliminacion de CarS en
un fondo genético AcarH conduce a una represién constitutiva por CarA de la sintesis
de carotenos, la falta de CarS en un fondo genético AcarA da lugar a un fenotipo
silvestre siempre que la vitamina B, esté presente. Dada la extrema rapidez con la
gue se produce la ruptura del enlace Co-C en presencia de luz, cabe esperar que sea
ésta la via preferente de inactivacion de CarH en M. xanthus. Sorprende que existan
dos vias paralelas para la regulacion de Pg, una dependiente de CarA y CarS e
independiente de Bi,, y la otra dependiente de CarH y AdoBi,. Se ha especulado
mucho sobre el origen evolutivo antiguo, incluso prebiético, de la vitamina Bi,, cuya
biosintesis esta restringida en la actualidad a algunas bacterias y arqueas (véase Roth,
et al. 1996). Cabe pensar, por tanto, que la regulacion de Pg por CarH/AdoB;,
constituya el mecanismo ancestral de regulacion en M. xanthus y que la regulacion por
CarA/CarS haya surgido para evitar las condiciones de baja disponibilidad de B,, pues
al ser incapaz de sintetizar B;, de novo, M. xanthus depende de la vitamina exdgena
gue pueda captar de otros microorganismos del suelo a los que depreda. El
mecanismo basado en CarH/AdoB,, podria, por tanto, representar un vestigio

evolutivo. No obstante, el hecho de que se haya mantenido a lo largo de la evolucién
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podria también indicar una ventaja selectiva, relacionada quizas con la posibilidad de
responder a longitudes de onda distintas de la luz azul y/o de regular de un conjunto
de genes, aun por identificar, que no estén sujetos al control de CarA/CarS.

En cualquier caso, la principal implicacion de este trabajo es que la AdoBj,,
ademas de fomentar la oligomerizacion de CarH, sirve como molécula para la
recepcion directa de la sefial luminosa y la consiguiente modulacion de la actividad del
represor. Se pone asi de manifiesto la existencia de un nuevo tipo de fotorreceptor,
que usa la AdoB;, como grupo croméforo, y se desvela una faceta de la cobalamina
nunca antes descrita. La AdoB;, se une asi al reducido nimero de compuestos que,
como se indica en la Introduccion, han sido reclutados en la naturaleza para actuar
como cromoforos. Ademas, como se discute mas adelante, el mecanismo de
regulacion por CarH/AdoB;, (o TtCarH/AdoB;,) descrito en este trabajo podria ser la
base del modo de accibn de otras muchas proteinas bacterianas, de funcién
desconocida, que muestran la misma arquitectura de dominios. Que la cobalamina
utilizada para este fin sea la AdoB1,, que experimenta una fotélisis mas rapida que la
MeBi, (Bond et al. 1972), probablemente confiera al sistema una mayor
fotosensibilidad y velocidad de reaccion frente a la iluminacién. No obstante, como con
los ribointerruptores dependientes de B;,, muchos de los cuales parecen unir AdoB;,
pero otros MeB;, 0 incluso AgB,, cabe la posibilidad de que el requerimiento
especifico de AdoB;, observado en este trabajo no se aplique a todos miembros de la
familia que resulten depender de By..

Como se comentd en la Introduccién, el analisis bioinformatico ha puesto de
manifiesto en los Ultimos afios la abundancia de proteinas, de funcion desconocida,
que presentan alguno de los seis médulos fotosensores que se habian descrito hasta
ahora (van der Horst et al. 2007; Losi y Gartner 2008; Gomelsky y Hoff 2011). En
algunas de tales proteinas, al igual que en CarH/TtCarH, el médulo fotosensor aparece
asociado a un dominio de unién 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 proteina EL222 de la bacteria marina Erythrobacter
litoralis. Esta proteina esta constituida por un dominio C-terminal de unién 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 cromoforo. Aunque se
sabia que la luz controla la union al DNA de otras proteinas que, como EL222,
presentan un dominio LOV asociado a un dominio de union al DNA, tales como la
proteina WC-1 de Neurospora crassa, se desconocia el mecanismo molecular preciso.
La determinacion de la estructura cristalografica de EL222 ha puesto de manifiesto

que la proteina no se une al DNA en la oscuridad porque el dominio LOV secuestra la
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hélice 4o del motivo HTH. La formacion del aducto cisteinil/flavina en presencia de luz
azul genera un cambio conformacional en el dominio LOV que desencadena la
separacion de los dominios C- y N-terminales, la dimerizacion de EL222 y su unién al
DNA a través del motivo HTH (Nash et al. 2011). Aunque por un mecanismo muy
diferente al de CarH, la proteina EL222 constituye otro ejemplo de factor
transcripcional que muestra una interaccion proteina-proteina regulada por luz, de la
que depende su interaccion con el DNA. En este caso, no obstante, la luz promueve
su union 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 estimulo luminoso
y mantenerse el fotorreceptor un tiempo en oscuridad o al cambiar la longitud de onda
recibida (Purcell y Crosson 2008). Una caracteristica peculiar del nuevo tipo de
fotorreceptor descrito en este trabajo es que, al ser dependiente de B;,, es excitable
practicamente a todas las longitudes de onda del espectro visible, con excepcién de la
luz roja. Esta baja especificidad permite un amplio rango de respuesta, lo que podria
resulta especialmente Util a la hora de activar la expresién de genes con funcion
fotoprotectora. Ademas, cabe esperar que la rapida fotdlisis de la AdoB;, permita su
excitacion a bajas intensidades luminicas durante periodos relativamente cortos de
tiempo. Sin embargo, tras la fotdlisis de la AdoB, en solucion acuosa, solo un 40 % de
la AdoB;, puede ser reconstituida por recombinacién del radical 5'-desoxiadenosilo y la
cob(Il)alamina (Chen y Chance 1990). Por tanto, si la irradiacion es prolongada, es
improbable que se regenere la AdoB;, por recombinacién 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 MeBi,, protegen al cofactor del proceso
fotolitico, e impiden la difusién del grupo metilo, favoreciendo asi su recombinacién
con el cobalto (Jarrett et al. 1996). Las propiedades de la fotdlisis de la AdoB;, en
solucidon o unida a las enzimas que la usan como cofactor, que da lugar a la pareja de
radicales 5'-desoxiadenosilo-cob(ll)alamina, ha servido como modelo para el estudio
de la hidrdlisis enzimatica de AdoB;,, pues en ambos casos se produce la fision
homolitica del enlace Co-C (Padmakumar et al. 1997; Marsh y Ballou 1998; Schwartz y
Frey 2007). Como ocurre con la MeBj,, la union del cofactor AdoB;, a las enzimas con
las que colabora (como, por ejemplo, la mutasa de glutamato) reduce la formacion de
los fotoproductos, probablemente porque evita el escape del radical adenosilo y
favorece la recombinacion de la pareja de radicales (Sension et al. 2005; Robertson y

Warncke 2009). Por el momento, desconocemos los detalles cinéticos de la fotdlisis
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que sufre la AdoB1, cuando se encuentra unida al modulo fotosensor descrito en este
trabajo y cuanto se asemejan a lo ya descrito para las enzimas que dependen de este
cofactor. Cabe esperar que los estudios en curso, en colaboracion con el Dr. Alex R.
Jones (Univ. de Manchester, UK), mediante espectroscopia ultrarapida del complejo
AdoB,,/TtCarH, permitan establecer la cinética de la fotdlisis del enlace Co-C y del
regreso al estado basal tras la fotoexcitacion.

En este trabajo se han realizado experimentos para abordar la posible
regeneracion del fotorreceptor mediante el desplazamiento, por nueva AdoB;,, de la
OHB3, que se produce tras la pérdida definitiva del radical adenosilo. Curiosamente,
tanto en los ensayos de retraso en gel como en los de cromatografia de exclusién
molecular con TtCarH no se observd que la AdoB,, fuese de capaz de competir con la
forma fotolisada de la cobalamina. Mas auln, el analisis mediante HPLC acoplado a
espectrometria de masas sugiere gue tras la iluminaciéon de TtCarH-AdoB,, se genera
un complejo muy estable con el anillo de cobalamina, que no es equivalente al
formado por la incubacion de TtCarH con OHB;,, y explica que la adicion de nueva
AdoBi, no conduzca a la regeneracion del complejo TtCarH-AdoB,,. Por tanto, al
menos en las condiciones ensayadas en este trabajo, el intercambio de la OHB1, por
AdoB1, no parece una via eficaz para la recuperacién de la forma fotoexcitable del
fotorreceptor.

La profundizacién en el conocimiento del modo de accién de los mdédulos
fotorreceptores ha derivado en los ultimos afios en el nacimiento de la denominada
Optogenética (Deisseroth 2011), una tecnologia que combina la Optica y la genética
para el control espacial y temporal con luz de actividades bioldgicas concretas. Como
otros médulos fotosensores que, con este fin, se vienen utilizando (véase, por ejemplo,
Herrou y Crosson, 2011), el médulo fotosensor basado en AdoB;, podria sumarse al

creciente abanico de herramientas optogenéticas.

IV.1.4 Modelo de regulacién del promotor Pg por CarA/CarS 'y CarH/AdoB,

Los resultados de este y otros trabajos previos del grupo conducen a un
modelo para la represion de Pg en la oscuridad en el que participan dos rutas paralelas,
controladas por un mismo operador y dos proteinas parélogas, de las cuales una
(CarH), pero no la otra (CarA), depende de AdoB;, para ejercer su actividad represora
(Figuras 82 y 83). Mientras que CarA interacciona consigo misma, formando dimeros,

tanto en ausencia como en presencia de Bj,, CarH solo oligomeriza en presencia de la
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vitamina (probablemente, formando tetrameros). Asi pues, la union cooperativa de dos
dimeros de CarA o de un tetrdmero de CarH/AdoB;, al operador bipartito en Pg, que
solapa parcialmente con la regién -35 del promotor, produce un bloqueo en la entrada
de la polimerasa de RNA y la consiguiente represion del promotor. La produccion en la
luz de CarS, una proteina que interacciona con el dominio N-terminal de CarA imitando
al DNA operador, provoca el desmantelamiento de los complejos CarA-DNA vy, por
tanto, la activacion del promotor Pg. Aunque una vez producido, CarS podria
igualmente anular la accion represora de CarH, pues es también capaz de
interaccionar con su dominio de unién al DNA, cabe esperar que sea la rapida fotdlisis
de la AdoB;,, y el consiguiente desensamblaje de los oligbmeros de CarH, la via
mayoritaria de activacion de Pg cuando su represion esta mediada por CarH. A falta de
datos sobre la afinidad relativa de ambos represores por el DNA operador, cabe
esperar que, en presencia de B, la ruta de regulacion de Pg mediada por CarA 'y

CarS, y la mediada por CarH y AdoB;,, sean funcionalmente redundantes.

CarA a CarH
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Figura 82. Modelo de regulacion del promotor Pg por CarA/CarS (izquierda) y por CarH/AdoB12
(derecha).

Existen, pues, dos niveles distintos para la captacion de la sefial luminosa en M.
xanthus, ninguno de ellos basados en el uso de fotorreceptores convencionales, y en
ambos, curiosamente, es un tetrapirrol ciclico el responsable de la fotorrecepcion
(Elias-Arnanz et al. 2011; Galbis-Martinez et al. 2012). EI mecanismo principal que, en

Gltima instancia, conduce a la inactivacién de CarA, se basa en la fotoexcitacion de la
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protoporfirina 1X (PPIX) y la formacién de oxigeno singlete (*0,), una especie muy
reactiva y dafina del oxigeno. De alguna manera aun por determinar, la presencia de
'0, seria detectada por la proteina de membrana CarF y esto conduciria a la
inactivacion de CarR, a la liberacién del factor 6=“F CarQ y a la expresién del operén
carQRS. El otro mecanismo de captacion del estimulo luminoso, un mecanismo mas
directo para la activacion de Pg, se corresponde con el mecanismo basado en CarH y
AdoB;, descrito en este trabajo.

Como ya se ha comentado anteriormente, es probable que la via ancestral para
la represion de Py fuese la via que en la actualidad sigue dependiendo de CarH y
AdoB1,, pues el origen evolutivo de la vitamina es muy antiguo y mas alld de M.
xanthus y alguna otra mixobacteria (véase mas adelante) no se encuentran homoélogos
a CarF, ni a CarR o CarS (si existen factores que guardan cierta homologia con CarQ,
como factor 6=“F que es, en el propio M. xanthus y en otras especies bacterianas).
Ademas, entre las mixobacterias cuyo genoma se ha podido analizar (véase mas
adelante), existe una correlacion perfecta entre la ausencia de carF y el operdn
carQRS vy la existencia solo de una proteina tipo CarA/CarH, que es probable que
funcione como CarH. El mecanismo de fotorrecepcion basado en el uso de PPIX y de
la cascada de regulacibn mediada por CarF, CarR, CarQ y CarS es, por tanto,
probable que haya surgido posteriormente en la evolucién, de manera paralela a la
aparicion de un represor de Pg independiente de Bj,, CarA, que cabe esperar sea
ventajoso en las condiciones de baja disponibilidad de B, a las que probablemente se

enfrenta M. xanthus en la naturaleza.
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Figura 83. Modelo de regulacion de la carotenogénesis que ilustra los dos mecanismos
posibles para la captacion del estimulo luminoso en M. xanthus.
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IV.2 Conservacion evolutiva del mecanismo de regulacién basado
en AdoB,

Tras el descubrimiento de CarA y CarH, la disponibilidad creciente de
secuencias gendémicas ha desvelado la existencia de, al menos, otras 133 proteinas
con una arquitectura de dominios similar, que podrian actuar como CarA
(independiente de B;;) o como CarH (dependiente de Bi,), en unas 123 especies
bacterianas pertenecientes a 18 grupos taxonémicos (Tabla 6). Con excepcion de las
proteinas de M. xanthus (Elias-Arnanz et al. 2008; Elias-Arnanz et al. 2011),
Streptomyces coelicolor (Takano et al. 2005; Takano et al. 2006) y T. thermophilus
(Takano et al. 2011), la funcién de los integrantes de esta familia proteica, que ha
venido a denominarse CarA/LitR (LitR es la proteina homdloga de S. coelicolor), es
desconocida. Solo en algunas mixobacterias (véase mas abajo), como M. xanthus, se
observa la presencia de dos versiones de la proteina, una més parecida a CarA y otra
a CarH, y solo en ellas se observan homoélogos a CarS. Cabe pues plantearse la
posible conservacién evolutiva del mecanismo de regulacion basado en AdoB;»
descubierto en este trabajo.

Como se comenté en la Introduccién, la proteina de "tipo CarA/H" de S.
coelicolor, LitR, parece estar también implicada en la regulacion por la luz de la
sintesis de carotenoides. Al igual que CarA/CarH, LitR ejerce una accion represora
sobre su promotor diana en la oscuridad y, aunque no se ha demostrado formalmente,
se ha propuesto que la captaciéon de la sefial luminosa por la vitamina Bi, podria
modular la accién de LitR, tal vez provocando un cambio conformacional en dicho
factor que permita la expresiéon de su promotor diana (Takano et al. 2006). Por otro
lado, como se discute mas 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 accién para TtCarH muy similar al descrito para CarH en M. xanthus.

En los casos estudiados hasta ahora, las proteinas tipo CarA/CarH se
encuentran en las proximidades de genes tipicamente asociados a respuestas a la luz,
tales como los relacionados con la sintesis de carotenos (M. xanthus, S. coelicolor, T.
thermophilus) o el gen de la fotoliasa (T. thermophilus), una enzima que repara los
dafos causados en el DNA por la radiacion ultravioleta. Por ello, se ha analizado el
contexto genémico de todos los genes que determinan proteinas 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 proteinas CarA/CarH las que regulen la expresion 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 proteina que guarde homologia estructural o funcional con CarS
(aun sin parecido en su secuencia aminoacidica), es probable que el mecanismo de
fotorregulacion dependiente de B;, y CarH, e independiente de CarS, descrito en este
trabajo, se extienda mas all4d de los tres ejemplos estudiados. Por otro lado, cabe
también preguntarse el posible papel regulador del otro ~50% de proteinas tipo
Car/CarH que no se encuentran aparentemente asociadas a genes de respuesta a la
luz, si la By, participa en dicha regulaciéon o no y de qué manera lo hace, asi como qué
proceso bioldgico concreto esta sujeto a su regulacion. También resultara interesante
averiguar la funcion de unos pocos casos, hallados en la blisqueda de proteinas con
posibles médulos de unién a Bi,, en los que dicho médulo se encuentra asociado a un
dominio quinasa de histidinas 0 a un dominio regulador de la respuesta, de los que

forman parte de los sistemas de dos componentes.

Tabla 6. Proteinas tipo CarA/CarH en diferentes especies bacterianas

Bacteria

Grupo Taxonémico

N° de acc. NCBI

Haliangium ochraceum*

0 -proteobacteria (Myxococcales)

YP_003266651

Myxococcus xanthus*®

O-proteobacteria (Myxococcales)

CAAT79964 (CarA)
CAAT79965 (CarH)

Myxococcus fulvus HW-1*

O-proteobacteria (Myxococcales)

YP_004663840.1
YP_004663839.1

Corallococcus coralloides*

O-proteobacteria (Myxococcales)

YP_005366794.1
YP_005366795.1

Plesiocystis pacifica*

O-proteobacteria (Myxococcales)

ZP_01911070

Sorangium cellulosum*

O-proteobacteria (Myxococcales)

YP_001611216

Stigmatella aurantiaca*

O-proteobacteria (Myxococcales)

YP_003956654
YP_003956655

Bdellovibrio bacteriovorus

O-proteobacteria

NP_967879

Desulfuromonas acetoxidans

O-proteobacteria

ZP_01313691

Desulfohalobium retbaense

O-proteobacteria

YP_003198393

Geobacter lovleyi

O-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

a-proteobacteria

YP_002550011

Hoeflea phototrophica

a-proteobacteria

ZP_02166227

Magnetospirillum
magnetotacticum MS-

a-proteobacteria

ZP_00054991.2

Phaeospirillum molischianum
DSM 120

a-proteobacteria

ZP_09875649.1

Sphingomonas elodea ATCC

a-proteobacteria

ZP_09956865.1
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31461

Acidovorax delafieldii

B-proteobacteria

ZP_04760938

Acidovorax ebreus

B-proteobacteria

YP_002553836

Acidovorax sp.

B-protecbacteria

YP_987184

Alicycliphilus denitrificans K601 *

B-proteobacteria

YP_004388855.1

Azoarcus sp. B-proteobacteria YP_934810
Bordetella avium B-proteobacteria YP_784891
Candidatus accumulibacter B-proteobacteria YP_003169177
Dechloromonas aromatica B-proteobacteria YP_283714

Delftia acidovorans

B-proteobacteria

YP_001565315

Delftia sp. Cs1-4

B-proteobacteria

YP_004487922.1

Herminiimonas arsenicoxydans

B-protecbacteria

CAL62551

Hylemonella gracilis ATCC 19624

B-proteobacteria

ZP_08405284.1

Laribacter hongkongensis

B-proteobacteria

YP_002794311

Leptothrix cholodnii

B-proteobacteria

YP_001789500

Limnobacter sp.

B-proteobacteria

ZP_01915313

Methyloversatilis universalis FAMS5

B-proteobacteria

ZP_08503296.1

Methylovorus glucosetrophus
SIP3-4

B-proteobacteria

YP_003051081.1

Methylovorus sp.

B-proteobacteria

YP_003051081

Methylibium petroleiphilum

B-proteobacteria

YP_001019435

Polaromonas naphthalenivorans

B -proteobacteria

YP_981683

Ralstonia eutropha

B -proteobacteria

YP_293403

Rubrivivax benzoatilyticus JA2

B-proteobacteria

ZP_08400872.1

Rubrivivax gelatinosus 1L144

B-proteobacteria

YP_005439324.1

Thauera sp.

B -proteobacteria

YP_002354707

Thiomonas intermedia

B -proteobacteria

YP_003644171

Thiomonas sp.

B -proteobacteria

CAZ89507

Methylobacter tundripaludum

y-proteobacteria

ZP_07654418

Methylomicrobium alcaliphilum

y-proteobacteria

YP_004919240.1

Nitrosococcus halophilus

y-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. Eullc

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 Firmicutes YP_004644315
KNP414
Paenibacillus sp. Firmicutes YP_003014814
Planococcus donghaensis Firmicutes ZP_08095487
MPA1U2
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 Acidobacterias YP_826707

Ellin6076 *

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

Methanobacteria

YP_003849482

marburgensis str. Marburg

*carA/carH en las proximidades de genes que determinan enzimas carotenogénicas y/o fotoliasas.
% Proteinas tipo CarA/CarH para las cuales se ha demostrado una implicacion en la regulacion de la
carotenogénesis inducida por luz.

De las 133 proteinas homélogas a CarA/CarH halladas en las bases de datos
gendémicos, 15 pertenecen a O-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 sintesis
de carotenos (Tabla 6 y 7). En 4 de las 7 especies de mixobacterias, incluyendo M.
xanthus, se observa la duplicacién génica en tandem que daria lugar a la sintesis de
dos proteinas con la misma arquitectura de dominios, de las cuales una presenta una
secuencia mas similar a CarA que a CarH, y la otra al revés. Curiosamente, son estas
mismas 4 especies las Unicas que muestran el operén carQRS y un gen homodlogo a
carF, lo que avala la hip6tesis de que la via de fotorrecepcion y transduccion de la
sefial luminosa basada en la protoporfirina IX y CarF, y en los productos del operén
carQRS, ha surgido en mixobacterias para responder a la aparicion de un miembro de
la familia CarA/CarH que ha perdido la dependencia de Bj, (Tabla 7). Seria pues
l6gico pensar que, en estas tres especies de mixobacterias aun por estudiar, una de
las dos proteinas funcione como CarA y la otra como CarH en la regulacion de la
sintesis de carotenos. La proteina tipo CarA seria independiente de Bi, y, por tanto,
dependiente de CarS y de toda la maquinaria de deteccion de la luz y transduccion de
la sefial luminosa mediada por CarF y CarR. La otra seria, como CarH, dependiente
de Bi,. En las otras tres especies de mixobacterias que solo presentan una proteina
tipo CarA/CarH y no presentan genes homoélogos a carQRS ni a carF, cabe especular

gue la fotorregulacion de la carotenogenésis ocurra por un mecanismo similar al
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descrito en este trabajo, con CarH y la AdoB;, como mediadores exclusivos del control

de la expresion génica en respuesta a la presencia o ausencia de luz.

Tabla 7. Mixobacterias que presentan proteinas 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* + - - R -
Sorangium cellulosum* + - - - -

(+), (1+1), (-): Presencia de una, dos o ninguna, respectivamente, proteinas homologas a CarA/CarH.
Notese que las especies con dos proteinas tipo CarA/CarH presentan también proteinas tipo CarQ,
CarR, CarS y CarF. * carAlcarH en las proximidades de genes que determinan enzimas
carotenogénicas.

IV.2.1 Mecanismo de accion de TtCarH en Thermus thermophilus

Como se ha comentado anteriormente, el gen homdlogo a carA/carH en T.
thermophilus, TtcarH, se encuentra adyacente (aunque se transcribe en sentido
contrario) a un posible operén que incluye el gen crtB, implicado en la sintesis de
carotenos, y el gen phr, que determina la fotoliasa. A diferencia de M. xanthus, T.
thermophilus si es capaz de sintetizar By, (Cava et al. 2009) y, curiosamente, varios de
los genes implicados en la sintesis de B, se encuentran proximos a la regién donde
se localiza TtcarH, en el genoma del megaplasmido. En este trabajo se ha demostrado
gue TtCarH, en efecto, se une a la regién intergénica crtB-TtcarH y que lo hace de una
manera dependiente de AdoB,,. El andlisis de dicha region intergénica ha permitido
identificar el posible promotor de TtcarH que, como el promotor Pg de M. xanthus,
presenta una region -35 con una secuencia idéntica a la consenso (TTGACA)
reconocida por los factores de la familia 07,. La secuencia de la region -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 transcripcion identificado por

(Takano et al. 2011), lo que apunta a una verdadera funcion promotora.
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El analisis de la region intergénica crtB-TtcarH ha revelado también la
existencia de dos palindromes imperfectos que guardan cierta similitud con el
operador bipartito de CarA/CarH, pero no son idénticos a éste (Figura 78). Asi,
mientras que pl es un palindrome perfecto en M. xanthus, en T. thermophilus no es
totalmente simétrico. Tampoco son idénticas las distancias entre las submitades que
formarian parte de los dos posibles sitios de union. Por otro lado, pll es un palindrome
imperfecto en ambas especies, que solapa en los dos casos con la region -35. A pesar
de estas diferencias, que probablemente explican que TtCarH no complemente la falta
de CarH en M. xanthus, TtCarH se une especificamente a la zona que contiene los
palindromes y lo hace de una manera dependiente de AdoB;,. No obstante, los
ensayos con DNasa | indican proteccion por TtCarH/AdoBi, solo de pll y de la
segunda mitad de pl, y la mutaciéon o eliminacion de la mitad no protegida de pl no
afecta a la unién de la proteina al DNA. Parece, por tanto, que de los dos posibles
sitios identificados, solo pll, el que solapa con la regién -35, es realmente importante
para la unién de la proteina. A primera vista, estos resultados sorprenden si se
comparan con lo que ocurre en M. xanthus, donde pl es imprescindible para que se
produzca la unién cooperativa de CarA a pll y la represiéon del operéon carB. Quizas
estas diferencias tengan que ver con el hecho de que, aunque colocadas en distintos
sitios en relacién al promotor, son la secuencia del sitio pll de T. thermophilus y la del
sitio pl de M. xanthus las que resultan mas parecidas. Probablemente, tenga también
que ver con el hecho de que TtCarH/AdoB;, se une directamente en forma de
tetrAmero y no de manera cooperativa en forma de dos dimeros, como CarA.

Que en TtCarH, al igual que en CarH, la presencia de AdoB;, induce la
oligomerizacién de la proteina y la exposicion a la luz provoca la reversion al estado
monomeérico viene avalado por los ensayos in vivo (DHB) e in vitro (cromatografia de
exclusion molecular, entrecruzamiento de proteinas) presentados en este trabajo y por
un estudio reciente realizado en colaboracion con el grupo dirigido por el Prof. José
Garcia de la Torre (Departamento de Quimica Fisica, Univ. de Murcia). En dicho
estudio, se han utilizado técnicas de ultracentrifugacién analitica que indican que, en la
oscuridad en presencia de AdoB;,, TtCarH forma un tetrAmero compacto. Y que en la
luz, o en ausencia de AdoB;,, la proteina se encuentra formando mondémeros
predominantemente elipsoidales. Por otro lado, la holoproteina TtCarH/AdoB;, se
asocia al DNA en forma de tetrdmeros, pero la forma apo o la expuesta a la luz forma
complejos mas pequefios. Ademas de corroborar las conclusiones de los ensayos de
cromatografia de exclusion molecular, estos estudios sirven para validar la utilizacién

de la técnica de ultracentrifugacion analitica como método para el estudio de
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parametros hidrodinAmicos cuando la luz es un determinante crucial de las
propiedades en solucién.

El efecto “desmantelador” de los tetrameros de TtCarH/AdoB;, provocado por
la iluminacién, que in vitro se traduce en una bajada brusca en la afinidad por el DNA,
lleva a pensar que TtCarH, y la modulacion de su uniéon al DNA por AdoB;, y luz,
sirvan para mediar el control de la expresion fotoinducible de los genes crtB y phr, asi
como del propio TtcarH. En este sentido, cabe sefalar que coincidiendo con el
desarrollo de este trabajo, un estudio genético con T. thermophilus ha puesto de
manifiesto que, en efecto, la sintesis 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 expresion y la de un
regulador positivo del promotor de crtB, TTP55, que estd determinado por el gen
inmediatamente aguas abajo de TtcarH. Asi, a diferencia de M. xanthus, en T.
thermophilus no basta con la inactivacién de TtCarH por la luz para que se induzca la
sintesis 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 unién de TtCarH.

Un resultado inesperado del estudio sobre TtCarH ha sido la observacion de
gue tras la iluminacion de TtCarH-AdoB;, no se regenera su capacidad de tetramerizar
ni de unirse al DNA tras la adicion de nueva AdoBs,, ni siquiera cuando se afiade un
exceso de unas 20 veces. Y que, por el contrario, si se regenera cuando la AdoB, se
aflade a un complejo TtCarH-OHB;, que no procede de la fotélisis de la AdoB;, en el
complejo sino de la unién de TtCarH a OHB,,. Esta diferencia de comportamiento
indica que, a pesar de que el espectro de absorcion del complejo TtCarH-AdoB;,
iluminado se corresponde con el de la OHB,,, debe existir alguna diferencia entre el
complejo TtCarH-OHB,, que deriva de la iluminacion de TtCarH-AdoBi, y el que se
forma cuando TtCarH se incuba directamente con OHB;,. Los resultados del andlisis
mediante espectrometria de masas apuntan en esa direccion, al revelar que la
iluminacion de TtCarH-AdoB;, genera un complejo cuya masa molecular se
corresponde con la suma de las masas moleculares de TtCarH mas el anillo de
cobalamina sin ligando superior. Por el contrario, el complejo TtCarH-AdoB;, no
iluminado y el complejo TtCarH-OHB;, 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 iluminacién del fotorreceptor TtCarH-AdoB,, genere
un estado excitado reversible. De ser un mecanismo comdn a otros miembros de la

familia, cabria esperar que la inactivacion irreversible del cromoéforo tenga una
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repercusion distinta en organismos que, como M. xanthus, dependen de la captacion
exogena de este cofactor escaso, que en organismos que, como T. thermophilus,
pueden sintetizarlo de novo. Aunque no se ha podido detectar una interaccion en el
sistema del DHB entre CarH y la adenosiltransferasa de M. xanthus, no se puede
descartar que sea ésta una posible via para la regeneracion del fotorreceptor in vivo
tanto en M. xanthus como en T. thermophilus. En cualquier caso, cabe esperar que los
estudios en curso mediante espectroscopia ultrardpida y mediante cristalografia de
TtCarH/AdoB;, (en su forma basal y fotoexcitada) en colaboracion, respectivamente,
con el Dr. Alex R. Jones y con la Dr. Catherine L. Drennan, contribuyan a esclarecer
los detalles moleculares sobre la fotobiologia de este nuevo tipo de fotorreceptor.

IV.2.2 Dominios independientes de union a B

La busqueda in silico de proteinas con posibles dominios de unién a By, ha
puesto de manifiesto que, ademas de existir proteinas similares a CarA/CarH en otras
bacterias (Tabla 6), existen muchas proteinas bacterianas de funciébn desconocida
(méas de 60, distribuidas en distintas especies) con un motivo de unién a By, y un
tamafio similar al dominio C-terminal de CarA/CarH y que carecen del dominio N-
terminal de unién al DNA o de cualquier otro dominio adicional. La propia M. xanthus
presenta un gen, MXAN_0232, que determinaria la sintesis de uno de dichos mddulos
independientes con un motivo de unién a B,. Al igual que en el dominio de unién a B,
de CarH y TtCarH, en la region “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 conservacion de estos residuos podria
sugerir que, como CarH y TtCarH, la proteina de MXAN_0232 depende de la
presencia de AdoB;, para oligomerizar.

En un trabajo de Tesis de Master llevado a cabo en el grupo durante la
realizacion de este trabajo se ha podido confirmar mediante el sistema de DHB que,
en efecto, la proteina MXAN_0232 interacciona consigo misma de una forma
dependiente de B, y que la luz elimina dicha interaccién (Soriano-Rubio 2012). M&s
aun, una proteina quimeérica obtenida mediante la fusion de MXAN_0232 al dominio N-
terminal de union al DNA de CarH funciona como CarH en M. xanthus, lo que sugiere
gue la union de AdoB;, a MXAN_0232 reproduce la modulacién por AdoB;, y luz

descrita en este trabajo para el propio CarHCt
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Figura 84. Alineamiento de secuencias de MXAN_0232 y los dominios C-terminales de CarH, y
TtCarH. El recuadro amarillo delimita la extension del subdominio | y el recuadro verde la del
subdominio tipo Rossmann.

Cualquiera que sea la funcion de MXAN_0232 (todavia no se ha podido asignar
un fenotipo concreto a la estirpe portadora de la delecién del gen), es probable que
necesite interaccionar con alguna otra proteina para llevarla a cabo. Tanto en M.
xanthus como en otras mixobacterias que muestran homdlogos de MXAN_0232, el
gen correspondiente aparece como el primero de un posible operén formado por otros
tres genes mas, con los que podria estar relacionado funcionalmente (Figura 85). El
que se encuentra inmediatamente aguas abajo de MXAN_0232 determina una
proteina hipotética conservada y los dos siguientes determinan elementos de los
sistemas de dos componentes (reguladores de respuesta/sensores quinasa de
histidinas). Los resultados del andlisis mediante el sistema del DHB parecen indicar
que MXAN_0232 y MXAN_0231 interaccionan fisicamente y que, para ello, se
necesita la presencia de B, l0o que apunta a una relacion funcional entre ambos
factores que podria estar conservada en M. fulvus, C. coralloides y S. aurantiaca. Es
probable que el estudio del modo de accién molecular preciso de MXAN_0232, o de
alguno de los médulos independientes de unién a Bj, presentes en otras bacterias,
acabe afiadiendo nuevos e interesantes matices al mecanismo de regulacion por Bi,

descrito en este trabajo.
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Figura 85. Contexto gendémico de MXAN_0232 y de sus homélogos 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 B;, de CarH reside en su dominio C-terminal, CarHCt, pues
las proteinas 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 proteina homdloga de T. thermophilus, TtCarH, ya
sea fusionado al dominio de unién al DNA de CarA (quimera QTtl) o de CarH
(quimera QTt2), confiere la misma actividad represora dependiente de B1, que
el propio CarHCt. Las quimeras QTtl y QTt2 son, por tanto, funcionalmente

equivalentes a CarH.

3.De las dos formas de cobalaminas normalmente activas, la MeB;, o0 la AdoB;5,,
es la segunda la que modula la actividad reguladora dependiente de Bj, de

CarH, TtCarH, y las quimeras QTtl y QTt2.

4.La presencia de AdoB;, promueve la oligomerizacion de CarH vy, en
consecuencia, provoca un aumento significativo en su afinidad por el DNA
operador en el promotor Pg. Asi pues, la accion de CarH depende de B,
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 union a Bi.

5.lgualmente, la presencia de AdoB;, promueve la oligomerizacién de TtCarH y

su union 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 exposicion a luz de longitudes de onda en el rango de absorcion de la
AdoB;, provoca un desensamblaje de los oligobmeros de CaH y TtCarH
formados en presencia de AdoB;, y, en consecuencia, produce una bajada

brusca en su afinidad por el DNA.

7.Por tanto, en M. xanthus, el complejo AdoBj,-CarH proporciona una ruta
fotosensora alternativa, independiente de CarA y CarS, para la regulacién de
la carotenogénesis. Es probable que la ruta mediada por CarA/CarS haya
surgido para evitar las condiciones de baja disponibilidad de B, en M.

xanthus, que es incapaz de sintetizar la vitamina de novo.

8.En T. thermophilus, que si sintetiza B;, de novo, no presenta la duplicacion
génica carA-carH y carece de un hémologo de CarS, son probablemente
TtCarH y la AdoB;, los responsables directos de la fotorregulacion de la

carotenogénesis.

9.La iluminacion de TtCarH-AdoB;, genera un complejo muy estable con OHB;,
(estado excitado) que no ha sido posible revertir por la adicion de nueva
AdoB;, en oscuridad. Parece, por tanto, que el intercambio de la OHB;1, por

AdoB;, no es una via eficaz para la recuperacion 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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intrinseca de la AdoBi, y la usan como cromdéforo para acoplar la sefial

luminosa y la regulacion de la expresion génica .

11. La presencia de proteinas con la misma arquitectura de dominios que
CarH/TtCarH en multitud de especies bacterianas sugiere que el mecanismo
de regulacién basado en la AdoBi,, descubierto en este trabajo, esta

conservado evolutivamente.
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