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“Cuando se dijo por primera vez que el
Sol permanecia fijo y que el mundo
giraba, el sentido comun de la
humanidad declaré la doctrina falsa;
pero el viejo dicho “Vox populi, vox
Dei’, como todo filésofo sabe, no puede

ser confiado a la ciencia”

El origen de las especies, capitulo VI.
Charles Darwin (1809-1882)

“No estoy en absoluto de acuerdo con
lo que usted dice, pero lucharé hasta la
muerte para que nadie le impida

decirlo”

Voltaire (1694-1778)






A mis padres
A Gaélle

A aquella tan deseada que viene en camino, a ti Noa
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INTRODUCCION

1 La biodegradacion de los compuestos aromaticos

Los compuestos aromaticos, tales como los componentes de la lignina, los
flavonoides, las quinonas, los aminodcidos aromaticos, y muchos de los componentes
de los combustibles fosiles, son los compuestos organicos mas extendidos en la
naturaleza después de los carbohidratos. De hecho, se estima que la lignina constituye
aproximadamente el 25% de la biomasa terrestre, siendo el segundo polimero mas
abundante en la naturaleza después de la celulosa (Alder, 1977). Ademas, a lo largo del
ultimo siglo se ha incrementado de forma considerable la liberacion de compuestos
aromaticos a la biosfera como consecuencia de la revolucion industrial. Muchos de
estos compuestos aromdticos pertenecen al grupo de los xenobioticos, compuestos
creados por el hombre que contienen sustituyentes que no existen o se encuentran
raramente en la naturaleza, lo que impide que puedan ser degradados o lo hagan muy
lentamente (Pieper y Reineke, 2000). La gran estabilidad termodinamica del anillo de
benceno, debida a su estructura resonante, es la responsable de su persistencia en el
medio ambiente. Ademas, la elevada hidrofobicidad de estos compuestos los convierte
en una fuente importante de contaminacion ambiental por su elevada toxicidad. De entre
estos contaminantes, cabe destacar especialmente a los que conforman el grupo
denominado BTEX, e. g., benceno, tolueno, etilbenceno y xilenos, debido a que son
producidos en grandes cantidades y actlan como contaminantes de acuiferos y de
sedimentos procedentes de filtraciones o vertidos de petroleo o derivados de éste (Lin et
al., 2002). De igual forma, existen otros compuestos aromaticos muy contaminantes
como los derivados polihalogenados de las dioxinas y los bifenilos (PCBs), compuestos
nitroaromaticos y derivados fenolicos halogenados (Abraham et al., 2002; Haggblom et
al., 2000). Todos estos compuestos poseen diversos indices de toxicidad que pueden
llegar a provocar desde leves dafios dermatoldgicos hasta graves afecciones del sistema
nervioso central o leucemias (Chee-Sanford et al., 1996).

Los microorganismos juegan un papel crucial en el reciclaje del carbono y el
mantenimiento de la biosfera (Dagley, 1978), desarrollando diversas estrategias para
degradar la mayor parte de los compuestos organicos que se encuentran en la naturaleza,

incluyendo a los compuestos aromaticos mas recalcitrantes. Ademas, la promiscuidad
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que muestran las enzimas catabodlicas permite a las bacterias degradar, al menos en
ciertos casos, los compuestos xenobidticos cuyas estructuras se asemejan a la de
compuestos aromaticos naturales (Diaz, 2004; McLeod, 2008).

El catabolismo bacteriano de los compuestos aromaticos tiene como estrategia
general la evolucion de una amplia variedad de rutas periféricas que engloban todas
aquellas reacciones enzimaticas que convierten una gran diversidad de compuestos
aromaticos en unos pocos intermediarios centrales con menor estabilidad
termodinamica, los cuales son canalizados a través de unas pocas rutas centrales hasta el
metabolismo central de la célula (Harwood et al., 1999; Heider y Fuchs, 1997). Existen
dos estrategias principales para degradar compuestos aromaticos dependiendo de la
presencia o ausencia de oxigeno. En el catabolismo aerobico de los compuestos
aromaticos, el cual ha sido ampliamente estudiado a lo largo de varias décadas, el
oxigeno es la inica molécula que puede actuar como aceptor final de electrones, y
ademas es clave como co-sustrato en dos procesos esenciales como son la hidroxilacion
y la rotura del anillo aromatico llevadas a cabo por oxigenasas (Parales, 2006;
Vaillancourt et al., 2006). En el catabolismo anaerébico, muchos menos estudiado que
el catabolismo aerdbico, los compuestos aromaticos estan sometidos a una estrategia
totalmente diferente, basada en reacciones de reduccion capaces de desaromatizar el
anillo (Fuchs, 2008; Gibson y Harwood, 2002), utilizando como aceptor final de
electrones compuestos inorganicos como el NOs™ (que es reducido a NO, o a N)
(Spormann y Widdel, 2000), el Fe’" (que es reducido a Fe*") (Coates et al., 2001) o el
SO4> (que es reducido a SO3*~ 0 a SO*") (Morasch et al., 2004; Peters et al., 2004), u
otros menos comunes como el Mn4+, el CIO4, el Cr4+, el V4+, el oxido de trimetilamina,
e incluso algunos compuestos organicos como el dimetil sulfoxido (DMSO), el
fumarato, etc. (Coates et al., 2002; Chakraborty y Coates, 2004; Gibson y Harwood,
2002; Lovley, 2003). Por ultimo, cabria hacer mencion de un tercer tipo de catabolismo,
la fermentacion, donde la fuente de carbono es degradada anaerdbicamente por medio
de una serie de reacciones en las cuales ciertos compuestos orgdnicos actian como
aceptores de electrones, generando ATP mediante fosforilacion a nivel de sustrato,
razon por la cual no se requiere una cadena de transporte de electrones. Sin embargo, en
muchos casos la fermentacion no permite la mineralizacion de los compuestos
aromaticos, sino que los transforma en 4cidos organicos de cadena corta que seran

posteriormente mineralizados por microorganismos metandgenos o reductores de azufre
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que establecen una asociacion sintroéfica con los microorganismos fermentadores

(Elshahed et al., 2001; Evans y Fuchs, 1988).

2 El catabolismo anaerobico de los compuestos aromaticos

Los procesos de degradacion anaerdbica tienen una gran importancia a nivel
ecoldgico, ya que muchos de los ambientes susceptibles de sufrir contaminacion de
compuestos aromaticos suelen ser ambientes anoxicos, como es el caso de acuiferos,
sedimentos acuaticos, zonas del subsuelo, lumen intestinal, o ambientes con elevadas
concentraciones de carbono, donde el oxigeno se consume mas rapidamente que el
tiempo que tarda en reponerse (Lovley, 2003). Por ejemplo, en los acuiferos
contaminados con hidrocarburos se puede apreciar la formacidon de compartimentos con
diferentes potenciales rédox, donde diversas comunidades microbianas son capaces de
utilizar localmente los donadores y aceptores de electrones disponibles para llevar a
cabo el proceso de biodegradacion (Lovley, 2001; 2003). Ademas, debido a la baja
reactividad quimica de los compuestos aromaticos, su biodegradacion anaerdbica
requiere reacciones bioquimicas muy atipicas, lo cual es de gran interés, tanto desde el
punto de vista bioquimico o evolutivo, como desde el punto de vista biotecnologico.
Entre estas novedosas reacciones enzimaticas, cabria destacar aquellas implicadas en la
reduccion anaerobica del anillo del benceno (reduccion de Birch) o en la carboxilacion
anaerobica del fenol (carboxilacion de Kolbe-Schmitt), las cuales s6lo habian sido
descritas en el campo de la quimica organica (Fuchs, 2008).

No obstante, y aunque se han estudiado con cierta profundidad determinadas rutas
periféricas y centrales de la degradacion anaerdbica de compuestos aromaticos, atin no
han sido bien establecidas las bases genéticas y los mecanismos de regulacion
subyacentes de la degradacion anaerdbica de los compuestos aromaticos debido,
principalmente, a las dificultades que entrafia tanto el trabajo en condiciones
anaerdbicas, como el crecimiento y la manipulacion genética de los microorganismos
degradadores de compuestos aromaticos. Los ultimos avances en la secuenciacion de
genomas han aportado el primer perfil genético completo de cinco diferentes especies
bacterianas capaces de degradar anaerdbicamente compuestos aromadticos utilizando
diferentes aceptores de electrones, y que pertenecen a distintos subgrupos de

proteobacterias: la oa-proteobacteria fototrofa Rhodopseudomonas palustris CGA009
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(Larimer et al., 2004), la o-proteobacteria desnitrificante Magnetospirillum
magnetotacticum AMB-1 (Matsunaga et al., 2005), la B-proteobacteria desnitrificante
Azoarcus sp. EbN1 (propuesta para ser renombrada como “Aromatoleum aromaticum”
EbN1) (Rabus et al., 2005), y dos d-proteobacterias anaerobias estrictas, la reductora de

hierro Geobacter metallireducens GS-15 (Butler et al., 2007) y la fermentadora

Syntrophus aciditrophicus SB (Mclnerney et al., 2007) (Tabla 1).

Tabla 1. Comparacién de las caracteristicas mas relevantes de los organismos degradadores anaerdbicos de
compuestos aromaticos cuyo genoma ha sido totalmente secuenciado.

Caracteristicas R. palustris M. magnetotacticum Azoarcus  G. metallireducens S. aciditrophicus
CGA009 AMB-1 sp. EbN1 GS-15 SB
C1a51ﬁf:ac'10n o-Proteobacteria a-Proteobacteria p s 3-Proteobacteria 8-Proteobacteria
taxonomica bacteria
Habitat Acuético Acudtico S;S&gif:égs Multiples Multiples
Principales . . - Fe(IIT), Mn(IV),
aceptores de 0,, fototréfico 2z (mlgc())miroﬁlo), OZ{\%@ ’ NO;~, NO,~, Co(III), Fermentador
electrones 3 2 U(VI), Cr(VI)
a A 1
1 Gl 6 25-30 30 31 30 35
crecimiento
Morfologia Bacilo Espirilo Bacilo Bacilo Bacilo
Motilidad Si Si No Si No
Tolueno,
cumarato etilbenceno,
pcinamato ’ fenilacetato,
> antranilato,
ferulato, cafeato, fenol. D-
Fuentes de 3- cresof P ) Tolueno, fenol, p-
carbono fenilpropionato, etil fer;ori cresol, bencilalcohol,
aromaticas en S-fenilvalerato, Benzoato, fenilacetato fenilalaniria benzaldehido, 4- Benzoato
condiciones mandelato, 4- bencilalcohol hidroxibenzoato,
anaerébicas hidroxi‘t})enzoato, 3-hidroxi- > benzoato
hidroxibenzoato, bel?iz(;)ra(l)fi’-4-
benzoato —
benzoato
Uz @l 5.459.213 4.967.148 4.296.230 3.997.420 3.179.300
cromosoma (pb)
Plasmidos (kb) 8.4 - 207/223 13.7 -
Contenido en
65.0 65.1 65.1 59.5 51.4
G+C (%)
ORFs 4.836 4.559 4.603 3.532 3.169
Elementos IS 16 33 237 - 37

Entre los organismos encontrados en los ambientes anoxicos, cabe destacar la
frecuente presencia de miembros del género Azoarcus, aislados por primera vez en la
rizosfera de plantas de zonas tropicales y subtropicales, y catalogados inicialmente
como organismos no desnitrificantes (Reinhold-Hurek et al., 1993) y con actividad

nitrogenasa (Fries et al., 1994). Diversos estudios posteriores ampliaron el nimero de
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especies aisladas, revelando algunos microorganismos del género Azoarcus que también
eran capaces de crecer anaerdbicamente en condiciones desnitrificantes en presencia de
diversos compuestos aromaticos como Unica fuente de carbono. Entre las nuevas
especies se engloban bacterias anaerobias estrictas, tales como A. anaerobius (Springer
et al., 1998), y anaerobias facultativas, tales como A. evansii (Anders et al., 1995), A.
tolulyticus (Zhou et al., 1995), A. toluvorans (Fries et al., 1994; Song et al., 1999), A.
toluclasticus (Song et al., 1999) y A. buckelii (Mechichi et al., 2002). Todos los
miembros del género Azoarcus son mdviles gracias, en la mayoria de los casos, a la
presencia de un tnico flagelo polar (Anders et al., 1995; Song et al., 1999), y casi todos
ellos, presentan una morfologia de diplobacilo, con algunas excepciones de cepas
crecidas en m-xileno en condiciones desnitrificantes, donde la morfologia observada fue
de tipo coco (Hess et al., 1997). A lo largo de este trabajo, se ha trabajado con una cepa
de este género, Azoarcus sp. CIB, aislada tal y como se describe en Lopez-Barragan et
al. (2004), la cual es capaz de degradar anaerébicamente diversos compuestos
aromaticos tales como m-xileno, tolueno, benzoato, fenilacetato, 3-hidroxibenzoato, 3-
metilbenzoato, etc. A continuacion, se hara un breve repaso de los principales clusters
génicos que codifican las rutas periféricas y centrales de la degradacion anaerdbica de
los compuestos aromaticos, centrando la atencién en la ruta de la degradacion

anaerdbica de benzoato.

2.1 Las rutas periféricas del catabolismo anaerobico de los compuestos aromaticos

Tal y como se sefiald anteriormente, las rutas periféricas son aquellas responsables
de eliminar los grupos funcionales de los distintos compuestos aromaticos para dar
lugar a la formacion de unos pocos intermediarios centrales que prosigan
posteriormente su biodegradacién a través de las rutas centrales. En el catabolismo
anaerdbico de los compuestos aromaticos, la mayoria de las rutas periféricas convergen
en el intermediario central benzoil-CoA (Carmona et al., 2009; Harwood et al., 1999;
Heider y Fuchs, 1997), si bien se han descrito otros intermediarios (Fig. 1). Aunque en
algunos casos las rutas periféricas implican una Unica reaccion, como es el caso de la
activacion de ciertos acidos aromaticos (benzoato, 3-hidroxibenzoato, 3-metilbenzoato,
2-aminobenzoato) a sus correspondientes ésteres de aril-CoA, existen otros muchos
compuestos aromaticos que son convertidos en benzoil-CoA a través de rutas periféricas
con multiples pasos, cuyos genes no suelen estar ligados al cluster de degradacion del

benzoil-CoA.
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Figura 1. Rutas periféricas del catabolismo anaerdbico de los compuestos mono-aromaticos. Un
amplio rango de compuestos aromaticos son degradados a través de diferentes rutas periféricas a un limitado
numero de intermediarios centrales (recuadrados en color gris), como el benzoil-CoA (BzCoA), el 2-amino-
benzoil-CoA (2-Amino-BzCoA), el 3-hidroxibenzoil-CoA (3-Hidroxi-BzCoA), el 3-metil-benzoil-CoA (3-
Metil-BzCoA), el 6-hidroxinicotinato, el resorcinol, el floroglucinol, la hidroxihidroquinona, que son
desaromatizados y canalizados por medio de las rutas centrales al metabolismo central de la célula. La
desaromatizaciéon de estos intermediarios centrales puede implicar el uso de ferredoxina (Fd) y energia
(flechas marrones), unicamente ferredoxina (flechas azules) o NAD(P)H (flechas verdes), como donadores
de electrones. También se indica la desaromatizacion oxidativa descrita en el caso de la hidroxihidroquinona
(flecha amarilla). Tal y como se puede apreciar, algunos de los compuestos aromaticos pueden ser
degradados a través de diferentes rutas periféricas y centrales, dependiendo del potencial rédox del aceptor
final de electrones de la célula huésped.
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En cualquier caso, se ha podido establecer que todo aquel compuesto que sea
metabolizado por medio de la ruta del benzoil-CoA debe poseer un grupo carboxilo, o
bien un grupo alquilo capaz de oxidarse a su correspondiente carboxilo. Si no fuera asi,
el compuesto ha de ser carboxilado especificamente para generar el correspondiente
acido aromadtico al inicio del metabolismo (Gibson y Harwood, 2002; Schuhle y Fuchs,
2004). De igual forma, los &4cidos aromadticos que generan benzoil-CoA en su
degradacion deben sufrir una activacion a tioésteres de CoA mediante la accion de
diversas enzimas CoA ligasas. El grupo CoA juega un papel desestabilizador del anillo
aromatico equivalente al que ejercen los grupos hidroxilo en el catabolismo aerobico
(Heider y Fuchs, 1997). Se han identificado y estudiado diversas CoA ligasas
implicadas en el catabolismo anaerdbico de compuestos aromaticos en diversos
microorganismos, de las cuales las benzoato-CoA ligasas (Egland et al., 1995; Schuhle
et al., 2003), las 4-hidroxibenzoato-CoA ligasas de R. palustris y T. aromatica (Biegert
et al., 1993; Gibson et al., 1994), y la fenilacetato-CoA ligasa de A. evansii (Mohamed,
1993) han sido las mejor caracterizadas.

Las CoA ligasas precisan de un cofactor, el Mg2+, asi como de dos sustratos, CoA y
ATP, para llevar a cabo su actividad enzimatica correspondiente. E1 CoA es incorporado
al compuesto aromatico y el ATP se hidroliza a AMP + 2Pi.

No obstante, aparte de la esterificacion con CoA como mecanismo general de
degradacion anaerdbica de compuestos aromaticos, también existen algunos compuestos
que derivan en floroglucinol, resorcinol o hidroxihidroquinona, los cuales no requieren
activacion mediada por CoA para poder ser degradados (Schink et al., 2000), como se

puede apreciar en la Figura 1.

2.2 Las rutas centrales del catabolismo anaerobico de los compuestos aromaticos

Como se ha visto en el apartado anterior la degradacion de los compuestos
aromaticos a través de distintas rutas periféricas genera unos pocos intermediarios
centrales. Los principales intermediarios centrales del catabolismo anaerdbico de los
compuestos mono-aromaticos homociclicos son benzoil-CoA (y sus derivados 2-amino,
3-hidroxi y 3-metil), floroglucinol, hidroxihidroquinona y resorcinol (Carmona et al.,
2009; Fuchs, 2008; Gibson y Harwood, 2002; Harwood et al., 1999; Heider y Fuchs,
1997), tal y como se muestra en la Figura 1. Basandose en el intermediario central
formado asi como en el potencial rédox del aceptor de electrones utilizado, los

microorganismos han desarrollado diversas rutas centrales que transforman dichos
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intermediarios en compuestos que forman parte del metabolismo central de la célula
(Schink et al., 2000). De todas las rutas centrales estudiadas, la mejor caracterizada es la
encargada de la degradacion de benzoil-CoA, siendo también éste el intermediario
central mas frecuente y mejor estudiado (Breese et al., 1998; Egland et al., 1997,
Harwood et al., 1999; Lopez Barragan et al., 2004a; Lopez Barragan et al., 2004b;
Mclnerney et al., 2007; Shinoda et al., 2005; Wischgoll et al., 2005).

2.2.1 Bioquimica de la ruta central del benzoil-CoA

El benzoato, al ser el compuesto aromatico mas comunmente degradado por
los microorganismos, ha sido utilizado como compuesto modelo para el estudio de
la principal ruta anaerdbica de degradacion de compuestos aromaticos, la ruta
central del benzoil-CoA. El catabolismo anaerdbico del benzoato via benzoil-CoA
ha sido estudiado a nivel molecular en algunos microorganismos anaerobios
facultativos como T. aromatica (Breese et al., 1998), Azoarcus spp. (Fuchs, 2008;
Harwood et al., 1999; Lopez Barragan et al., 2004a), Magnetospirillum spp. (Lopez
Barragan et al., 2004b; Shinoda et al., 2005), R. palustris (Egland et al., 1997), G.
metallireducens (Wischgoll et al., 2005) y S. aciditrophicus (Mclnerney et al.,
2007). En todos ellos, la degradacion de benzoato tiene lugar a través de una ruta
periférica que consiste en una Unica reaccion que activa el benzoato a benzoil-CoA
mediante la accion de una benzoato-CoA ligasa dependiente de ATP (Fig. 2). De
esta forma, el benzoil-CoA puede ser degradado hasta acetil-CoA y CO, a través de
una serie de reacciones que constituyen la ruta central del benzoil-CoA, la cual se
divide en dos segmentos catabolicos: la ruta alta, que convierte el benzoil-CoA en
un compuesto alifatico C;-dicarboxil-CoA, y la ruta baja, que convierte este tltimo
en acetil-CoA y CO, (Fig. 2) (Blazquez et al., 2008; Carmona y Diaz, 2005;
Carmona et al., 2009).

2.2.1.1 Ruta alta del benzoil-CoA

La ruta alta del benzoil-CoA comprende, a su vez, dos segmentos
metabolicos principales: 1) la reduccion del anillo aromatico del benzoil-CoA, y 1ii)
la B-oxidacion modificada del compuesto aliciclico generado, que daré lugar al éster
de CoA sustrato de la ruta baja (Fig. 2).

a) Reduccion del anillo aromético: este paso es clave en el proceso de degradacion

anaerdbica del benzoil-CoA, ya que elimina el caracter aromatico del anillo.

10
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b)

Esta reaccion esta catalizada por la benzoil-CoA reductasa (BCR), la tnica
enzima de la ruta del benzoil-CoA que es estrictamente sensible a la presencia
de oxigeno. La reduccion de benzoil-CoA tiene lugar mediante un mecanismo
semejante a la reaccion de Birch, en la cual se produce una transferencia
secuencial de electrones y protones a potenciales rédox extremadamente bajos
(Boll et al., 2002; Boll, 2005a; b). Esta reduccion esta facilitada por el grupo
tioéster, lo cual explica por qué las rutas anaerdbicas suelen implicar tioésteres
de CoA (Fuchs, 2008). Se han descrito dos variantes del proceso de reduccion
del benzoil-CoA: en T. aromatica, Azoarcus spp., G. metallireducens y S.
aciditrophicus el benzoil-CoA es reducido a ciclohex-1,5-dieno-1-carbonil-CoA,
mientras que en R. palustris, el dienoil-CoA sufre una reduccion adicional dando
lugar a ciclohex-1-eno-1-carbonil-CoA (Fig. 2) (Boll, 2005a; b; Carmona y
Diaz, 2005; Egland et al., 1997).

B-oxidaciéon modificada: tras la formaciéon del correspondiente (di)enoil-CoA

ciclico por la accion de la BCR, se producen una serie de reacciones similares a
las de la B-oxidacion, mediante las cuales se incorpora una molécula de agua al
doble enlace por la accion de una acil-CoA hidratasa, a continuacion una
deshidrogenacion mediada por wuna hidroxiacil-CoA deshidrogenasa vy,
finalmente, la hidrolisis del compuesto aliciclico por medio de una oxoacil-CoA
hidrolasa, que genera un compuesto alifatico C7-dicarboxil-CoA. Hasta ahora se
han descrito dos variantes de la -oxidacion (Fig. 2):

i. PB-oxidacion tipo Thauera: fue descrita por primera vez en T. aromatica y
utiliza como sustrato el dienoil-CoA ciclico producido por la BCR, generando
como producto final 3-hidroxipimelil-CoA (Harwood, 1999; Laempe et al.,
1998; Laempe et al., 1999).

ii. B-oxidacion tipo Rhodopseudomonas: fue descrita en R. palustris y utiliza

como sustrato el monoenoil-CoA ciclico producido por la BCR, generando
como producto final pimelil-CoA (Harwood, 1999; Pelletier y Harwood, 1998;
Pelletier y Harwood, 2000).

Al comparar las enzimas responsables de ambas variantes se pueden observar

ciertas diferencias en las especificidades de sustrato, lo que estd de acuerdo con la

existencia de dos tipos diferentes de genes catabdlicos. Mientras que los genes del

tipo Rhodopseudomonas unicamente se encuentran en R. palustris CGA009 (y
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algunas otras cepas de Rhodopseudomonas) (Carmona et al., 2009; Egland et al.,
1997), se han hallado ort6logos de los genes del tipo Thauera (Breese et al., 1998)
en otras bacterias reductoras de nitrato (Azoarcus spp. y Magnetospirillum spp.)
(Lopez Barragan et al., 2004a; Lopez Barragan et al., 2004b; Rabus, 2005; Shinoda
et al.,, 2005), reductoras de Fe(Ill) (Geobacter spp.) (Butler et al., 2007) y
fermentadoras (S. aciditrophicus) (Peters et al., 2007).

2.2.1.2 Ruta baja del benzoil-CoA

La ruta baja del benzoil-CoA es la responsable de la degradacion de los
derivados alifaticos C;-dicarboxil-CoA, para generar tres moléculas de acetil-CoA y
una de CO, (Fig. 2) (Gallus y Schink, 1994; Harrison y Harwood, 2005). Las
bacterias contienen multitud de genes cuyos productos génicos podrian participar en
el catabolismo de los intermediarios dicarboxil-CoA formados en el metabolismo
anaerobico de acidos aromaticos o en el catabolismo de 4cidos dicarboxilicos.

Los genes pinFABCDE constituyen un operdn inducido especificamente en
R. palustris cuando las células crecen anaerdbicamente en benzoato (o pimelato).
Los genes de este operdn codifican todas las enzimas necesarias para llevar a cabo la
B-oxidacion de los acidos dicarboxilicos hasta glutaril-CoA (Harrison y Harwood,
2005; Larimer et al., 2004; VerBerkmoes et al., 2006). No obstante, las proteinas
Pim no son las unicas de R. palustris capaces de catalizar la degradacion de acidos
dicarboxilicos, siendo probable que actien en combinacion con otras enzimas cuyos
niveles se ven incrementados cuando las células crecen en presencia de benzoato
(VerBerkmoes et al., 2006). En el genoma de Azoarcus sp. EbN1 se han identificado
in silico diversos clusters que codifican posibles rutas de B-oxidacion de acidos
dicarboxilicos (Rabus, 2005). En la mayoria de los microorganismos, la oxidacion y
descarboxilacion del glutaril-CoA a crotonil-CoA estd catalizada por una glutaril-
CoA deshidrogenasa bifuncional que genera glutaconil-CoA como intermediario de
la reaccion (Fu et al., 2004; Gomes et al., 1981). Se ha identificado y caracterizado
recientemente el gen gcdH que codifica la glutaril-CoA deshidrogenasa bifuncional
de Azoarcus sp. CIB (Blazquez et al., 2008) y G. metallireducens (Wischgoll et al.,
2009).
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Figura 2. Reacciones enzimaticas de la ruta del catabolismo anaerébico del benzoato en diversas
bacterias. A la derecha se indican las diferentes fases de la degradacion: (I) Ruta periférica o activacion
del benzoato a benzoil-CoA por medio de la benzoato-CoA ligasa (flecha roja); (II) Ruta alta del benzoil-
CoA (flecha amarilla) donde tiene lugar la reduccion del anillo aromatico por medio de la benzoil-CoA
reductasa (flechas azul oscuro) y la B-oxidacion modificada (flecha verde oscuro) mediante hidratacion
(flechas verde claro), deshidrogenacion (flechas azul claro) e hidrélisis del compuesto aliciclico (flechas
naranja); (III) Ruta baja del benzoil-CoA (flechas_grises) que genera 3 moléculas de acetil-CoA y CO,.
También se muestra la ruta convergente del ciclohexano carboxilato, que es activado por una CoA ligasa
(AliA) y seguidamente deshidrogenada por una ciclohexanocarboxil-CoA deshidrogenasa (AliB) (flecha
rosa). Los metabolitos representados en la figura se indican a continuacion: ciclohex-1,5-dieno-1-
carbonil-CoA (1), ciclohex-1-eno-1-carbonil-CoA (2), 2-hidroxiciclohexano-1-carbonil-CoA (3), 6-
hidroxiciclohex-1-eno-1-carbonil-CoA (4), 2-cetociclohexano-1-carbonil-CoA (5) y 6-cetociclohex-1-
eno-1-carbonil-CoA (6). Las enzimas implicadas también han sido indicadas correspondiéndose sus
nombres con el de sus respectivos genes, detallados en la Figura 3.
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En algunos organismos que presentan ciertas limitaciones en la obtencion de
energia, como las bacterias fermentadoras o reductoras de sulfato, el glutaril-CoA es
oxidado por wuna glutaril-CoA deshidrogenasa dependiente de NAD vy
posteriormente descarboxilado por una glutaconil-CoA descarboxilasa anclada a
membrana, que es dependiente de sodio y acopla la descarboxilacion con la
traslocacion de iones de sodio a través de la membrana, dando lugar a la sintesis de
ATP (Dimroth y Schink, 1998). La conversion de glutaril-CoA a crotonil-CoA
acoplada a la sintesis de ATP puede ser considerada como una medida adicional
para la conservacion de energia, impuesta por las estrictas restricciones energéticas
del metabolismo fermentador (Elshahed y McInerney, 2001; Wischgoll et al., 2009).

Las actividades enzimaticas responsables del metabolismo que transforma el
crotonil-CoA en acetil-CoA, como por ejemplo la de la 3-hidroxibutiril-CoA
deshidratasa, 3-hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa y acetoacetil-CoA tiolasa, han
sido descritas en diversas bacterias (Auburger y Winter, 1996; Elshahed et al., 2001;
Elshahed y Mclnerney, 2001; Gallus y Schink, 1994), pudiéndose encontrar los
supuestos genes codificantes de dichas enzimas mediante analisis in silico de los
genomas de algunos biodegradadores anaerobicos (Harrison y Harwood, 2005;

Rabus, 2005).

2.2.2 Genética de la ruta de degradacion anaerobica del benzoato

Los genes responsables de la degradacion anaerobica del benzoato han sido
estudiados ampliamente tanto en T. aromatica (Breese et al., 1998) como en R.
palustris (Egland et al., 1997). En R. palustris, los genes implicados en la
degradacion anaerobica de varios compuestos aromaticos se organizan en un cluster
de 25.4 kb que incluye los genes bad, responsables de la degradacion de benzoato,
los genes ali, responsables de la degradacion de acidos aliciclicos, y los genes hba,
responsables de la degradacion 4-hidroxibenzoato (Fig. 3 y Tabla 2). Los genes
badDEFG codifican las cuatro subunidades de la BCR de R. palustris,
constituyendo una unidad transcripcional cuya expresion se induce por benzoato
(Egland et al., 1997). El gen badA codifica la enzima benzoato-CoA ligasa,
responsable de la activacion del benzoato a benzoil-CoA. El producto génico del
gen badB posee una identidad significativa (50%) con proteinas del tipo
ferredoxina, cuya funcion consiste en la transferencia de los electrones necesarios

para la reduccion del anillo aromatico (Fig. 2).
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Figura 3. Organizacion génica de la ruta de degradacion anaerébica del benzoato en a, B y o-
proteobacterias. Rhodopseudomonas palustris CGA009 (NC_005296), Magnetospirillum spp. [M. magneticum
AMB-1 (NC_007626); M. magnetotacticum MS-1 (AAAP00000000) y Magnetospirillum sp. TS-6 (AB-167726
y AB243675)], Thauera aromatica (AJ224959), Azoarcus spp. [Azoarcus sp. CIB (AF515816), A. evansii
(AJ428529) y Azoarcus sp. EbN1 (NC_006513)], Geobacter metallireducens GS-15 (NC_007517) y Syntrophus
aciditrophicus SB (NC_007759). Los nombres de los genes se detallan en la Tabla 2. Los genes han sido
representados con flechas de diversos colores: rojas, genes que codifican benzoato-CoA ligasas; gylum;u

codifican posibles oxidorreductasas dependlentes de NADPH y ferredoxma verde claro genes que codifican
enoil-CoA hidratasas; azul claro, genes que codifican hidroxiacil-CoA deshidrogenasas dependientes de NAD";
naranjas, genes que codifican oxoacil-CoA hidrolasas; negras, genes reguladores; yverde oscuro, genes que
codifican posibles acil-transferasas; marrones, posibles genes transportadores; rosas, genes que codifican la
ciclohexanocarboxilato-CoA ligasa (aliA) y la ciclohexanocarboxil-CoA deshidrogenasa (aliB); moradas, genes
pertenecientes a otras rutas catabolicas de compuestos aromaticos; blancas, genes de funcion desconocida. Dos
rayas verticales separan los genes no adyacentes en el genoma.
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Ambos genes, badA y badB, constituyen una unidad transcripcional. Los genes
badH y badK codifican proteinas del tipo flavin-deshidrogenasa y enoil-CoA
hidratasa, respectivamente, implicadas ambas en las reacciones que oxidan el
ciclohex-1-eno-1-carbonil-CoA a 2-cetociclohexano-1-carbonil-CoA (Fig. 2). La
enzima codificada por el gen badl es responsable de la actividad 2-cetociclohexano-
1-carbonil-CoA hidrolasa, que da lugar a la apertura del anillo aliciclico (Fig. 2).
Los genes badH, badK y badl constituyen, junto con los genes aliA y aliB, otra
unidad transcripcional cuya orientacion es divergente respecto de los demas genes
catabolicos del cluster bad (Fig. 3).

En T. aromatica, los genes implicados en la ruta de degradacion anaerdbica
del benzoato se agrupan en un cluster de 7.9 kb (cluster bcr), en el cual se disponen
ocho genes transcritos en la misma direccion (Figs. 2 y 3 y Tabla 2). El gen que
codifica la benzoato-CoA ligasa en T. aromatica (bclA) no forma parte del cluster
bcr, sino que se encuentra localizado en el cluster génico box implicado en la
degradacion aerdbica de benzoato (Schuhle et al., 2003), con lo que su expresion es
inducida cuando las células crecen aerdbicamente en benzoato. Por otro lado, en una
posicion 5° respecto del gen had, se han localizado dos genes, korA y korB,
orientados en sentido divergente al cluster bcr, que codifican las subunidades o y B,
respectivamente, de la enzima KGOR, cuya funcioén consiste en regenerar el estado
reducido de la ferredoxina que participa en la reaccion catalizada por la BCR
(Dorner y Boll, 2002).

También han sido identificados los genes responsables de la degradacion
anaerdbica del benzoato en diferentes cepas del género Magnetospirillum (Fig. 3 y
Tabla 2) (Kawaguchi et al., 2006; Lopez Barragan et al., 2004b; Matsunaga et al.,
2005; Shinoda et al., 2005). El cluster bcr de Magnetospirillum presenta una
organizacion génica semejante a la del cluster bcr de T. aromatica, con dos
operones divergentes (Fig. 3) cuyos genes también poseen una elevada similitud con
los genes de T. aromatica. Ademas, ¢l gen que codifica la benzoato-CoA ligasa en
Magnetospirillum (bclA) también se localiza fuera del cluster bcr, como en el caso
de T. aromatica (Kawaguchi et al., 2006; Lopez Barragan et al., 2004b; Matsunaga
et al., 2005; Shinoda et al., 2005).
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Tabla 2. Nombres de los genes que codifican la benzoato-CoA ligasa y la ruta alta del benzoil-CoA
en a y B-proteobacterias.

Nombre del gen
Enzima Rhodopseudomonas ~ Magnetospirillum Thauera A
X . zoarcus spp.
palustrls SSp. aromatica
Benzoato-CoA badA belA belA bzdA
ligasa
Subunidad o de
la BCR® badF perh oorh e
Subumdadf de badE berB bcrB bzdO
la BCR
Subunidad g/ de badD berC berC bzdN
la BCR
Subunldadji de badG berD berD bzdP
la BCR
Ferredoxina badB fdx fdx bzdM
hidratasa
Hidroxiacil-CoA badH had had bzdX
deshidrogenasa
Oxgacﬂ—CoA badl oah oah bzdY
hidrolasa

a . . . .
Benzoil-CoA reductasa de organismos anaerobios facultativos.

En el género Azoarcus han sido identificados los genes bzd como los
responsables de la degradacion anaerdbica del benzoato (Figs. 2 y 3 y Tabla 2). El
cluster bzd se organiza en dos operones, el operéon regulador bzdR y el operén
catabolico bzdNOPQMSTUVWXYZA, ambos orientados en la misma direccion
(Lopez Barragan et al., 2004a). El gen bzdR codifica el regulador transcripcional
BzdR, responsable de la regulacion de la expresion del promotor catabolico Py
(Barragan et al., 2005). Los genes bzdNOPQ y bzdM codifican las cuatro
subunidades de la benzoil-CoA reductasa y su correspondiente ferredoxina,
respectivamente. El gen bzdV codifica una presunta oxidorreductasa implicada en la
regeneracion del estado reducido de la ferredoxina (Fig. 2). Los productos génicos
de bzdW, bzdX y bzdY muestran una mayor similitud con las correspondientes
hidratasa, deshidrogenasa e hidrolasa implicadas en la ruta de [P-oxidacion
modificada de T. aromatica, que con las enzimas correspondientes de R. palustris,
lo que sugiere que Azoarcus podria llevar a cabo la B-oxidacion del intermediario
aliciclico del mismo modo que T. aromatica, generando 3-hidroxipimelil-CoA como
producto final (Fig. 2). El gen bzdA codifica la benzoato-CoA ligasa responsable de
la activacion del benzoato a benzoil-CoA (Lopez Barragan et al., 2004a) (Fig. 2).
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Este gen se localiza al final del cluster bzd, al contrario que su ortélogo en T.
aromatica (bcrA), que se situa fuera del cluster de degradacion anaerdbica. Los
genes bzdS, bzdU y bzdZ codifican proteinas de funcion desconocida hasta el
momento. Por Gltimo, en una posicion 3’ respecto del gen bzdA, se han podido
localizar seis genes cuyos productos génicos presentan una elevada identidad con las
cinco subunidades de transportadores tipo ABC (bzdB1B2B3B4B5) y con un
transportador (bzdK) de la familia MFS, respectivamente (Rabus et al., 2005), lo

que sugiere que el cluster bzd incluye los transportadores del benzoato (Fig. 3).

3 Regulacion de la expresion génica en rutas de degradacion

anaerodbica de compuestos aromaticos

La capacidad de las células bacterianas de degradar compuestos aromadticos es
dependiente no so6lo de la presencia del cluster de genes catabolicos adecuado que
codifique las enzimas necesarias para la degradacion de estos compuestos, sino también
de la correcta expresion de los genes en el momento y lugar adecuado. De igual manera,
el control de la expresion de estos genes no depende Unicamente de la presencia o
ausencia de los compuestos aromaticos correspondientes, sino también de una amplia
variedad de estimulos ambientales (Cases y de Lorenzo, 2005). La regulacion de la
expresion génica puede ser llevada a cabo a diferentes niveles, tanto transcripcionales
como post-transcripcionales, siendo la mejor caracterizada la que tiene lugar a nivel
transcripcional (Carmona et al., 2008; Cases y de Lorenzo, 2005; Diaz y Prieto, 2000;
Shingler, 2003; Tropel y van der Meer, 2004).

Si se realiza un analisis global de las proteinas reguladoras especificas que controlan
el catabolismo de compuestos aromaticos se puede encontrar una gran divergencia en
sus correspondientes origenes evolutivos, lo que sugiere que genes catabolicos y
reguladores podrian haber evolucionado independientemente (Cases y de Lorenzo,
2005; de Lorenzo y Pérez-Martin, 1996). Uno de los mecanismos evolutivos para
obtener reguladores capaces de responder a sefiales semejantes de diferentes formas es
la combinacién de dominios reguladores similares que reconozcan el mismo ligando
con diferentes dominios de union a DNA. Otro factor de variabilidad en la regulacion es
el hecho de que, aunque algunos reguladores muestren una arquitectura muy similar,

pueden ser responsables de diferentes efectos en la célula dependiendo de Ia
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localizacion de sus sitios de union (regiones operadoras) en los correspondientes
promotores regulados. Esto permite que el mismo regulador pueda activar ciertos genes
cuando se une en una posicion 5’ respecto de la region de unioén de la RNA polimerasa
(RNAP), a la vez que reprimir otros genes cuando solapa o se une en posicion 3’
respecto de dicha region. Todos estos factores son responsables del extraordinario grado
de plasticidad y adaptabilidad que presentan las redes de regulacion (Carmona et al.,
2008; Cases y de Lorenzo, 2005; Diaz y Prieto, 2000; Tropel y van der Meer, 2004).

Si bien la mayor parte de la informacion existente sobre regulacion del catabolismo
de compuestos aromaticos proviene de las rutas de degradacion aerdbicas, en los
ultimos afios se ha producido un progreso notable en el estudio y determinacion de los
reguladores de rutas anaerobicas, obteniéndose multiples evidencias de que los mismos
principios establecidos para la regulacion aerdbica pueden ser aplicables a la regulacion
de rutas anaerdbicas de degradacion de compuestos aromaticos. No obstante, ain se
desconocen multitud de elementos reguladores responsables del control de dichas rutas
metabolicas, y s6lo unos pocos han sido caracterizados y relacionados con la regulacion
transcripcional de este tipo de rutas (Carmona et al., 2009). En la Tabla 3 se detallan
algunos reguladores especificos de efector ya caracterizados, y otra serie, mas amplia,
de proteinas potencialmente reguladoras, que pertenecen a diversas familias de
reguladores transcripcionales y podrian controlar la expresion de genes implicados en
catabolismo anaerdbico de compuestos aromaticos.

Ademas, cuando las bacterias se encuentran en su medio natural, se enfrentan a
multitud de sefiales quimicas, fisicas y bioldgicas que necesitan procesar € integrar con
el fin de dar una respuesta fisioldégica de un tipo u otro. Entre estas sefiales, cabe
destacar las multiples fuentes de carbono que una bacteria puede encontrar en el
ecosistema, por lo que necesita decidir cuales de ellas se deben consumir
preferentemente, en detrimento de las demads, con el fin de optimizar su metabolismo.
Por ello, las bacterias han desarrollado una serie de mecanismos fisiologicos de control
que establecen una regulacion sobreimpuesta a la regulacion especifica de los operones
catabolicos en base al estado fisiologico y metabolico de la célula (Carmona, 2008;

Cases y de Lorenzo, 2001; Prieto et al., 2004; Shingler, 2003).
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Tabla 3. Proteinas implicadas en la regulacion transcripcional del catabolismo anaerébico de
compuestos aromaticos.

- . . . . N° Acceso
Regulador Familia Microorganismo  Actividad Ruta
GenBank
Especifico de efector
BzdR BzdR Azoarcus sp. CIB Represor Benzoato AAQO08805
ORF11? XyIR/DmpR T. aromatica K172 Desconocido Fenol CAC12685
PdeR? XyIR/DmpR Azoarcus sp. EbN1 Desconocido Fenol Q5P474
Gmet1542% XylR/DmpR & metglsll_rlesd ucens Desconocido Tolueno ABB31776
. . AAD12187/
EbA324 XylR/DmpR Azoarcus sp. EbN1 Desconocido p-Etilfenol AADI2186
b . . CAA05048/
TutC1/B1 TCR T. aromatica T1 Activador Tolueno CAA05049
o d b . : CAI07156/
TdiS/R TCR T. aromatica K172 Activador Tolueno CAI07155
o b . AAK50369/
TdiS/R TCR Azoarcus sp. EbN1 Activador Tolueno AAK50368
o b . CAI07438/
TdiS/R TCR Azoarcus sp. T Activador Tolueno CAI07439
a b . . CAI07436/
Tcs2/Ter2 TCR Azoarcus sp. EbN1 Desconocido Etilbenceno CAI07437
a b . ABB32375/
Tesl/Terl TCR Azoarcus sp. EbN1 Desconocido Acetofenona ABB32374
BamV/W* TCR b G. metél}lsh_rlesd ucens Desconocido Benzoato AAF04013
HbaR Fnr/Crp  R.palustris CGA009  Activador ~ ihdroxi= \y e9999
benzoato
CprK Fnr/Crp D. hafniese Activador 0-Clorofenol ~ ABM69269
. Ruta baja
GcedR LysR Azoarcus sp. CIB Activador benzoil-CoA ABC88392
NicR? LysR E. barkeri Desconocido Nicotinato CAI09182
PadR" GntR Azoarcus sp. EbN1 Desconocido Fenilacetato ABE38758
Rpd1521° GntR R. palustris BisB5 Desconocido  Fenilacetato 033817
ORF1* MarR T.aromaticaK172  Desconocido - 1hdroXi= spp3y36)
benzoato
a G. metallireducens . 4-Hidroxi-
PcmQ MarR GS-15 Desconocido benzoato AAC23923
BadR MarR R. palustris CGA009 Activador Benzoato Q6N8V9
Rpal794" MarR R. palustris CGA009  Desconocido p-Cumarato CAI06487
EbA715° TetR Azoarcus sp. EBNI  Desconocido ~ -Hidroxi= ppaygsy
benzoato
Gmet1520° TetR € me'tglsh_aesd ucens Desconocido Tolueno 007465
BadM Rrf2 R. palustris CGA009 Represor Benzoato AAQO08805
Dependiente de oxigeno
Benzoato/4-
AadR Fnr/Crp R. palustris CGA009 Activador Hidroxi- B43334
benzoato
? Predicha.

P Sistema regulador de dos componentes.
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Este tipo de regulacion sobreimpuesta es llevada a cabo por reguladores globales
que controlan complejas redes de regulacion, cada una de ellas conteniendo distintos
reguladores especificos. El concepto de regulacion sobreimpuesta encaja con la idea de
conectividad e integracion de la sefial en una red de regulacion transcripcional global, lo
que explica el hecho de que muchos reguladores (especificos) puedan afectar tan sélo a
un escaso numero de genes y, al mismo tiempo, unos pocos reguladores (globales)
puedan influir en un elevado nimero de genes (Cases y de Lorenzo, 2005). La mayoria
de los reguladores involucrados en la regulacion sobreimpuesta del catabolismo de
compuestos aromaticos se han descrito en rutas aerdbicas (Carmona et al., 2008; Diaz y
Prieto, 2000; Marqués et al., 2006; Moreno y Rojo, 2008; Pricto et al., 2004; Rojo,
2004; Shingler, 2003), pero, no obstante, también se han descrito un par de reguladores
cuya actividad ha sido relacionada con reguladores especificos de rutas de degradacion
anaerobicas, como es el caso de AadR de R. palustris (Dispensa et al., 1992; Egland y
Harwood, 1999) (Tabla 3) y de AcpR de Azoarcus sp. CIB (descrita en este trabajo).

3.1 Regulacion especifica de efector

Las rutas catabolicas de compuestos aromaticos, tanto aerdbicas como anaerobicas,
estan sometidas a una estricta regulacion dependiente de sus respectivos sustratos
(Tropel y van der Meer, 2004; Wohlbrand et al., 2007). Aunque los sistemas de
regulacion mejor estudiados son los de las rutas de degradacion aerdbicas y se han
descrito al respecto decenas de trabajos en la literatura (Carmona et al., 2008), se han
descrito también unos pocos circuitos reguladores de rutas de degradacién anaerdbicas
(revisado por Carmona et al., 2009), de los cuales los mejor estudiados son los
responsables de la regulacion de la expresion de los genes del catabolismo anaerdbico
del benzoato, en dos organismos modelo, la bacteria fototrofica R. palustris CGA009 y

la bacteria desnitrificante Azoarcus sp. CIB.

3.1.1 Regulacion del cluster bad de R. palustris

La bacteria R. palustris CGA009 presenta un cluster de degradacion
anaerdbica de benzoato denominado bad (benzoic acid degradation) cuya induccion
dependiente de benzoato, ha sido confirmada tanto por experimentos clasicos de
expresion génica (Egland et al., 1997; Egland y Harwood, 1999; Pelletier y
Harwood, 2000; Peres y Harwood, 2006) como por experimentos de protedmica

(Pan et al., 2008; VerBerkmoes et al., 2006). El cluster bad se divide en al menos 5
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operones diferentes: badDEFGAB, badHlaliBAbadK, badC, badR y badM (Fig. 4)
(Egland et al., 1997; Egland y Harwood, 1999; Pelletier y Harwood, 2000; Peres y
Harwood, 2006).

COO” COO]

Ciclohexano
. Benzoato
carboxilato
AB A /
VA
v ¥ COSCoA
COSCoA COSCoA COSCoA
COoO” 4-Hidroxi-
O THK @ DEFGB © < benzoato
Pimelil-CoA Benzoil-CoA

_)/\badD hbaA hbaR
— P €€ Crrrrrer R o e rr e D
aIIAB E.E C || badDEFG ||B| L| nhbaHeFE [A || hbaBCD [[R]

COSCoA
Regulacion (+) C 00" coo- (+)
especifica O >
de sustrato COO ()

é HbaR

BadR BadM OH

Regulacién
sobreimpuesta
(dependiente de O,) AadR (-0,) AadR (-O,)

Figura 4. Organizacion y regulacion del cluster bad-ali-hba de R. palustris. Los genes ali, bad y hba se
muestran en rosa, azul y verde, respectivamente. Las enzimas codificadas por estos genes, asi como las
reacciones que catalizan estas enzimas han sido recuadradas en los mismos colores, rosa, azul y verde,
respectivamente. Los genes reguladores badR, badM y hbaR y sus correspondientes reguladores BadR,
BadM y HbaR se muestran en color rojo (regulacion especifica de sustrato). El regulador AadR, que se
encuentra codificado fuera de este cluster, se muestra en violeta (regulacion dependiente de oxigeno). Las
flechas negras situadas encima del cluster indican que los genes que abarcan constituyen un operon
(flechas so6lidas) o un posible operdn (flechas de puntos). Los promotores badD, hbaA y hbaR han sido
representados en forma de flechas curvas de color rojo. Los simbolos (-) y (+) indican represion y
activacion transcripcional, respectivamente.

Los genes que constituyen el operon badDEFG codifican las cuatro
subunidades de la proteina BCR, el gen badA codifica la benzoato-CoA ligasa y el
gen badB codifica la ferredoxina (Fig. 2). El sitio de inicio de la transcripcion se
localiza a 71 nt respecto del codon de iniciacion predicho para el gen badD (Egland
et al., 1997; Peres y Harwood, 2006). El producto del gen badR actia como
activador transcripcional del promotor del operon badDEFGAB (Fig. 4), aunque aun

no se ha demostrado que la proteina BadR se una directamente a dicha region
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promotora (Egland y Harwood, 1999). La proteina BadR pertenece a la familia
MarR de reguladores transcripcionales bacterianos. No obstante, BadR se comporta
como un activador, al contrario de lo que sucede con otros miembros de la familia
MarR, entre los que cabe destacar al mejor caracterizado hasta el momento, la
proteina MarR, que reprime la expresion de los genes de resistencia a antibidticos
marAB, siendo el 2-hidroxibenzoato (salicilato) la molécula inductora (Martin y
Rosner, 1995). En el caso de BadR se han sugerido como posibles inductores el
benzoato o el benzoil-CoA, siendo este ultimo el candidato mas probable (Egland y
Harwood, 1999).

Ademas de la regulacion dependiente de BadR, el promotor badD también esta
controlado por la proteina AadR en respuesta a anaerobiosis (regulacion
sobreimpuesta) (Fig. 4 y Tabla 3). El producto del gen aadR fue el primero cuya
funcioén fue relacionada con la regulacion del catabolismo anaerébico de compuestos
aromaticos (Dispensa et al., 1992; Egland y Harwood, 1999). Los estudios iniciales
realizados con cepas de R. palustris defectivas en el gen aadR demostraron la
implicacion de su producto génico en la regulacion de la sintesis de benzoato-CoA
ligasa y 4-hidroxibenzoato-CoA ligasa, dos enzimas responsables de la degradacion
anaerdbica de benzoato y 4-hidroxibenzoato, respectivamente (Dispensa et al.,
1992). Estudios posteriores sugirieron que la proteina AadR podria estar involucrada
en la regulacion de la expresion de rutas del catabolismo anaerdbico de compuestos
aromaticos en respuesta a la presencia o ausencia de oxigeno (Egland y Harwood,
1999), debido a su significativa identidad con el regulador transcripcional Fnr de E.
coli (Unden , 1995; 2002).

Los reguladores BadR y AadR actuando conjuntamente son capaces de inducir
unas 100 veces la expresion de la fusion badE:lacZ que tiene lugar cuando un
cultivo de R. palustris cultivado aerébicamente en succinato se transfiere a
condiciones anaerdbicas con benzoato. El gen aadR aumenta dicha expresion unas
20 veces en respuesta a la anaerobiosis, mientras que el gen badR seria el
responsable de un incremento de 5 veces mds en respuesta a la presencia de
benzoato (Egland y Harwood, 1999).

Ademas, existe un tercer regulador transcripcional implicado en el control de
la actividad del promotor badD, la proteina BadM, que actiia como represor del
mismo (Fig. 4) (Peres y Harwood, 2006). Los datos obtenidos hasta el momento

sugieren que BadM podria estar reprimiendo la expresion del cluster de degradacion
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de benzoato mediante su union al promotor badD, siendo posiblemente el benzoato
el inductor al unirse a la proteina BadM e impedir su interaccion con el promotor.
Sin embargo, esta hipdtesis aun no ha sido demostrada (Peres y Harwood, 2006). La
proteina BadM (Tabla 3) pertenece a la familia Rrf2 de reguladores
transcripcionales, que incluye a diversos represores implicados en el metabolismo
del nitrito, del o0xido nitrico o del hierro (Giel et al., 2006), pero no conserva las
cisteinas que conforman el cluster ferrosulfurado (Fe-S) presente en muchos de los
miembros de esta familia (Peres y Harwood, 2006).

A pesar de todos los estudios mencionados, la regulacion del catabolismo
anaerdbico del benzoato en R. palustris atin no ha sido elucidada completamente,
como pone de manifiesto el hecho de que no se conoce la regulacion del operén
badHI-aliBAbadK (Fig. 4), en la cual no parece que intervengan ni BadR ni BadM
(Egland y Harwood, 1999; Peres y Harwood, 2006).

3.1.2 Regulacion del cluster bzd de Azoarcus sp. CIB

La bacteria Azoarcus sp. CIB contiene el cluster bzd responsable del
catabolismo anaerdbico del benzoato (Lopez Barragan et al., 2004). Los genes
catabolicos bzdNOPQMSTUVWXYZA constituyen un operdén que se encuentra
regulado por el promotor Py (Fig. 5) (Lopez Barragan et al., 2004). En posicion 5’
respecto de este operon catabdlico, se localiza otro operon constituido por un unico
gen denominado bzdR, cuyo producto controla la expresion de los genes catabolicos
mediante su interaccion con el promotor Py (Fig. 5) (Barragan et al., 2005). La
proteina BzdR reprime la actividad del promotor Py cuando las células de Azoarcus
sp. CIB crecen anaerdbicamente en un medio cuya fuente de carbono no sea un
compuesto aromatico. Sin embargo, ¢l inductor de la ruta bzd no es el benzoato sino
el primer intermediario de esta ruta, el benzoil-CoA (Barragan et al., 2005). Estos
resultados sugerian que la proteina BzdR se encontraba especificamente adaptada
para controlar la ruta de degradacion anaerdbica de benzoato en Azoarcus, mediante
la capacidad de reconocer al benzoil-CoA (Barragan et al., 2005).

El promotor Py del cluster bzd ha sido caracterizado, localizandose el sitio de
inicio de la transcripcion a 75 nt respecto del codon ATG de inicio de la traduccion
del gen bzdN, asi como las posibles cajas —10 y —35 de interaccion con la subunidad
6"’ de la RNAP. De igual forma, se han determinado mediante ensayos de

proteccion frente a la digestion con DNasa I las tres cajas operadoras del promotor
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P\ a las que se une BzdR: region I (—32 a +31), region 11 (—83 a —63) y region 111 (—
146 a —126). Las tres regiones poseen repeticiones de la secuencia TGCA incluidas
en palindromos mas largos, dos en la region I y uno en cada una de las regiones Il y
IIT (Barragan et al., 2005). Ademas, se ha podido observar que la union de BzdR
induce cambios en la estructura del promotor Py, tal y como ponen de manifiesto los
enlaces fosfodiéster que se vuelven hipersensibles a la digestion con DNasa I
(Barragan et al., 2005). La region operadora I del promotor Py que reconoce BzdR
solapa tanto con el sitio de inicio de la transcripcion, como con la caja —10 que
reconoce la subunidad 6’ de la RNAP, lo que explica el papel represor de BzdR

sobre el promotor Py (Barragan et al., 2005).

BzdR  (+) COSCoA
O @ CcCOO COSCoA SCoA
© BzdA BZdNOPQMSTUYWXYZ‘ 00"
Benzoato Benzoil-CoA 3-hidroxi
(-) pimelil-CoA
B> m bzdNOPQMSTUVWXYZ bzdA
)
Represion
Acidos organicos (+) catabélica
(succinato, —>
acetato, etc.)

Figura 5. Organizacion y regulacién transcripcional del cluster bzd de Azoarcus sp. CIB. Los genes se
encuentran agrupados en dos operones, el operén regulador bzdR (rojo) y el operdon catabdlico
bzdNOPQMSTUVWXYZA (azul), controlados por los promotores Pr y Py, respectivamente. El promotor Py esta
reprimido por la proteina BzdR (elipse roja). La activacion del promotor Py se produce por medio de la molécula
inductora, el benzoil-CoA, que se une a BzdR. Algunas fuentes de carbono, tales como acidos orgdnicos no
aromaticos, causan represion catabolica del promotor Py por medio de un factor ain desconocido (cilindro
amarillo). Los simbolos (-) y (+) indican represion y activacion transcripcional, respectivamente.

El andlisis de la estructura primaria del regulador BzdR (298 aa) reveld una
arquitectura molecular Unica, no descrita en ninguna de las proteinas reguladoras
caracterizadas hasta ahora, lo que convierte a BzdR en un prototipo de una nueva
subfamilia de reguladores transcripcionales (Barragan et al., 2005). Dicho analisis
revelo la existencia de dos diferentes dominios en la proteina BzdR, el N-terminal o
NBzdR (residuos 1-90) y el C-terminal o CBzdR (residuos 131-298), ambos
conectados por una region linker o LBzdR (residuos 91-130) (Fig. 6A).
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Figura 6. Arquitectura modular de la proteina BzdR. (A) Representacion esquematica de los dominios de la
proteina BzdR. También se sefialan el motivo HTH y el motivo Walker A en color rojo y amarillo,
respectivamente. (B) Modelo tridimensional del dominio NBzdR. Diagrama de cintas del dominio NBzdR
donde se pueden apreciar las 5 hélices o (cintas verdes y naranjas). Las hélices y el loop que conforman el clasico
motivo HTH de los reguladores tipo XRE han sido representados en color naranja. (C) Modelo tridimensional del
dominio CBzdR. Diagrama de cintas del dominio CBzdR unido al benzoil-CoA. El dominio CBzdR contiene 5
cadenas [ (flechas azules) y 8 hélices a (cintas rosadas). El sitio de unién del fosfato (P-loop o motivo Walker A)
se puede apreciar en color amarillo. La molécula de benzoil-CoA se muestra en color rojo, con los extremos
benzoilo y 3P-ADP sombreados de color azul y amarillo, respectivamente. Los correspondientes extremos N-y C-
terminal de ambos dominios han sido marcados como NH, y COOH, respectivamente. (D) Secuencia de la
proteina BzdR. Los aminoacidos se indican mediante el codigo de una letra y los cuatro colores en que se
muestran representan el grupo de aminodacidos al que pertenecen: rojo = apolares; verde = polares sin carga; azul =
acidos; rosa = basicos. Se han remarcado con un rectangulo negro los residuos que pertenecen al motivo HTH,
amarillo con fondo gris los residuos que constituyen el motivo Walker A 6 P-loop, verde el motivo Walker B, y
rojo el motivo de union a adenina. Las hélices a (al-al13) y las cadenas 3 (B1-B5) se representan con cilindros y
flechas, respectivamente, cuyos colores se corresponden con los de los paneles B y C.
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El dominio NBzdR muestra una significativa similitud a nivel de secuencia
con los miembros de la familia de reguladores transcripcionales HTH-XRE, en la
cual se incluyen méas de 1300 proteinas de eucariotas, bacterias, arqueas Yy
bacteriofagos. Esta familia se caracteriza por la presencia de un motivo hélice-giro-
hélice (HTH) de union a DNA similar a un motivo HTH muy bien caracterizado, el
de la proteina Cro del fago A (Sauer et al., 1982). De todas los miembros de esta
familia, el dominio NBzdR mostr6 una significativa identidad (34%) con la proteina
SinR (14 kDa), un regulador transcripcional implicado en la esporulacion de B.
subtilis (Cervin et al., 1998), cuya estructura tridimensional fue utilizada con el fin
de generar un modelo tridimensional de NBzdR (Fig. 6B). Dicho modelo predecia la
presencia de un motivo HTH (residuos 38-76) en el dominio NBzdR de la proteina
BzdR, responsable de la interaccion con el DNA. Por otro lado, el dominio CBzdR
(Fig. 6C) muestra similitud con siquimato quinasas, unas enzimas encargadas de
catalizar la conversion de siquimato a 3P-siquimato usando ATP como co-sustrato,
en la ruta central de biosintesis de compuestos aromaticos (Vogels y Van der Drift,
1976).

Con el fin de obtener un modelo tridimensional de la estructura de CBzdR, se
utilizé la estructura tridimensional de la siquimato quinasa I (AroK) de E. coli (Gu
et al., 2002; Romanowski y Burley, 2002), con la cual comparte un 23% de
identidad de secuencia. Este modelo del dominio CBzdR predice la estructura de
union de mononucleodtidos caracteristica y altamente conservada en determinadas
proteinas (Krell et al., 1998), que se constituye de cinco cadenas [ paralelas
flanqueadas por ocho hélices o (Fig. 6C). Cabe destacar en esta estructura la
presencia de un motivo Walker-A o P-loop de unién de fosfato, asi como una serie
de residuos de glicina conservados en un motivo Walker-B de unién de purinas
(Saraste et al., 1990; Walker et al., 1982).

El modelo tridimensional del dominio CBzdR permitié la generacion de un
modelo de unién entre CBzdR y la molécula inductora benzoil-CoA (Fig. 6C),
cuyos dos extremos, el grupo 3P-ADP y el benzoilo, guardan cierta similitud
estructural con los dos sustratos de la siquimato quinasa, ATP y siquimato,
respectivamente. En el modelo del complejo CBzdR/benzoil-CoA el 3P-ADP del
benzoil-CoA se posiciona en el supuesto sitio de union de nucleotidos, y la unidad

de pantotenato se posiciona en un surco conformado por los loops existentes entre
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los residuos 158-163 y 231-271. Dicho surco desemboca en una cavidad (residuos
220-225) equivalente al sitio de unidén del siquimato descrito para las siquimato
quinasas (Gu et al., 2002; Krell et al., 1998), donde se ajusta perfectamente el grupo
benzoilo del benzoil-CoA (Fig. 6C) (Barragan et al., 2005). En relacion a la
actividad enzimatica de la siquimato quinasa, se ha propuesto un mecanismo donde
los loops que constituyen el surco de interaccion con los sustratos deben sufrir
importantes cambios conformacionales tras producirse la uniéon de dichos sustratos
(Gu et al., 2002). La unién del benzoil-CoA a BzdR podria dar lugar a una serie de
cambios conformacionales semejantes a nivel del dominio CBzdR, el cual, a través
de la region linker, seria capaz de transmitir dicha informacion al dominio NBzdR
con la consecuente inhibicion de la represion del promotor Py mediada por BzdR.
No obstante, todavia no se ha conseguido demostrar experimentalmente la
arquitectura modular propuesta para el regulador BzdR.

La proteina BzdR constituye el prototipo de una nueva subfamilia de
reguladores transcripcionales cuyo nimero de miembros aumenta de forma
constante, tal y como revelan las bases de datos, pudiéndose identificar diversos
ortdlogos asociados a clusters de degradacion de benzoato en mas de 30
proteobacterias desnitrificantes de los subgrupos o y B. En la mayoria de casos,
estos genes reguladores se encuentran ligados a la ruta aerdbica box de degradacion
de benzoato via benzoil-CoA (Denef et al., 2006; Gescher et al., 2002; Gescher et
al., 2006; McLeod, 2008), por lo que probablemente sus productos génicos sean los
encargados de regular la expresion de dichas rutas aerdbicas. Hasta ahora solo se
han descrito dos genes bzdR, uno de ellos en la cepa Azoarcus sp. CIB y el otro en la
cepa Azoarcus sp. EbN1, que estdn asociados a la ruta anaerobica de degradacion de

benzoato (Carmona et al., 2009).

3.1.3 Otros reguladores del catabolismo anaerébico de compuestos aromaticos
El tnico gen de la ruta baja del benzoil-CoA cuya expresion ha sido estudiada
es el gen gcdH que codifica la proteina glutaril-CoA deshidrogenasa en Azoarcus sp.
CIB (Blazquez et al., 2008). La expresion de este gen se induce cuando la bacteria
se cultiva en presencia de compuestos, tales como benzoato o pimelato, cuya
degradacion genera glutaril-CoA. El analisis de la region del genoma que incluye al
gen gcdH reveld la existencia de otro gen dispuesto en sentido divergente y

denominado gcdR, que codifica un activador transcripcional de la familia LysR
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(Tabla 3), responsable de la activacion del promotor Pg del gen gcdH. El glutarato y
el glutaconato (2,3-dihidroglutarato) son los inductores especificos de la proteina
GcedR (Blazquez et al., 2008).

Por otro lado, el hecho de que el gen gcdR de Azoarcus sp. CIB sea capaz de
regular eficientemente la expresion del gen gcdH de P. putida cuando éste ultimo
era expresado en una cepa de Azoarcus sp. CIB cuyo gen gcdH habia sido
previamente inactivado, ponia de manifiesto la existencia de una regulacion cruzada
entre los reguladores GedR y los promotores gcdH provenientes de diferentes
subgrupos filogenéticos de proteobacterias (Blazquez et al., 2008), lo que sugiere
que la regulacion transcripcional del gen gcdH se ha conservado en muchas
bacterias.

El cluster hba codifica las enzimas responsables de la ruta periférica que
convierte el 4-hidroxibenzoato (4-HBA) en benzoil-CoA en el microorganismo R.
palustris. A pesar de no existir datos acerca de la transcripcion del cluster hba, un
analisis de su organizacion génica permite sugerir cuatro unidades transcripcionales
diferentes (Fig. 4): hbaR, que codifica el regulador HbaR, hbaA, que codifica la
enzima 4-HBA-CoA ligasa, hbaBCD, que codifican la 4-hidroxibenzoil-CoA
reductasa, y hbaEFGH, que codifican un posible transportador de tipo ABC (Egland
etal., 1997).

El producto del gen hbaR es un activador transcripcional capaz de reconocer y
unir 4-HBA como molécula efectora y asi inducir la expresion del gen hbaA, si bien
no parece ser capaz de controlar los genes responsables de la degradacion aerobica
de 4-HBA en R. palustris (Egland y Harwood, 2000) (Fig. 4). La proteina HbaR
pertenece a la superfamilia de reguladores transcripcionales Fnr/Crp, concretamente,
al grupo Dnr, como han revelado las comparaciones de secuencia llevadas a cabo
con miembros de dicho grupo, en el cual se incluyen proteinas que no poseen los
residuos de cisteina imprescindibles en la coordinacion de los clusters Fe-S para la
deteccion de oxigeno (Korner et al., 2003). Con la excepcion de HbaR, todos los
miembros del grupo Dnr son reguladores globales que controlan la expresion de
genes implicados en procesos de desnitrificacion (Egland y Harwood, 2000). En R.
palustris la expresion del gen hbaA no es activada en condiciones aerobicas de
crecimiento, lo que sugiere la participacion de un segundo regulador capaz de
responder a la anaerobiosis (Egland y Harwood, 2000). Curiosamente, la proteina

Fnr de E. coli es capaz de afectar a la expresion de la fusion hbaR:lacZ en ausencia

29



Introduccion

de oxigeno, lo cual, unido a la existencia de una posible caja consenso de unién de
Fnr situada a —42.5 nt respecto del sitio de inicio de la transcripcion del gen hbaR,
sugeria que la expresion de hbaR en R. palustris era activada en respuesta a la
ausencia de oxigeno por un ortélogo de la proteina Fnr (Egland y Harwood, 2000).
El principal candidato homoélogo de la proteina Fnr en R. palustris es posiblemente
AadR (Tabla 3), ya que, ademés de pertenecer a la superfamilia de reguladores
transcripcionales Fnr/Crp, es necesaria para la expresion del gen hbaA (Dispensa et
al., 1992). De esta forma, la expresion del gen hbaA tendria lugar mediante una
cascada de regulacion en la cual la proteina AadR actuaria como sensor de oxigeno,
activando la expresion del regulador HbaR responsable de la activacion de la
expresion del gen hbaA en respuesta a 4-HBA (Fig. 4) (Egland y Harwood, 2000).
Este sistema jerarquico de dos proteinas seria una efectiva estrategia para prevenir
fenomenos de regulacion cruzada y lograr una regulacidon mas especifica bajo
condiciones de ausencia de oxigeno (Egland y Harwood, 2000). Hasta la fecha no se
conoce como se controla la expresion de los operones hbaBCD y hbaEFGH.

En la mayoria de las bacterias desnitrificantes degradadoras de tolueno, la
induccion de los genes catabolicos bss parece estar mediada por los productos de los
genes tdiSR, los cuales se localizan en posicion 5° respecto de los genes bss y
codifican un posible sistema regulador de dos componentes. Estos dos genes
constituyen un operéon en Azoarcus sp. T y se transcriben divergentemente respecto
del operon bss en todas las cepas del género Azoarcus estudiadas hasta ahora
(Achong et al., 2001). Por el contrario, en T. aromatica K172, los genes tdiSR se
transcriben en el mismo sentido que los genes bss. En esta cepa, el producto del gen
tdiR es capaz de unirse in vitro a una sonda de DNA que incluye la region 5 del
operon bss (Leuthner et al., 1998). En la cepa T. aromatica T1, una mutacion
puntual en el gen tutBl (tdiR) impedia tanto el crecimiento anaerdbico en tolueno
como la expresion del gen tutkE (bssD), lo cual estaba de acuerdo con el papel de
este regulador como activador de los promotores catabolicos bss (Coschigano, 2000;
Coschigano y Bishop, 2004).

En el sistema regulador TdiSR, el componente sensor TdiS contiene dos
dominios PAS y un dominio C-terminal histidin-quinasa (Leuthner et al., 1998). Los
dominios PAS probablemente estén implicados en la deteccion de la molécula(s)
inductora que interactia con la proteina TdiS. Por otro lado, el componente

regulador TdiR se compone de un dominio regulador (receiver) en el extremo N-
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terminal y un motivo HTH en el extremo C-terminal que permitiria su union a los
promotores correspondientes, y que permite clasificar a esta proteina como un
miembro de la familia de reguladores FixJ/NarL (Leuthner et al., 1998). Ambos
componentes, el sensor TdiS y el regulador TdiR, muestran una significativa
similitud con sus correspondientes homoélogos de las rutas aerdbicas del catabolismo
del tolueno (proteinas TodS y TodT) (Lau et al., 1997) y del estireno (proteinas StyS
y StyR) (Velasco et al., 1998), constituyendo todos ellos una nueva subfamilia de
sistemas reguladores de dos componentes implicados en el control de rutas
catabolicas para la degradacion de solventes organicos (Busch et al., 2007).

Al contrario de lo descrito hasta el momento en relacion con las bacterias
desnitrificantes capaces de catabolizar tolueno, no se han hallado ort6logos de tdiSR
en organismos reductores de hierro como G. metallireducens, donde podria existir
un sistema de regulacion diferente. De hecho, se ha podido observar que los clusters
bss y bbs de este organismo se encuentran flanqueados por dos genes que codifican
proteinas cuya secuencia es similar a la de los reguladores XyIR y TetR. Puesto que
XylR es una proteina reguladora que detecta tolueno (y determinados analogos) y
controla la expresion o”'-dependiente de los genes xyl implicados en el catabolismo
aerobico de tolueno en diversas cepas de Pseudomonas (Cases et al., 2003; Ramos
et al., 1997), cabe suponer que un sistema regulador o>*-dependiente también estd
controlando la expresion del cluster de degradacion anaerdbica de tolueno en G.

metallireducens (Carmona et al., 2009).

3.2 Regulacion sobreimpuesta

De todas las posibles sefales ambientales existentes capaces de afectar la expresion

génica de los microorganismos, cabria destacar dos de ellas que lo hacen de forma

especialmente notable: el oxigeno y la disponibilidad de fuentes de carbono. Estas

sefiales son capaces de modificar la expresion de los clusters implicados en el

catabolismo anaerdbico de los compuestos aromaticos por medio de reguladores

globales que act@ian sobre la expresion de los propios reguladores especificos o

directamente sobre los promotores catabdlicos regulados (Fig. 7).

3.2.1 Regulacion dependiente de oxigeno
El oxigeno es uno de los factores ambientales de mayor importancia en el

control de la expresion de los genes implicados en rutas anaerobicas para el
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catabolismo de los compuestos aromaticos. Por ejemplo, en el caso de R. palustris,
los genes badDEFG y badA, que codifican las cuatro subunidades de la enzima
BCR vy la benzoato-CoA ligasa, respectivamente, ven disminuida su expresion en
condiciones aerobicas (Egland et al., 1997; Peres y Harwood, 2006). En el caso de
T. aromatica, se pudo observar una fuerte disminucion de la expresion de la enzima
BCR cuando las células crecian en un medio aerébico (Heider et al., 1998). En M.
magnetotacticum sp. TS-6, los genes bss que codifican la bencilsuccinato sintasa
implicada en la etapa inicial de la degradacion de tolueno tnicamente se transcriben
si las células son cultivadas anaerobicamente en presencia de tolueno (Shinoda et
al., 2005). En Azoarcus sp. EbN1, se ha podido observar que muy pocas proteinas
implicadas en la degradacion aerdbica de benzoato se expresan cuando las células

son cultivadas anaerobicamente en presencia de benzoato (Wohlbrand et al., 2007).

Regulacion sobreimpuesta
CyoB °
IHF -
CRP y Fnr’-
PtsN
Factores o Ciclo de
l Krebs
=
R
<----- @ Inductor:
Regulador: -sustrato de la ruta
-activador -intermediario de la ruta
-represor -inductores gratuitos
Regulacion especifica

Figura 7: Esquema de los dos niveles de regulacion transcripcional del catabolismo de compuestos
aromaticos en bacterias. En la degradacion de un compuesto aromatico, la interaccion regulador-
promotor es el mecanismo de regulacion especifico en presencia de la molécula inductora de la ruta
(fondo azul). Un segundo nivel de control esta constituido por la regulacion global o sobreimpuesta, en la
que participan reguladores y factores transcripcionales (fondo rosa) como IHF (Integration Host Factor),
CRP (cAMP Receptor Protein), Fnr (Fumarate nitrate reductase regulator), factores o alternativos de la
RNAP, CyoB (citocromo 6 ubiquinol oxidasa), PtsN (proteina IIAN" del sistema fosfoenolpiruvato-aziicar
fosfotransferasa), etc. Adaptado de Diaz y Prieto (2000).
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Sin embargo, también se han descrito casos en los que los genes de
determinadas enzimas sensibles a la presencia de oxigeno se transcriben tanto en
condiciones aerdbicas como anaerobicas, como la enzima BCR (genes bcr) de M.
magnetotacticum TS-6 (Shinoda et al., 2005) o la bencilsuccinato sintasa (genes
bss) de Thauera sp. DNT-1 (Shinoda et al., 2004). Por ello, todo parece indicar que
cada organismo ha desarrollado una estrategia reguladora particular para la
expresion dependiente de oxigeno de los genes implicados en el catabolismo
anaerobico de compuestos aromaticos. Cabe la posibilidad de que tanto la expresion
de los genes anaerobicos en condiciones aerdbicas, como la de los genes aerdbicos
en condiciones anaerobicas pudiera ser el resultado del escape sufrido por la
regulacion especifica, pero también podria ser explicado como un mecanismo de los
organismos anaerobios facultativos para mantener un nivel basal de enzimas con el
fin de facilitar una respuesta inmediata en ambientes sujetos a frecuentes
fluctuaciones de los niveles de oxigeno (Fuchs, 2008). Un caso extremo que
justifica una regulacion independiente de oxigeno es el hecho de que exista una
unica benzoato-CoA ligasa para iniciar tanto el catabolismo aerdbico como el
anaerdbico del benzoato, como sucede en T. aromatica y Magnetospirillum spp.
(Kawaguchi et al., 2006; Schuhle et al., 2003).

Tal y como se indico anteriormente, en R. palustris el promotor del gen badD
esta controlado por los reguladores BadR y BadM en respuesta a la presencia del
sustrato de la ruta y, ademas, por la proteina reguladora AadR (Tabla 3) en respuesta
a condiciones de anaerobiosis (Fig. 4) (Egland y Harwood, 1999). La proteina
AadR, cuyo gen se localiza fuera de los clusters ali-bad-hba, pertenece a la
superfamilia de reguladores transcripcionales Fnr/Crp, con lo que conserva aquellas
regiones caracteristicas de esta superfamilia, entre las que cabe destacar cuatro
residuos de cisteina altamente conservados que coordinan un grupo 4Fe-4S
responsable de la inactivacion de la proteina en presencia de oxigeno (Khoroshilova
et al., 1997; Mazoch y Kucera, 2002). Este hecho, unido a la localizacion en la
region promotora del operon badDEFG de una secuencia consenso de union a Fnr
(TTGAT-N4-ATCAA) centrada en la posicion —39.5 respecto del inicio de la
transcripcion, apoya la hipotesis de que AadR adopta una conformacion activa en
respuesta a condiciones anaerobicas, que le permite unirse al promotor badD y asi
activar la transcripcion (Egland y Harwood, 1999). No obstante, no puede

descartarse la posibilidad de que el efecto positivo de AadR sobre el promotor badD
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pudiera producirse de forma indirecta por medio de la activacion de otra proteina
reguladora (Egland y Harwood, 1999), como, de hecho, parece ocurrir en el caso del
control de la expresion del gen hbaA a través del control de la expresion del gen
activador hbaR dependiente de AadR (Fig. 4). También se ha podido identificar una
posible caja de union a Fnr en la region promotora del gen aadR, lo que sugiere que,
probablemente, AadR también sea capaz de unirse a este sitio y asi autorregular su
expresion (Dispensa et al., 1992).

A pesar de la similitud predicha entre las estructuras de Fnr y AadR, todo
parece indicar que ambas proteinas no juegan el mismo papel regulador en sus
respectivos organismos, E. coli y R. palustris, respectivamente. La ausencia de Fnr
en E. coli tiene un efecto pleiotropico en la expresion de un cierto numero de genes,
que da lugar, por ejemplo, a la incapacidad de la cepa mutante de crecer utilizando
nitrato o fumarato como aceptor final de electrones (Unden et al., 1995). Por el
contrario, la ausencia de AadR en R. palustris, no da lugar a ningun efecto aparente
cuando la cepa mutante crece en fuentes de carbono no aromaticas. Esto parece
indicar que AadR es un regulador dependiente de oxigeno especializado en el
control de genes responsables del catabolismo anaerdbico de compuestos
aromaticos, en lugar de un regulador global que controle la expresion de diferentes
circuitos génicos, como es el caso de otros miembros del grupo Fnr (Korner et al.,
2003). Este tipo de especializacion podria ser una norma general en organismos
capaces de degradar compuestos aromaticos como Azoarcus y R. palustris, en cuyos
genomas pueden identificarse un significativo nimero de reguladores de la
superfamilia Fnr/Crp, al contrario de lo que sucede en E. coli, en cuyo genoma sélo

se ha identificado el gen fnr (Korner et al., 2003; Rabus, 2005).

3.2.2 Regulacion dependiente de fuentes de carbono alternativas (represion
catabolica)

El control del catabolismo dependiente de la disponibilidad de fuentes de
carbono es uno de los mecanismos de regulaciéon fundamentales en bacterias,
confiriendo una ventaja adaptativa al establecer prioridades en el metabolismo del
carbono. El término represion catabdlica pretende englobar toda una serie de
procesos reguladores que aseguren la maxima eficiencia cuando la bacteria crezca
en un medio con diversas fuentes de carbono, de forma que, en presencia de una

fuente de carbono preferente, no se induzcan rutas de degradacién de fuentes de
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carbono no preferentes, incluso estando sus correspondientes inductores presentes
en el medio (Carmona, 2008; Cases y de Lorenzo, 2005; Diaz y Prieto, 2000; Rojo,
2004). Se han descrito numerosos ejemplos de represion catabdlica en el
catabolismo aerobico de los compuestos aromaticos, ademas de lograrse caracterizar
algunos de los reguladores implicados en estos procesos en diversas bacterias
(Carmona et al., 2008; Collier et al., 1996; Marqués et al., 2006; Moreno y Rojo,
2008; Ohtsubo et al., 2006; Prieto et al., 2004; Rojo, 2004; Shingler, 2003). No
obstante, el control mediado por represion catabdlica también parece ser una
caracteristica tipica de los organismos que crecen en condiciones anaerobicas,
habiéndose descrito un par de ejemplos en rutas anaerdbicas de degradacion de
compuestos aromaticos en T. aromatica (Heider et al., 1998) y Azoarcus sp. CIB
(Lopez Barragan et al., 2004a). En estos organismos, la represion catabolica de la
ruta anaerdbica de degradacion de benzoato es causada por determinados acidos
organicos no aromaticos, tales como succinato, malato y acetato. Como cabria
esperar, aquellos compuestos que no pueden ser utilizados como Unicas fuentes de
carbono en condiciones anaerdbicas, tales como citrato, glicerol, fructosa o maltosa,
no causan represion cataboélica de la ruta bzd para el catabolismo anaerdbico del
benzoato (Lopez Barragan et al., 2004a).

Los mecanismos moleculares responsables del control de la represion
catabolica de las rutas aerdbicas de degradacion de compuestos aromaticos han sido
estudiados en algunos organismos. Asi, en E. coli el principal responsable del
control de la represion catabolica es la proteina receptora de AMPc¢ (CRP) (Guidi-
Rontani et al., 1980), la cual actia como un activador transcripcional global en
presencia de AMPc (Prieto et al., 2004). Si bien E. coli, y muchos otros
microorganismos, utilizan de forma preferente la glucosa como fuente de carbono,
las bacterias del género Pseudomonas degradan preferentemente acidos organicos o
aminoacidos antes que azlcares (Collier et al., 1996). Sin embargo, no todos los
acidos organicos causan represion catabolica, ni todos ellos muestran el mismo
efecto en distintos microorganismos (Rojo, 2004). Ademas, la represion catabolica
no suele producirse inicamente por la presencia de un determinado compuesto en el
medio, sino que suele ser el resultado de la integracion de diversas sefiales
ambientales.

Curiosamente, la proteina CRP responsable del control de la represion

catabolica en E. coli, presenta un ortélogo codificado en el cromosoma de diversas
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cepas de Pseudomonas que, sin embargo, en estas bacterias no parece mediar en el
control de la represion catabdlica (Morales et al., 2004; Rojo, 2004; Suh et al.,
2002). Por el contrario, se han identificado otra serie de proteinas implicadas en la
represion catabodlica de diversas rutas de degradacion de compuestos aromaticos en
bacterias no entéricas, como Crc (Catabolite repression control) (Morales et al.,
2004; Moreno y Rojo, 2008; Rojo, 2004), PtsN y PtsO (sistema de transporte
nitrogeno fosfotransferasa) (Marqués et al., 2006; Pfliiger y de Lorenzo, 2008),
ciertas oxidasas terminales tipo 0 (CyoB) capaces de sensar el estado rédox de la
c¢lula (Morales et al., 2006; Petruschka et al., 2001) y el regulador de respuesta
BphQ (Ohtsubo et al., 2006).

A veces, la represion catabolica no se produce directamente sobre el promotor
catabolico sino que estd mediada por una variacion en los niveles de los reguladores
especificos correspondientes. Por ejemplo, a medida que aumenta la represion
catabolica de la ruta de degradacion de alcanos (genes alk) codificada en el
plasmido OCT de P. putida Gpol, decrece la expresion del activador AlkS (Canosa
et al., 2000). De forma similar, la represion catabolica de la degradacion de fenol
(genes phl) en P. putida H se produce por interferencia con la funcion activadora del
regulador transcripcional PhIR (Muller et al., 1996).

No obstante, si bien se tiene abundante informacioén acerca de la represion
catabolica de las rutas aerobicas de degradacion de compuestos aromaticos, atin no
se conocen los mecanismos moleculares responsables de la represion catabdlica en
rutas anaerobicas, salvo los estudios preliminares llevados a cabo sobre la represion
catabolica de la ruta anaerdbica de degradacion de benzoato en Azoarcus sp. CIB.
En este microorganismo, el efecto represor de ciertas fuentes de carbono, tales como
succinato, malato, piruvato, etc., tiene lugar a nivel de la transcripcion desde el
promotor Py (Fig. 5) (Lopez Barragan et al., 2004a), si bien todavia no se conoce el

regulador(es) implicado en el proceso.
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OBJETIVOS

En base a lo expuesto en la Introduccion se deduce que la informacion existente
acerca de la regulacion de rutas de degradacion anaerobica de compuestos aromaticos es
bastante escasa, en comparacion con la informacion existente sobre regulacion del
catabolismo aerdbico. Concretamente, en el caso de la regulacion del catabolismo
anaerdbico del benzoato en la -proteobacteria Azoarcus sp. CIB, al inicio de esta tesis
unicamente se habia logrado caracterizar parcialmente al regulador especifico BzdR.

Por ello, en este tesis se propusieron una serie de objetivos dirigidos a profundizar
tanto en el conocimiento del mecanismo molecular responsable de la regulacion del
catabolismo anaerdbico de benzoato en Azoarcus sp. CIB, como en la caracterizacion
estructural y funcional de la proteina BzdR. De esta forma, se propusieron

esencialmente 5 objetivos que se enumeran a continuacion:

» Objetivo 1: Estudio de la regulaciéon dependiente de oxigeno de la ruta de

degradacion anaerdbica de benzoato en Azoarcus sp. CIB.

» Objetivo 2: Estudio del promotor Pgr del gen bzdR y su implicacion en la regulacion

de la degradacion anaerdbica de benzoato en Azoarcus sp. CIB.

» Objetivo 3: Estudio funcional y estructural de la proteina BzdR.

» Objetivo 4: Utilizacion de la proteina BzdR como modelo para la sintesis de nuevos

reguladores funcionales.

» Objetivo 5: Estudio de la arquitectura del promotor Py y su interaccion con la
proteina BzdR.
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1 Cepas bacterianas y plasmidos

MATERIALES Y METODOS

A continuacion se muestra una tabla con las diferentes cepas de E. coli y Azoarcus

sp. CIB y otra tabla con los plasmidos utilizados en este trabajo, junto a sus

caracteristicas mas relevantes.

Tabla 4. Cepas bacterianas utilizadas.

Tn7, Apir lisogénico

Cepa Genotipo/Fenotipo Referencia
E. coli K12
. . . (Ferrandez et al.,
AFMC MC4100 resistente a rifampicina 2000)
Km'"; AFMC portadora en el cromosoma de la fusion p
AFMCPy traduccional Py::lacZ (Barragan et al., 2005)
Km'; AFMC portadora en el cromosoma de la fusion .
CHECREY traduccional Pg-bzdR/Py::lacZ (Barragan et al., 2005)
Rf', Sp', A(ara-leu) araD, AlacX74, galE, galK,
Celle phoA20, thi-1, rpsE, rpoB, argE (Am), recAl (Bismem BEEL, 1000
F’, mcrA, A(mrr, hsdRMS-mcrBC), ¢80dlacAM15,
DH10B AlacX74, deoR, recAl, araD139, A(ara-leu)7697, | Life Technologies
galU, galK A, rpsL, endA1, nupG
endAl, hsdR17, supE44, thi-1, recAl, gyrA(Nal),
DH5a relAl, A(argF-lac)U169, depR, (¢80dlacA(lacz) (Sambrook y Rusell,
2001)
M15)
Cm', Sm', A(tyrR, fnr, rac, trg)17, zdd-30::Tn9, .
JRG1728 derivado de M182 (Spiro y Guest, 1988)
MI5 Cepa de expresion de vectores pQE Qiagen
M182 Iser:); (AlaclOPZYA)X74, galU, galK, rpsL. A(ara- (Spiro y Guest, 1988)
araD139, A(argF-lac)U169, rpsL150, relAl,
RGN fIbB5301. deoC1, ptsF25, rbsR (Cosadabat, L0710
A(lac-pro), thi, supE, A(srl-recA)306::Tnl0, (F’ .
WRANED traD36, lacl’ZAM15, proAB) [
PK330 Cm'; Ptrp-rpoD derivado de RZ7350 (Lonetto et al., 1998)
RZ7350 lacZA145, narG234::MudI1734 (llggf)y y Reznikoff,
S17-1Apir Tp', Sm’, recA, thi, hsdRM™, RP4::2-Tc::Mu::Km, | (de Lorenzo y

Timmis, 1994)

A(mcrA)183, A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173, endAl,

L IR 12 gyrA96, supE44, relAl, thi-1, lac, P2 lisogénico D g
Azoarcus sp. CIB

Cepa silvestre degradadora de compuestos | (Lopez Barragan et
CIB "

aromaticos al., 2004a)
CIBdacpR Cepa CIB con interrupcion insercional del gen acpR | Este trabajo
CIBdbzdN Cepa CIB con interrupcion insercional del gen bzdN | (Barragén et al., 2005)
CIBdbzdR Cepa CIB con interrupcion insercional del gen bzdR glfogf)z()faz;ﬂagan et
CIBlacz Cepa CIB portadora en cromosoma de la fusion | (Lopez Barragan et

traduccional Py::lacZ al., 2004a)

(Frischauf et al.,

Fago A EMBL-4 1983)
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Tabla 5. Plasmidos utilizados.

Plasmido

Genotipo/Fenotipo

Referencia

pBBRIMCS-5

Gm', oripBBRIMCS Mob" lacZo, vector de
clonacion y expresion de amplio espectro de huésped

(Kovach et al., 1995)

pBBRIMCS-5acpR

Gm', derivado de pBBRIMCS-5 que contiene un
fragmento Kpnl/Apal de 1.2 kb que incluye el gen
acpR

Este trabajo

pBBR5Py

Gm', derivado de pBBRIMCS-5 que contiene un
fragmento ECORI/HIndIII de 4.2 kb que contiene la
fusion traduccional Py::lacZ procedente de pSJ3Py

(Barragan et al., 2005)

pBBR5P\I

Gm', derivado de pBBRIMCS-5 que contiene un
fragmento ECORI/HIndIII de 4.2 kb que contiene la
fusion traduccional Pyl::lacZ procedente de pSJ3Py

Este trabajo

pBBRSPyI+I

Gm', derivado de pBBRIMCS-5 que contiene un
fragmento ECORI/HIndIII de 4.2 kb que contiene la
fusiéon traduccional Pyl+l1l::lacZ procedente de
pSJI3Py

Este trabajo

pBBR5P,

Gm', derivado de pBBRIMCS-5 que contiene un
fragmento ECORI/HIndIII de 4.2 kb que contiene la
fusién traduccional Pg::lacZ procedente de pSJ3Pg

Este trabajo

pel

Ap', derivado de pcl-cat que expresa el dominio N-
terminal del represor CI del fago A

Este trabajo

pcl-cat

Ap', derivado de pC132 que expresa la proteina de
fusion NTD-CAT (dominio N-terminal del represor
CI del fago A y gen de la cloranfenicol
aminotransferasa)

(Di Lallo et al., 1999)

pcl-LBzdR

Ap', derivado de pCI que expresa la proteina de
fusion NTD-LBzdR

Este trabajo

pcl-QA

Ap', derivado de pCI que expresa la proteina de
fusion QA (NTDcI-LBzdR-CBzdR)

Este trabajo

pcl-QA2

Ap', derivado de pCI que expresa la proteina de
fusion QA2 (NTDcI-CBzdR)

Este trabajo

pCKO1

Cm', oripSC101, vector de clonacion de bajo niimero
de copias con polylinker flanqueado por dianas Notl

(Fernandez et al.,
1995)

pCKO1-BzdA

Cm’, derivado de pCKO1 que contiene un fragmento
EcoRI/Scal de 2.2 kb que incluye el gen bzdA bajo el
control del promotor Plac

(Barragan et al., 2005)

pCKO1-BzdR

Cm’, derivado de pCKO1 que contiene un fragmento
ECOoRI/HindIIl procedente de pQE32-BzdR que
incluye el gen bzdR bajo el control del promotor T5

Este trabajo

pCKO01-BzdR3

Cm', derivado de pCKO1 que contiene un fragmento
EcoRI/HindIIl procedente de pQE32-BzdR3 que
incluye el gen bzdR3 bajo el control del promotor T5

Este trabajo

pCKO01-BzdR4

Cm’, derivado de pCKOI que contiene un fragmento
EcoRI/HindIIl procedente de pQE32-BzdR4 que
incluye el gen bzdR4 bajo el control del promotor T5

Este trabajo

pCKO1-BzdRS5

Cm’, derivado de pCKO1 que contiene un fragmento
EcoRI/HindIIl procedente de pQE32-BzdR5 que
incluye el gen bzdR5 bajo el control del promotor T5

Este trabajo

pCKO01-NBzdR

Cm’, derivado de pCKO1 que contiene un fragmento
EcoRI/HIndIIl procedente de pQE32-NBzdR que
incluye el gen bzdR bajo el control del promotor T5

Este trabajo

pCKO01-NBzdRL

Cm’, derivado de pCKO1 que contiene un fragmento
EcoRI/HIindIIl procedente de pQE32-NBzdRL que
incluye el gen bzdR bajo el control del promotor T5

Este trabajo

pCK01-Q1

Cm', derivado de pCKO1 que contiene un fragmento
EcoRI/Pstl procedente de pQE32-Q1 que incluye la
fusion nbzdRL-aroK bajo el control del promotor T5

Este trabajo
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Plasmido Genotipo/Fenotipo Referencia
Cm’, derivado de pCKOI que contiene un fragmento
EcoRI/Pstl procedente de pQE32-Q2 que incluye la .
pCKOI-Q2 fusion nbzdRL-aroKpzsa bajo el control del promotor Eutoltiatbdio
T5
Cm', derivado de pCKO1 que contiene un fragmento
pCKO01-Q4 EcoRI/Pstl procedente de pQE32-Q4 que incluye la | Este trabajo
fusion nbzdR-aroK bajo el control del promotor TS5
Cm’, derivado de pCKO1 que contiene un fragmento
EcoRI/Pstl procedente de pQE32-Q5 que incluye la .
pCIEII=0 fusion nbzdR-aroKpgea bajo el control del promotor Loz b e
T5
ECOR7 Ap’, pUC19 que contiene un fragmento ECORI de 7.1 | (Lopez Barragan et
p kb procedente del fago ABzd1 al., 2004a)
pET29%a(+) Km', oriColE1, vector de clonacion e hiperexpresién | Novagen
pET29-BzdR g;r(li I,{derlvado de pET29a(+) que expresa la proteina S e
Ap', oriColEl, lacZe; vector para la clonacion de
pGEMt Easy fragmentos de PCR Promega
pGEMt EasyacpR Ap', derivado de pGEM-T Easy que contiene un i bt

fragmento de PCR de 1.2 kb que incluye el gen acpR

Ap', derivado de pGEM-T Easy que contiene el gen

pGEMt-NBzdRL nbzdRL Este trabajo
pGEMt-NBzdR ﬁg)z a I(Qilelrlvado de pGEM-T Easy que contiene el gen o fialiasls
pGEMt-QI Ap', der.lvado de pGEM-T Easy que contiene el gen E

de la quimera Q1
pGEMt-Q4 Ap', der.lvado de pGEM-T Easy que contiene el gen E

de la quimera Q4

GEXT Ap', plasmido para la construccion de proteinas | (Smith y Johnson,

P fusionadas a GST 1988)
pGEX-2Tc"’ Ap', derivado de pGEX-2T que contiene el gen rpoD | (Lonetto et al., 1998)

pGEX-2Tc"*(EA591)

Ap', derivado de pGEX-2T que contiene el gen
rpoD-EA591

(Lonetto et al., 1998)

pGEX-2To""(KA593)

Ap', derivado de pGEX-2T que contiene el gen
rpoD-KA593

(Lonetto et al., 1998)

pGEX-2To""(KA597)

Ap', derivado de pGEX-2T que contiene el gen
rpoD-KA597

(Lonetto et al., 1998)

pHW1

Km', gen fnr clonado en el plasmido pLG339

(Bell et al., 1990)

Gm', derivado del vector de clonacion y expresion de

(Moreno-Ruiz et al.,

plZ1016 amplio espectro de huésped pBBRIMCS-5 con el 2003)
promotor tac y el gen lacl? de pMM40
Gm', derivado de pIZ1016 que contiene el gen fnr* .
_ * ’
pIZ-FNR bajo el control del promotor Ptac 19515 relbeo
1CDO1 Ap' oriColEl; polylinker de pUC19 flanqueado por | (Marschall et al.,
P los terminadores rpoC y rrnBT1T2 1998)
Ap', derivado de pJCDO1 que contiene un fragmento .
1IN EcoRI de 585 pb que incluye el promotor Py 35153 (oo
Ap', derivado de pJCDO1 que contiene un fragmento .
EIDIE, Smal/EcoRI de 298 pb que incluye el promotor Pg 35153 (oo
Km', oriColE1, Mob", lacZo, vector suicida utilizado
pK18mob para las interrupciones insercionales mediante | (Schéfer et al., 1994)
recombinacion homologa
Km', derivado de pKI18mob que incluye un .
PRUEHREEIR fragmento BamHI/HindIII de 410 pb del gen acpR S (el
Ap', oriColEl, promotor T5, operador lac, .
PQE32 terminadores A t,/E. coli rrnB T1, N-terminal Hisg Qiagen
pQE32-BzdR Ap’, derivado de pQE32 que incluye la fusién génica (Barragén et al., 2005)

HiS6-bZdR
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Plasmido Genotipo/Fenotipo Referencia
Ap', derivado de pQE32 que incluye la fusién génica .
pQE32-BzdR3 His,-bzdR3 Este trabajo
Ap', derivado de pQE32 que incluye la fusién génica .
pQE32-BzdR4 His,-bzdR4 Este trabajo
Ap', derivado de pQE32 que incluye la fusion génica .
pQE32-BzdR5 His,-bzdR5 Este trabajo
Ap', derivado de pQE32 que incluye la fusion génica .
pQE32-CBzdR His,-cbzdR Este trabajo
Ap', derivado de pQE32 que incluye la fusion génica .
pQE32-NBzdR His,-nbzdR Este trabajo
Ap', derivado de pQE32 que incluye la fusién génica .
pQE32-NBzdRL His,-nbzdRL Este trabajo
Ap', derivado de pQE32 que incluye la fusién génica .
pQE32-QI His,-Q1 (fusién nbzdRL-aroK) [Bis tarloeyo
Ap', derivado de pQE32 que incluye la fusion génica .
QBP0 Hise-Q2 (fusion nbzdRL-aroKpssa) L2515 (e e
Ap', derivado de pQE32 que incluye la fusion génica .
QIERPOE: His,-Q4 (fusién nbzdR-aroK) L2515 (e e
Ap', derivado de pQE32 que incluye la fusion génica .
QIERP0D His-Q5 (fusion nbzdR-aroKpssa) L2k (e e
pQE32-SKI Ap , derivado de pQE32 que incluye la fusion génica o faliails
Hisg-aroK
pQE60-Fnr* ﬁf)s R (fir?;lvado de pQE60 que incluye la fusion génica o ialiasls
"
pREP4 Km', oripl 5A; plasmido que expresa el represor lacl | Qiagen
Ap', oriColEl, ‘lacZ, vector para busqueda de .
(Ferrandez et al.,
pSJ3 promotores con el gen reportero lacZ flanqueado con
. . 1998)
dianas de restriccion Notl
SJ3P Ap', derivado de pSJ3 que contiene la fusion | (Lopez Barragan et
P N traduccional Py::lacZ al., 2004a)
Ap', derivado de pSJ3 que contiene la fusién .
PSI3BxI traduccional Pyl::lacZ £ i
Ap', derivado de pSJ3 que contiene la fusién .
PSISPAIHI traduccional Pyl+11::lacZ Este trabajo
Ap', derivado de pSJ3 que contiene la fusién .
pSI3Pe traduccional Pg::lacZ B i
Ap', derivado de pSJ3 que contiene la fusion .
s e traduccional bzdR/Py::lacZ (Barragén et al., 2005)
Km', vector de clonaciéon y expresion de amplio
pSJ6 espectro de huésped que incluye la fusion | (Jaenecke et al., 1996)
Pr::tnp’::’lacZ en una casete Notl de 4.0 kb

2 Medios y condiciones de cultivo

Todas las soluciones y medios de cultivo utilizados en este trabajo se esterilizaron
por calor himedo en autoclave a 121°C y 1 atmosfera de presion, o mediante filtracion
utilizando filtros estériles Millipore de 0.2 um de didmetro. Para los crecimientos de E.
coli y Azoarcus sp. CIB se utilizaron diferentes medios de cultivo cuya composicion se

detallara a continuacion.
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2.1 Medios de cultivo empleados para E. coli

El medio rico empleado fue Luria-Bertani (LB) (Sambrook y Rusell, 2001). Los
cultivos de E. coli en medio solido se realizaron con medio LB suplementado con agar
al 1.5% (p/v). Cuando fue necesario, se afadid 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-
galactopiranosido (X-gal) a una concentracion de 0.08 mM, asi como isopropil-1-tio-3-
D-galactopirandsido (IPTG) a una concentracion de 0.2 mM.

El medio minimo empleado para E. coli fue M63 (Miller, 1972), al que se afiadio
agar al 1.5% (p/v) para los crecimientos en medio so6lido. El medio minimo se
suplemento con glicerol (20 mM) como fuente de carbono, asi como con las vitaminas y
aminoacidos necesarios para cada cepa a las concentraciones recomendadas por
Gerhardt et al. (1994). Cuando fue necesaria la anaerobiosis, se anadi6 KNO; 10 mM
como aceptor final de electrones. Cuando fueron requeridos, los antibidticos se

utilizaron a las concentraciones que se indican en el apartado 2.3.

2.2 Medios de cultivo empleados para Azoarcus sp. CIB

El medio minimo empleado en este trabajo para cultivar las cepas de Azoarcus sp.

CIB fue el medio denominado MA (pH 7.5), cuya composicion se detalla a

continuacion:
» KH,PO4 033 g
» Na,HPO, 12 g
» NH4CI 0.11g
» MgSO047H,0 0.1g
» CaCl, 0.04 g
» H,O destilada hasta 11

Este medio basal fue suplementado con una solucion de elementos traza (pH 6.5),

cuya composicion (1000x) se detalla a continuacion:

» Acido nitrilotriacético (NTA) 15¢g » 7ZnSO047H,0 0.18 ¢
» MgS047H,0 30g » CuSO45H,0 0.01g
» MnSO42H,0 05¢g » KAI(SOs4),'12H,0 0.02¢g
» NaCl 10g > H3;BOs 0.01g
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» FeSO47H,0 0.1g » Na,MoO-2H,0 0.01¢g
» CoS047H,0 0.18¢ » NiCly,'6H,O 0.025 ¢
» NaSeO; -5H,0 03¢g » H,O0 destilada hasta 11

También se suplement6 el medio MA con una solucion de vitaminas cuya

composicion (1000x) es la siguiente:

» Biotina 20 mg > Acido folico 20 mg
» Piridoxina-HCI 10 mg » Tiamina-HCI-2H,0 50 mg
» Riboflavina 50 mg > Acido nicotinico 50 mg
» D-pantotenato célcico 50 mg » Vitamina B12 50 mg
> Acido p-aminobenzoico 50 mg > H,0 destilada hasta 11

Para el crecimiento anaerdbico de Azoarcus sp. CIB se afiadid, como aceptor final
de electrones, KNO; 10 mM al medio MC (medio basal suplementado con vitaminas y
elementos traza). Ademads, para asegurar el ambiente reductor, también se anadid al

medio MC una solucion de sulfuro ferroso a una concentracion final de 0.044 mg/ml.

2.3 Antibiéticos

Los antibidticos se prepararon en soluciones 1000 veces concentradas en agua,
excepto el cloranfenicol y la rifampicina que se disolvieron en etanol 100% y en DMSO
100%, respectivamente. Estas soluciones se esterilizaron por filtracion y se almacenaron

a—20°C. Los antibioticos se utilizaron a las concentraciones finales que se indican:
» Ampicilina (Ap) 100 pg/ml
» Cloranfenicol (Cm) 34 pg/ml

» Kanamicina (Km) 50 pg/ml
» Rifampicina (Rf) 50 pg/ml
» Gentamicina (Gm) 7.5 ug/ml

2.4 Obtencion de condiciones anaerobicas en los medios de cultivo

Para obtener condiciones de anaerobiosis, tanto el medio de cultivo como las
soluciones de elementos traza, el nitrato potasico, el sulfuro ferroso, las fuentes de

carbono y el resto de compuestos utilizados, se dispensaron en frascos de vidrio, los
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cuales se sellaron con tapones de goma y arandelas de aluminio. A través del tapon de
goma se introdujo una aguja conectada a un depdsito de nitrogeno (Alpha Gas),
permitiendo pasar un flujo de este gas al medio liquido durante varios minutos con el
objeto de eliminar el oxigeno. Finalmente, todos los frascos fueron autoclavados.

Para obtener una solucion anaerdbica y estéril de vitaminas (las cuales son sensibles
al calor) se realiz6 la misma operacion descrita anteriormente pero con frascos de vidrio
vacios en los que, después de ser esterilizados por autoclave, se inyecto la solucion de
vitaminas mediante una jeringa conectada a un filtro estéril Millipore (de 0.2 micras de
diametro). Una vez preparadas estas soluciones, fueron afnadidas al medio basal MA
para obtener asi el medio MC suplementado con las correspondientes fuentes de
carbono. Tanto la filtracion de las soluciones de vitaminas como la inoculacién de los
medios de cultivo con las distintas cepas bacterianas, se realizaron en una cdmara de

anacrobiosis (Forma Scientific).

2.5 Condiciones de cultivo

Para los crecimientos aerobicos, las cepas de E. coli fueron cultivadas a 37°C y en
agitacion a 250 rpm, mientras que Azoarcus sp. CIB fue incubado a 30°C y en agitacion
brusca. En el caso de los crecimientos anaerdbicos, ambas estirpes bacterianas fueron
incubadas a 30°C sin agitacion. Cuando se utilizaron compuestos aromaticos como
fuente de carbono, éstos fueron afiadidos al medio MC a una concentracion de 3 mM. El
crecimiento de los cultivos fue monitorizado midiendo la densidad 6ptica a 600 nm
(Aso0) empleando un espectrofotdémetro Shimadzu UV-260. La morfologia celular se
analiz6 con un microscopio de contraste de fase Nikon OPTIPHOT-2. La
desnitrificacion en cultivos anaerdbicos fue monitorizada midiendo los niveles de NOs”
y NO;™ con el Test Nitrates (Merck). El consumo de benzoato en el medio de cultivo fue
monitorizado espectrofotométricamente a 273 nm tras la acidificacion del medio con

HCL

2.6 Conservacion de las cepas bacterianas

Durante cortos periodos de tiempo (menos de un mes) E. coli se conservo a 4°C en
placas de medio LB o de medio minimo. Los cultivos anaerdbicos de Azoarcus sp. CIB
se conservaron adecuadamente durante un periodo aproximado de un mes a 4°C en
frascos de vidrio. Para su conservacion a largo plazo, las bacterias se congelaron en el

medio de cultivo correspondiente con glicerol al 15% (v/v) y se mantuvieron a -80° C.

49



Materiales y Métodos

3 Técnicas de manipulacion de DNA y RNA

La manipulacion del DNA asi como la mayor parte de las técnicas de biologia
molecular utilizadas en este trabajo fueron aplicadas esencialmente tal y como describen
Sambrook y Rusell (2001). Las endonucleasas de restriccion fueron suministradas por
Amersham Biosciences, New England Biolabs y Takara. La DNA ligasa T4 y el
fragmento Klenow de la DNA polimerasa I de E. coli se adquirieron de Amershan
Biosciences, y la DNA polimerasa T4 de Applied Biosystems. La RNA polimerasa
utilizada en los ensayos de transcripcion in vitro fue suministrada por USB (E. coli RNA
Polymerase Holoenzyme 1 U/ul). Todas las enzimas se utilizaron siguiendo las

indicaciones de las respectivas casas comerciales.

3.1 Purificacion de DNA

La purificacion de DNA plasmidico se realizdO mediante el uso de High Pure™
Plasmid Purification Kit (Roche). Para obtener mayores volimenes de preparaciones
plasmidicas, se utilizo el Plasmid Midi kit (QIAGEN). El DNA cromosomico se extrajo

empleando el procedimiento descrito por Wilson (1997).

3.2 Reaccion de amplificacion en cadena con DNA polimerasa termorresistente

(PCR)

Para llevar a cabo la amplificacion de fragmentos de DNA se emple6 un

termociclador Gene ATAQ Controller (Pharmacia-LKB) y las enzimas AmpliTaq®
DNA polimerasa (Applied Biosystem) o la DNA polimerasa PFU (Biotools) de acuerdo
con las instrucciones de los proveedores. Los productos amplificados se purificaron
utilizando el Gene-Clean Turbo kit (Q-BIOgene) o el High Pure™ PCR Product
Purification Kit (Roche). Los distintos oligonucle6tidos empleados en las reacciones de
PCR se indican en la Tabla 6. Los oligonucle6tidos fueron sintetizados empleando un
equipo Oligo-1000M (Beckman Instruments, Inc.) en el servicio de Quimica de
Proteinas del Centro de Investigaciones Bioldgicas, o bien fueron proporcionados por
Sigma-Genosys. En la Tabla 6 se detalla la secuencia y ubicacion de cada uno de ellos,

asi como la presencia de las dianas de restriccion correspondientes en cada caso.
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Tabla 6. Oligonucleétidos utilizados. Las regiones subrayadas pertenecen a la diana de restriccion que se
indica al final de la secuencia.

Nombre

Secuencia (5°-3’)/Diana de restriccion

Localizacion relativa
y utilizacion

3AcpRcib

CAAGCTTCCGCCTCGACGAACTCGTC/HindIII

Region interna del gen
acpR

3’Argl 14Glu

CTGGAGCAGCCGTTCCGCCCATTCATG

Region intergénica de bzdR
para la obtencion del
mutante bzdR4

3’aroKquim Extremo 5’ del gen aroK
* GGGGTACCATGGCAGAGAAACGCAATATCTTT/Kpnl (plasmido pQE32-Q1)
, Extremo 5° del dominio
3’ C1-CI GAAGGCCTCCAGCGCATCGCCTTCATCGG/Stul CBzdR (plasmido pCl-QL)
Region intergénica de la
3’ D36A AATCTCTTGAGCGGAATCGTAAAATTC quimera Q1 para la

obtencion del mutante Q2

3’GlulllArg

CCGGCGCGCCCATCTATGCGTCTTG

Region intergénica de bzdR
para la obtencion del
mutante bzdR3

3’Glul11Arg/
Argl14Glu

CTGGAGCAGCCGTTCCGCCCATCTATGCGTCTT

Region intergénica de bzdR
para la obtencién del
mutante bzdR5

3HISReg

GGGAAGCTTTCAGCGTGCCAGGACTTCGAGG/HindIIl

Extremo 3" de bzdR
(plasmido pQE32-BzdR)

3IVTPN

CGGAATTCCATCGAACTATCTCCTCTGATG/EcoRI

Fragmento que incluye el
promotor Py (sonda FP)

3’-newlynk

GAAGGCCTGCGCGAGGAGGCGGAGCAGTC/Stul

Extremo 5’ de la region
LBzdR (plasmido pCI-
LBzdR)

3’-NiuBzdR

GGAATTCCATATGTCCAACGATGAGAACTCATCA/Ndel

Extremo 5’ del gen bzdR
(plasmido pET29-BzdR)

3’PR-Scal

AAAAGTACTCGCGGTTCATGACGTTCATCTG/Scal

Extremo 5’ del fragmento
que incluye el promotor Pg
(plasmido pJCD-Pg)

3REG

GGGGTACCCGTGCATCAATGATCCGGCAAG/Kpnl

Region intergénica
bzdR/bzdN (490 pb) (RT-
PCR). Fragmento de 598
pb bzdR/bzdN (Py) clonado
en pSJ3Py

3RTpN2

GTGTAGGTACACATCGTTGC

Extremo 3’ del promotor
Py

3RTpR2

GAGGATGTCCAGGAAGGATTG

Extremo 3’ del promotor
Pr

SAcpRcib

GGGATCCGTTGAGCAGGAAGGCCG/BamHI

Region interna del gen
acpR

5’Arg114Glu

CATGAATGGGCGGAACGGCTGCTCCAG

Region intergénica de bzdR
para la obtencion del
mutante bzdR4

Extremo 3’ del gen aroK

5’aroKquim | AACTGCAGTTAGTTGCTTTCCAGCATGTGAATA/Pstl (pl4smido pQE32-01)
Extremo 3’ del fragmento

5BZN GCTCTAGACCCATCGAACTATCTCCTCTGATG/Xbal de 598 pb bzdR/bzdN (Py)
clonado en pSJ3Py

, Extremo 3 del dominio

57 C2 CGGGATCCTCAGCGTGCCAGGACTTCGAGG/BamHI CBzdR (plasmido pCI-QL)
Region intergénica de la

5’ D36A GAATTTTACGATTCCGCTCAAGAGATT quimera Q1 para la

obtencion del mutante Q2
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Nombre

Secuencia (5°-3’)/Diana de restriccion

Localizacion relativa
y utilizacion

5°Glul11Arg

CAAGACGCATAGATGGGCGCGCCGG

Region intergénica de bzdR
para la obtencién del
mutante bzdR3

5°Glull1Arg/
Argl14Glu

AAGACGCATAGATGGGCGGAACGGCTGCTCCAG

Region intergénica de bzdR
para la obtencion del
mutante bzdR5

5’ HIS-aroK

CGGGATCCTTGCAGAGAAACGCAATATCTTTC/BamHI

Extremo 5’ del gen aroK
(plasmido pQE32-SKI)

SHISReg

CGGGATCCTTTCCAACGATGAGAACTCATCAC/BamHI

Extremo 5" de bzdR
(plasmido pQE32-BzdR)

SIVIPN

CGGAATTCCGTGCATCAATGATCCGGCAAG/EcoRI

Fragmento que incluye el
promotor Py (sonda FP)

5>-lynk

CGGGATCCTCACTGCCTGCGCGCGCTTC/BamHI

Extremo 3’ de la region
LBzdR (plasmido pCI-
LBzdR)

5’N2quim

GGGGTACCCCTGCGCGCGCTTCG/Kpnl

Extremo 3’ del dominio
NBzdRL (plasmido

pQE32-QI)

5°-NiuBzdR

CGGAATTCTCAGCGTGCCAGGACTTCGA/EcoRI

Extremo 3’ del gen bzdR
(plasmido pET29-BzdR)

5’PR-EcoRI

CGGAATTCCGCCCAACATCAGCAGGTAGTTG/EcoRI

Extremo 3’ del fragmento
que incluye el promotor Pg
(plasmido pJCD-PR)

SRTpN1

GCAACACATCAGAGGAGATAG

Extremo 5’ del promotor
Py

SRTpRI1

GCTGTCATCGTGCTTCACG

Extremo 5’ del promotor
Pr

BKIN

GGGGTACCCGTGCCTGACATTTGACTTAGATC/Kpnl

Extremo 5’ del fragmento
que incluye la region I del
promotor Py

BLINE

CGTGCCTGACATTTGACTTAGATC

Extremo 5’ del fragmento
que incluye la region I del
promotor Py

C1BzdR

CGGGATCCTTCAGCGCATCGCCTTCATCGGC/BamHI

Extremo 5’ del dominio
CBzdR (plasmido pQE32-
CBzdR)

Lac57

CGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGG

Inicio del gen lacZ

NOBzdR

GGGAAGCTTTCAGAGCCCCTGCGCGATCTG/HindIIl

Extremo 3’ del dominio
NOBzdR (plasmido pQE32-
NOBzdR)

N1BzdR

GGGAAGCTTTCACTCCGCCTCCTCGCGCACG/HindIII

Extremo 3’ del dominio
NBzdR (plasmido pQE32-
NBzdR)

N2BzdR

GGGAAGCTTTCACCTGCGCGCGCTTCGCCCC/HindIII

Extremo 3’ del dominio
NBzdRL (plasmido
pQE32-NBzdRL)

N3’

TTCAGCATCTCGTTGTGCTC

Region interna del gen
bzdN utilizado para
sintetizar la sonda de DNA
utilizada en AFM

new-Nlkim

GGGGTACCCTCCGCCTCCTCGCGCACG/Kpnl

Extremo 3’ del dominio
NBzdR (plasmido pQE32-

Q4

NIK

CGGAATTCGATCTAAGTCAAATGTCAGGCACG/EcoRI

Extremo 3’ del fragmento
que incluye la region II del
promotor Py
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Nombre

Secuencia (5°-3’)/Diana de restriccion

Localizacion relativa
y utilizacion

NIU PN-II

GGGGTACCCAAGAAAGATTGCAGTTTTCCATG/KpnI

Extremo 5’ del fragmento
que incluye la region II del
promotor Py

NIU PN-III

CGGAATTCCAATCTTTCTTGCCGCAACGC/EcoRI

Extremo 3’ del fragmento
que incluye la region IIT del
promotor Py

PN-II

CAAGAAAGATTGCAGTTTTCCATG

Extremo 5’ del fragmento
que incluye la region II del

promotor Py

Region interna de bzdR

REG GTGCCAGGACTTCGAGGATGTC (313 pb) RT-PCR

Extremo 5’ del fragmento

RETI CCGAGCCTCGCGTTTTACTGC que incluye la region IIT del

promotor Py

Retl CCGAGCCTCGCGTTTTACTGC Extremo 3’ del gen bzdR

3.3 Secuenciacion de DNA

La secuenciacion se llevo a cabo utilizando un secuenciador automatico modelo ABI
Prism 377™ automated DNA sequencer (Applied Biosystems Inc), en el Servicio de
Secuenciacion Automatica de DNA dirigido por la empresa Sequgen en el Centro de
Investigaciones Bioldgicas. Para la reaccion de secuenciacion se utilizd6 el Dye
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystems), y la DNA
polimerasa AmpliTaq FS, siguiendo las recomendaciones de los proveedores. Las
reacciones se llevaron a cabo con un termociclador Gene Amp PCR System 2400
(Perkin-Elmer) en el servicio de Secuenciacion Automatica de DNA del Centro de
Investigaciones Biologicas.

En el caso concreto de los experimentos de extension por cebador (primer
extension), la secuenciacion del DNA patron se llevd a cabo segiin el método de
terminacion de la polimerizacion por dideoxinucleotidos (Sanger et al., 1977) utilizando
el T7 Sequencing™ Kit (Amersham Pharmacia Biotech), y [a-"P]dCTP (14.8 x 10"
Bg/mmol, 3.7 x 10° Bq/ul) (Amersham Biosciences) como deoxinucleésido trifosfato

marcado radiactivamente, siguiendo las recomendaciones de los fabricantes.

3.4 Determinacion del sitio de inicio de la transcripcion

3.4.1 Extraccion de RNA

Se procedio al analisis del sitio de inicio de la transcripcion (+1) del promotor
Pr mediante la técnica de extension por cebador o primer-extension. La extension se

realiza mediante un cebador que hibrida con el RNAm en una posicion cercana al
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supuesto sitio de iniciacion de la transcripcion. Para ello, se utilizd una cepa de
Azoarcus sp. CIB que incorporaba el plasmido pBBR5Pr (Pgr::lacZ) (Tabla 5), que
fue crecida anaerdbicamente en medio MC y con benzoato 3 mM como fuente de
carbono, hasta que la Agp alcanzé un valor de 0.3. Las células fueron lavadas,
resuspendidas en tampon TE (10 mM Tris-HCI pH 8.0, ImM EDTA) con lisozima
(50 mg/ml; Sigma) y posteriormente lisadas mediante varios ciclos de congelacion-
descongelacion. A continuacion se aislo el RNA total del cultivo mediante el

RNeasy Mini kit (Qiagen), siguiendo las indicaciones del proveedor.

3.4.2 Extension por cebador (primer-extension)

Las reacciones de extension fueron llevadas a cabo con la transcriptasa reversa
del virus de la mieloblastosis aviar (Promega) y 10 ng de RNA total, tal y como se
ha descrito previamente (Martin et al., 1995), usando el oligonucleotido Lac57
(Tabla 6) marcado previamente en su extremo 5 con la polinucledtido quinasa del
fago T4 en presencia de [y-’PJATP (3000 Ci, 111 TBq mmol”'; Amersham
Biosciences). Con el fin de determinar el tamafio de los productos obtenidos en la
reaccion de extension, se llevaron a cabo en paralelo reacciones de secuenciacion
del plasmido pPBBRS5Pg con el oligonucledtido Lac57 utilizando el T7 sequencing kit
en presencia de [y-"P]JdCTP (Amersham Biosciences), siguiendo las indicaciones
del proveedor. Los productos obtenidos en las reacciones fueron analizados por
electroforesis en geles de poliacrilamida 6%-urea 8M. Los geles se secaron al vacio
sobre papel Whatman 3MM vy se expusieron en peliculas Hyperfilm™ MP
(Amersham Pharmacia Biotech) con pantallas amplificadoras (Cronex Lightning

Plus DuPont).

3.5 Ensayos de retrotranscripcion-PCR (RT-PCR) en tiempo real

Azoarcus sp. CIB fue cultivado anaerdbicamente en medio MC con benzoato,
succinato o benzoato mas succinato hasta alcanzar una Asoo de 0.2 (fase exponencial).
Las células fueron obtenidas por centrifugacion a 10000 rpm durante 10 minutos y
resuspendidas en tampon de lisis TE (Tris-HCI 10 mM pH 7.5, EDTA 1 mM). La lisis
celular se produjo por ciclos de congelacion-descongelacion y el RNA total de Azoarcus
sp. CIB fue posteriormente extraido con el High Pure RNA isolation kit (Roche). La
contaminacion de DNA en las preparaciones de RNA se elimind mediante un

tratamiento con el DNase treatment and removal kit (Ambion). La concentracion y
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pureza de las muestras de RNA fue medida con un espectrofotdémetro ND1000
(Nanodrop Technologies), siguiendo las indicaciones del fabricante. El andlisis de los
niveles de transcripcion de los promotores Py o Pgr fue llevado a cabo en 20 ul de
reaccion que contenia 2 ug de RNA, 0.5 mM de cada uno de los desoxinucledtidos
(ANTPs), 200 U de la transcriptasa reversa SuperScript Il (Invitrogen) y 0.5 uM del
oligonucledtido 3RTpN2 6 3RTpR2 (Tabla 6), respectivamente, en el tampon
recomendado por el proveedor. Las reacciones fueron incubadas a 42°C durante 2 horas,
seguido de una incubacion a 70°C durante 15 minutos, para eliminar finalmente el RNA
molde mediante una incubacion a 37°C en presencia de 20 U de RNasa H (Amersham
Biosciences) durante 20 minutos. E1 DNAc obtenido fue almacenado a -20°C.

A continuacion, se llevo a cabo la PCR en tiempo real en un termociclador 1Q5
Multicolor Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad). Las mezclas de reaccion
contenian 10 pl de DNAc diluido, oligonucledtido 3RTpR2 0.2 uM, oligonucleoétido
SRTpR1 0.2 uM (Tabla 6), para el promotor Pg, u oligonucle6étido 3RTpN2 0.2 uM,
oligonucle6tido SRTpN1 0.2 uM (Tabla 6), para el promotor Py, y 12.5 ul de la mezcla
SYBR Green (Applied Biosystems). Las amplificaciones por PCR se llevaron a cabo de
la siguiente forma: 1 ciclo inicial de desnaturalizaciéon (95°C, 3 minutos), seguido de 44
ciclos de amplificacion (95°C, 30 segundos; hibridacion, 57°C, 30 segundos; elongacion
y medida de la sefial, 72°C, 30 segundos). Para la cuantificacion relativa de los valores
de fluorescencia obtenidos, se realiz6é una curva de calibrado con diluciones seriadas de

DNA gendmico.

3.6 Mutagénesis dirigida del gen bzdR

La construccion de los genes bzdR mutantes (bzdR3, bzdR4 y bzdR5) se llevo a cabo
mediante mutagénesis dirigida en dos etapas sucesivas de PCR. En una primera etapa,
se amplifico el gen dividido en dos fragmentos utilizando como molde el plasmido
pCOR?7 (Tabla 5). El primero de ellos comprende desde la secuencia que hibrida con el
oligonucle6tido SHISReg (Tabla 6) hasta la secuencia que contiene el codon donde se
inserta la mutacion, y es reconocida por los oligonucleétidos 3°Glul11Arg (bzdR3),
3’Argl14Glu (bzdR4) y 3’GlullArg/Argl14Glu (bzdR5) (Tabla 6). El segundo
fragmento comprende el resto del gen, desde la mutacién, donde hibridan los
oligonucleotidos 5°Glul11Arg (bzdR3), 5’Argl14Glu (bzdR4) y
5’Glul1Arg/Argl14Glu (bzdR5) (Tabla 6), hasta el codon stop, que hibrida con el
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oligonucledtido 3HISReg (Tabla 6). En la segunda etapa de PCR se emplearon como
molde los dos fragmentos obtenidos anteriormente, que solapan en la region de la
mutacion, para ser amplificados con los oligonucleétidos SHISReg y 3HISReg, que
hibridan al inicio y al final del gen bzdR, regenerando asi un gen completo que incluye
la mutacion deseada. Los productos de PCR asi obtenidos fueron purificados y se
clonaron en el vector pQE32 (Tabla 5) empleando las dianas de restriccion BamHI y
HindIIl, para su posterior sobreproduccion y purificacion. Los plasmidos obtenidos se
denominaron pQE32-BzdR3, pQE32-BzdR4 y pQE32-BzdR5 (Tabla 5). La
incorporacién de la mutacion en cada uno de los genes resultantes fue comprobada

mediante secuenciacion.

3.7 Construccion de las quimeras Q1 v Q4

La construcciéon de la proteina de fusion NBzdRL-SKI (Q1) se llevdo a cabo
mediante amplificacion por PCR de ambas secuencias, NBzdRL y SKI, con los
oligonucleotidos SHisReg / 5’N2quim y 3’aroKquim* / 5’aroKquim (Tabla 6),
respectivamente, y usando como molde el pldsmido pCOR7 (Tabla 5) y DNA gendémico
de E. coli CC118 (Tabla 4), respectivamente. A continuacion, el gen nbzdRL fue
clonado en el plasmido pGEMt por los extremos de timina. Por otro lado, el gen aroK
fue digerido con las enzimas de restriccion Kpnl y Pstl, y subclonado en el plasmido
pGEMt que incluye el gen nbzdRL, de modo que las proteinas resultantes quedaran
fusionadas con el dominio NBzdRL en el extremo N-terminal y la SKI en el extremo C-
terminal, dejando en medio 6 nucledtidos correspondientes a la diana de la enzima de
restriccion Kpnl (Fig. 8). Posteriormente, esta construccion fue digerida con las enzimas
de restriccion BamHI y Pstl y subclonada en el pldsmido pQE32 dando lugar a la
quimera denominada Q1.

La construccion de la proteina de fusion NBzdR-SKI (Q4) se llevo a cabo de igual
modo, amplificando la secuencia de NBzdR con los oligonucledtidos SHisReg / new-N1

kim usando como molde el plasmido pCOR7 (Tabla 5).
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pQE32-Q2 pQE32-Q5

Figura 8: Esquema de la construccion de las quimeras Q1, Q2, Q4 y Q5. El gen nbzdRL se representa
mediante un rectangulo verde con el extremo amarillo (linker), el gen nbzdR mediante un rectangulo
unicamente verde, el gen aroK mediante un rectangulo azul y el gen aroKp;ss, mutante mediante un
rectangulo azul con una linea rosa.

3.8 Construccion de las quimeras Q2 v O5 mediante mutagénesis dirigida del gen

arokK

La construccion de la quimera Q1 mutante (fusion NBzdRL-SKlIpssa), denominada
Q2, se llevo a cabo, como en el caso explicado en el apartado 3.6, mediante mutagénesis
dirigida en dos etapas sucesivas de PCR. En una primera etapa, se amplifico el gen
dividido en dos fragmentos utilizando como molde el pldsmido pQE32-Q1 (Tabla 5). El
primero de ellos comprende desde la secuencia que hibrida con el oligonucledtido
SHISReg (Tabla 6) hasta la secuencia que contiene el codéon donde se inserta la

mutacion, y es reconocida por el oligonucledtido 3’ D36A (Tabla 6). El segundo
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fragmento comprende el resto del gen, desde la mutacion, donde hibrida el
oligonucledtido 5’D36A (Tabla 6), hasta el codon stop, que hibrida con el
oligonucleo6tido 5’aroKquim (Tabla 6). En la segunda etapa de PCR se emplearon como
molde los dos fragmentos obtenidos anteriormente, que solapan en la region de la
mutacion, para ser amplificados con los oligonucleétidos 3’aroKquim®* / 5’aroKquim,
que hibridan al inicio y al final del gen aroK, regenerando asi un gen completo que
incluye la mutacion deseada. El producto de PCR asi obtenido fue purificado y se clon6
en el vector pQE32-Q1 (Tabla 5), habiendo eliminado previamente el gen aroK por
digestion con Kpnl y Pstl, empleando las enzimas de restriccion Kpnl y Pstl (Fig. 8).
De este modo, se obtuvo la fusion NBzdRL-SKlIpses, denominada Q2. La incorporacion
de la mutacion en el gen resultante fue comprobada mediante secuenciacion.

De igual modo, el plasmido pQE32-Q4 fue digerido con las enzimas de restriccion
Kpnl y Pstl, eliminando asi el gen aroK que fue sustituido por la secuencia del gen

aroKpsea mutante. Asi, se obtuvo la fusion NBzdR-SKlIps3ea, denominada Q5.

3.9 Construccion de las fusiones traduccionales Pyl::lacZ v Pyl+11::lacZ

Las fusiones traduccionales Pyl::lacZ y Pyl+ll::lacZ se obtuvieron mediante la
amplificacion por PCR de las sondas Pyl y Pnl+1l con los oligonucledtidos SBZN-
BKIN y 5SBZN-NIU PNII, respectivamente (Tabla 6), y usando como molde el plasmido
pCOR?7 (Tabla 5). A continuacidén, ambas sondas fueron digeridas con las enzimas de
restriccion Xbal y Kpnl, y posteriormente clonadas en el plasmido pSJ3, en posicion 5’
y en fase respecto del gen lacZ, generandose asi las fusiones traduccionales
correspondientes en los plasmidos denominados pSJ3PnI y pSI3PNIHII (Tabla 5).

Estas fusiones traduccionales fueron posteriormente subclonadas en el plasmido
pBBRIMCS-5 llevando a cabo una digestion de los plasmidos pSJ3PnI y pSI3PNIHIT
con las enzimas ECORI y HindIll, dando lugar a los plasmidos pBBRSP\I y
pBBRSPNIHI, respectivamente (Tabla 5). La correcta insercion de ambas sondas fue

comprobada mediante secuenciacion.
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4 Procedimientos de transferencia genética

4.1 Transformacion de células de E. coli

Las células de E. coli se transformaron utilizando dos procedimientos distintos:
choque térmico y electroporacion. La transformacion por choque térmico requiere la
preparacion previa de células competentes con RbCl (Sambrook y Rusell, 2001). La
transformacion por electroporacion (Wirth et al., 1989) se llevo a cabo en un equipo

Gene Pulser/Pulse Controller (Bio-Rad).

4.2 Transferencia de plasmidos por conjugacion

Los plasmidos se movilizaron a Azoarcus sp. CIB y sus derivados por conjugacion
biparental utilizando la cepa E. coli S17-1Apir como donador, segin el protocolo
establecido por de Lorenzo y Timmis (1994) con algunas modificaciones. Se utilizé una
cantidad de células de la cepa donadora E. coli S17-1Apir correspondiente a una Ago de
5, y de la cepa receptora (Azoarcus sp. CIB) cultivada en medio minimo MC con
succinato 0.2 % se utiliz6 una cantidad de células correspondiente a una Agpo de 35. Los
exconjugantes fueron seleccionados aerdbicamente en placas de medio minimo MC
conteniendo citrato 0.2% (contraseleccion de la cepa donadora) y el correspondiente
antibiotico del plasmido y, en su caso, el de la cepa receptora (cuando se utilizaron

derivados de Azoarcus sp. CIB).

4.3 Construccion del mutante Azoarcus sp. CIBdacpR

Para la construccion del mutante Azoarcus sp. CIBdacpR se procedio a la
interrupcion insercional del gen acpR por recombinacion homologa. Para ello, se
amplificéd un fragmento interno del gen acpR de 410 pb utilizando los oligonucledtidos
5AcpRcib y 3AcpRcib (Tabla 6), y se clond entre las dianas BamHI/HindIII del
polylinker de pK18mob (plasmido movilizable que no replica en Azoarcus). La
construccion resultante, pK18mobacpR (Tabla 5), fue transferida de la cepa donadora E.
coli S17-1Apir a la cepa receptora Azoarcus sp. CIB, mediante conjugacion biparental.
Los transconjugantes presentaban una interrupcion génica por insercion, mediante
recombinacion homologa, derivados del plasmido suicida pK18mob, y fueron
seleccionados aerobicamente en medio MC sin nitrato y suplementado con kanamicina

(50 pg/ml) y con citrato 0.4% (p/v) como fuente de carbono para la contra-seleccion de
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la cepa donadora. El mutante Azoarcus sp. CIBdacpR fue analizado por PCR para

confirmar la interrupcion del gen truncado.

S Técnicas de manipulacion de proteinas

5.1 Electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE)

Las electroforesis analiticas de proteinas se realizaron en todos los casos en
condiciones desnaturalizantes y en presencia de dodecilsulfato s6dico (SDS). La técnica
utilizada fue la descrita por Laemmli (1970) utilizando geles de poliacrilamida en placa
(PAGE) a una concentracion del 10-15%. Las muestras se hirvieron a 100°C durante 10
minutos en presencia del tampon de ruptura (Tris-HCl 62.5 mM pH 6.8, SDS 2%, B-
mercaptoetanol 5%, glicerol 10% y azul de bromofenol 0.005%). Las electroforesis se
realizaron a temperatura ambiente y a 50 mA (corriente constante), utilizando un
electrolito que contenia Tris-HCl 25 mM pH 8.8, glicina 192 mM y SDS 0.1%. Las
proteinas de los geles se tifieron con azul brillante de Coomassie R-250 (Swank y
Munkres, 1971). Las proteinas empleadas como marcadores de masa molecular
[fosforilasa B (97.4 kDa), seroalbumina bovina (BSA) (66.2 kDa), ovoalbumina (45
kDa), anhidrasa carbdnica (31 kDa) e inhibidor de tripsina (21.5 kDa)] se adquirieron en
Bio-Rad.

5.2 Obtencion de anticuerpos anti-BzdR

Los anticuerpos frente a BzdR de Azoarcus sp. CIB se obtuvieron mediante
inmunizacién de un conejo con la proteina BzdR. La inmunizacion del animal se realizo
en tres pasos, en cada uno de los cuales se inyectaron 0.1 g de proteina en tampon PBS
por via intramuscular. La primera dosis se prepard en adyuvante de Freund completo, y
la segunda y tercera en adyuvante de Freund incompleto, dejando transcurrir 15 dias
entre cada una de dichas dosis. Pasado este tiempo se extrajo el antisuero, se limpiaron
los restos celulares y se elimino el coagulo sanguineo por centrifugacion del suero a
5000 rpm, 5 minutos a 4°C. Posteriormente, se inactivaron las proteinas del
complemento incubando el extracto a 56°C durante 15 minutos. Tras este tratamiento se
alicuotaron las muestras y se congelaron a —20°C. La especificidad del antisuero

obtenido se ensayé mediante Western Blot.
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5.3 Técnica de Western Blot
Después de llevar a cabo una electroforesis SDS-PAGE (12.5%) con 2.25 pg de

proteina total de extractos celulares, se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa
(Sambrook y Rusell, 2001). La membrana se satur6 con leche en polvo desnatada al 5%
(p/v) en tampon PBS (fosfato sédico 10 mM, pH 7.4 conteniendo NaCl 140 mM)
mediante incubacion a 4°C durante 12 horas. Tras 3 lavados de 10 minutos con PBS que
contenia Tween-20 al 0.1% (v/v), se incubo a temperatura ambiente con agitacion suave
durante 1 hora en presencia de suero anti-BzdR en dilucion 1/1000. Posteriormente, se
repitieron los tres lavados con PBS-Tween y la membrana se incub6 durante 30 minutos
a temperatura ambiente y agitacion suave en presencia de una diluciéon 1/10000 de
anticuerpos ECLTM Anti-rabbit IgG (GE Healthcare). Finalmente, tras cuatro lavados
con PBS-Tween, las bandas se revelaron con el sistema ECLTM Western Blotting
Detection (GE Healthcare) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las membranas se
expusieron en peliculas Hyperfilm MP (Amersham Pharmacia Biotech) durante 1
minuto. La cuantificaciéon de la proteina BzdR se realizo utilizando el programa

Quantity-One (Bio-Rad).

5.4 Sobreproduccion vy purificacion de las proteinas expresadas desde el vector de
expresion pOE32 6 pOE60

A continuaciéon se explicard el proceso empleado para la sobreproduccion y
purificacion de la proteina BzdR, cuyo protocolo, basado en el que describe el
proveedor Qiagen, serd ampliable a todas las demés proteinas sobreproducidas y
purificadas mediante este método: Hise-BzdR, Hise-Fnr*, His-NBzdR, Hise-NBzdRL,
Hise-CBzdR, Hise-SKI, Hise-BzdR3, Hisg-BzdR4, Hisg-BzdRS, Hisg-Q1, Hisg-Q2, Hisg-
Q4 e Hisg-Q5.

El plasmido recombinante pQE32-BzdR (Tabla 5) contiene el gen bzdR desprovisto
de su codon de inicio de la traduccion, que fue sustituido por una secuencia de 6
histidinas mas otros 6 aminoacidos en su extremo 5°. La sobreproduccion de esta
proteina Hiss-BzdR se realizo en una cepa de E. coli M15 portadora del plasmido
pREP4, que expresa el gen lacl (Tabla 5) para el estricto control de la expresion del gen
Hise-bzdR clonado bajo el control del promotor PT5 (que incorpora operadores lac) en
el plasmido pQE32-BzdR. Las células de E. coli M15 (pREP4, pQE32-BzdR) fueron
incubadas a 37°C en 100 ml de LB en presencia de ampicilina y kanamicina hasta que el

cultivo alcanzo una Agy de 0.5 (aproximadamente 2 horas), momento en el cual se
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indujo la hiperexpresion de la fusion Hisg-BzdR mediante la adicion de IPTG a una
concentracion de 0.5 mM. Las células fueron incubadas a 37°C durante 5 horas mas y
posteriormente se centrifugaron a 10000 rpm durante 15 minutos. El sedimento celular
fue resuspendido en 10 ml de tampon de lisis (NaH,PO4 50 mM, KCI 300 mM,
imidazol 100 mM, pH 8) y se procedio a la rotura de las células mediante tratamiento en
la prensa de French (Aminco Corp.) a una presion de 20000 psi. El lisado celular fue
centrifugado a 26000 rpm durante 20 minutos a 4°C. El sobrenadante fue
cuidadosamente decantado y se hizo pasar a través de columnas de agarosa-niquel-acido
nitrilotriacético, Ni-NTA, (QIAGEN). Las columnas se lavaron con 50 volumenes de
tampon de lisis y finalmente la proteina Hisg-BzdR fue eluida con un tampon de elucion
de composicion idéntica al tampon de lisis, pero con imidazol a una concentracion de 1
M. Dependiendo de la utilizacion que se le fuera a dar a la proteina, ésta podia ser
dializada. En dicho caso, la muestra eluida era dializada a 4°C en tamp6n FP (Tris-HCI
20 mM pH 7.5, glicerol 10%, B-mercaptoetanol 2 mM y KCl 50 mM), repartida en

alicuotas y almacenada a —20°C. Si la muestra no era dializada, se almacenaba a 4°C.

5.5 Ensayos de crosslinking
Las proteinas purificadas Hise-BzdR, Hisg-NBzdR, Hise-NBzdRL e Hisg-CBzdR

(todas ellas a concentraciones entre 2 y 10 uM)) fueron incubadas con diferentes
concentraciones de glutaraldehido (5-50 mM) a temperatura ambiente durante 20
minutos en el mismo tampdén de lisis utilizado en el proceso de purificacion de las
proteinas (NaH,PO4 50 mM, KCI1 300 mM, imidazol 100 mM, pH 8). Las reacciones se
pararon mediante la adicion de tampdn de ruptura Tris-HCI 62.5 mM pH 6.8; SDS 2%,
B-mercaptoetanol 5%, glicerol 10% y azul de bromofenol 0.005%). Las muestras fueron
hervidas durante 10 minutos a 100°C y analizadas mediante SDS-PAGE. En paralelo,
fue llevado un ensayo control con lisozima, una proteina cuyo estado natural es
monomérico, que fue tratada a las mismas concentraciones de glutaraldehido, pero en
ningun caso se observaron bandas de posibles oligdmeros (dato no mostrado) (Russell y

Hopwood, 1976).

5.6 Ensavyos de tripsinizacion

Las proteinas purificadas Hisg-BzdR e Hisg-CBzdR (ambas a una concentracion de 5
uM) fueron incubadas con tripsina en 20 ul del tampon de reaccion Tris-HCI 25 mM

pH 7.5, CaCl, 10 mM, en ausencia y presencia de 2 mM del ligando benzoil-CoA
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durante diversos tiempos entre 2 y 60 minutos a 37°C (Schujman et al., 2006). Las
reacciones se pararon mediante la adicion de tampon de ruptura Tris-HCI 62.5 mM pH
6.8; SDS 2%, B-mercaptoetanol 5%, glicerol 10% y azul de bromofenol 0.005%). Las
muestras fueron hervidas durante 10 minutos a 100°C y analizadas mediante SDS-

PAGE.

5.7 Ensavos de fluorescencia

La intensidad de fluorescencia de Hisg-BzdR e Hisg-CBzdR fue determinada a 25°C

utilizando un espectrofluorimetro SML-Aminco 8000 empleando una cubeta de cuarzo
de 0.2 cm de paso optico de excitaciéon y 1 cm de paso optico de emision. La longitud
de onda de excitacion fue 275 nm, a la que absorben tanto los residuos de triptofano
como los de tirosina. El espectro de emision de fluorescencia se llevd a cabo en el
intervalo de longitudes de onda entre los 300 a 400 nm utilizando una anchura de
rendija de excitacion y de emision de 1 nm y 5 nm, respectivamente. La concentracion
final de proteina fue 1 uM en tampon Tris-HCl 20 mM, pH 8.0, KCl 100 mM. Los
ligandos benzoil-CoA, fenilacetil-CoA, CoA, ATP, benzoato y succinato (preparados en
el mismo tampoén) se afiadieron a la muestra de proteina (volumen total de 400 pl) de 1
en 1 pl, hasta una concentracion final de 50 uM. La absorbancia de la muestra a la
longitud de onda de excitacion siempre fue menor de 0.01, evitdindose por ello efectos
de filtro interno. Todos los espectros fueron corregidos con su correspondiente linea
base asi como por efecto de la dilucion de la muestra. La desactivacion de la emision de
fluorescencia de la proteina causada por la unién del ligando fue analizada con un
modelo de unién a un tnico sitio, empleando la siguiente funcion:
F=1-(1-Fnin) (Ke[LI)/(1+Ko[L]1)

En esta expresion, Fpin representa el valor de fluorescencia minima, Ky, representa la
constante de asociacion y [L]¢ representa la concentracion de ligando libre. Los datos
experimentales se ajustaron a esta funcion utilizando el programa Sigma Plot, lo que
permiti6 la determinacion de los valores de las constantes de asociacion y desactivacion

maxima para los diferentes ligandos.

5.8 Ensavos de dicroismo circular (CD)

Las medidas de dicroismo circular en la region del UV-lejano se realizaron en un
espectropolarimetro Jasco J-715. En los ensayos se utilizd una cubeta de cuarzo de 0.1

cm de paso Optico en la que se introdujo 0.3 ml de muestra. La concentracion de
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proteina Hise-CBzdR utilizada en los ensayos fue 10 uM, siendo diluida en un tampon
Tris-HCI 20 mM pH 8.0, KCI 100 mM. Los espectros fueron obtenidos a 25°C en el
intervalo de longitudes de onda entre los 200 y 250 nm utilizando una anchura de
rendija de 1 nm y una velocidad de barrido de 20 nm/min. El espectro final de cada
muestra es el promedio de una acumulacion de cinco espectros individuales. El espectro
inicialmente obtenido se corrige por la linea base y se normaliza por la concentracion de
residuos, para calcular asi la sefial de CD en unidades de elipticidad molar por residuo.
Todos los célculos se realizaron empleando el software del fabricante. Los espectros se
analizaron mediante el paquete CDPro que contiene las siguientes aplicaciones:
CONTIN (Provencher y Glockner, 1981), SELCON (Sreerama y Woody, 2000) y
CDNN (Bohm et al., 1992).

6 Ensayos de expresion

6.1 Ensavos de actividad enzimatica

6.1.1 Ensayo de actividad p-galactosidasa

Para el ensayo de actividad P-galactosidasa se emplearon células de E. coli
portadoras de la fusion Py::lacZ o Pg::lacZ, crecidas en medio rico LB o cultivadas
anaerobicamente en medio minimo M63 con glicerol (20 mM) como fuente de
carbono y en presencia de distintos compuestos aromaticos, segun se detalla en cada
caso, o bien células de Azoarcus sp. CIBlacZ cultivadas anaerébicamente en medio
MC con kanamicina y en presencia de benzoato 3 mM y/u otra fuente de carbono no
aromatica (0.4% p/v). Los cultivos se incubaron a 30°C, tanto en el caso de E. coli
como de Azoarcus sp. CIB, hasta alcanzar la densidad doptica deseada en cada caso.
La actividad B-galactosidasa se analizd permeabilizando las células, y las unidades
de actividad enzimatica (Unidades Miller) se determinaron segtin el método descrito

por Miller (1972).

6.1.2 Ensayo de actividad siquimato quinasa

Para el ensayo de actividad siquimato quinasa se emplearon diversas proteinas
purificadas como Hise-SKI, Hise-BzdR, Hise-CBzdR, Hiss-Q1, Hise-Q2, Hise-Q4 e
Hisg-Q5. El tampoén de reaccion utilizado se componia de Tris-HCI 100 mM pH 7.5,
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KCI 50 mM y MgCl, 5 mM, tal y como se describe en (Oliveira et al., 2001). La
actividad siquimato quinasa fue determinada de forma indirecta, midiendo la
formacion de ADP mediante su acoplamiento al sistema enzimatico formado por la
piruvato quinasa y la lactato deshidrogenasa, y la consecuente monitorizacion
espectrofotométrica de la desaparicion de NADH a 340 nm (Ziegler, 1989) (Fig. 9).
La mezcla de reaccion (800 pl) contenia tampdén de reaccion, ATP 2 mM,
fosfoenolpiruvato 2 mM, NADH 0.5 mM, 2 pul de una mezcla de piruvato quinasa (1
U) y lactato deshidrogenasa (1 U) de musculo de raton (Roche) y 10 pl (a diversas
concentraciones) de la proteina a ensayar. A dicha mezcla se anadieron
concentraciones crecientes de siquimato de 0.02 a 10 mM. Los valores de K, fueron
calculados mediante la ecuacion obtenida al realizar la representacion de

Lineweaver-Burke.

COO Mg?* COO
Siquimato quinasa

HO OH / i PO OH
OH ATP OH

ADP
Siquimato 3P-siquimato

Figura 9. Reacciones implicadas Fosfoenolpiruvato
en el ensayo acoplado para

detectar la actividad siquimato ADP
quinasa. La actividad siquimato
quinasa (indicada en rojo) fue 340
detectada por medio de la N
monitorizacion de la desaparicion de ATP
NADH  (medida  espectrofoto-

métricamente a 340 nm, indicado en Piruvato
morado). Las  enzimas que
constituyen el sistema enzimatico al / [ NADH
que se acopla la actividad siquimato

quinasa han sido marcadas en verde Lactato

(piruvato quinasa) y azul (lactato deshidrogenasa \’
deshidrogenasa). NAD*

Lactato
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6.2 Ensavyos de transcripcion in vitro

Todas las soluciones se prepararon con agua destilada que contenia el inhibidor de
RNasa dietilpirocarbonato (DEPC) (Sigma) y fueron filtradas antes de su uso. El
tampon utilizado para la reaccion contenia Tris-HCl 40 mM pH 7.5, MgCl, 10 mM y
KCl1 100 mM. El DNA molde utilizado correspondia al plasmido pJCD-Py o pJCD-Pr
en cada caso (Tabla 5). El volumen final de la mezcla de reaccion fue de 50 pl, que
contenian DNA plasmidico 5 nM y BSA a 500 pg/ml. Se anadieron 3 pl de E. coli RNA
Polymerase Holoenzyme 50 nM (1 U/ul; USB), incubandose esta mezcla a 37°C durante
10 minutos. A continuacion, se anadieron las proteinas de interés en cada caso (Hise-
BzdR, Hisg-Fnr*, Hise-NBzdRL, Hise-Q1, Hise-Q2, Hisg-Q4, Hise-Q5), diluidas
previamente en el tampon anteriormente mencionado que contenia ademas ditiotreitol 2
mM y BSA a 500 pg/ml, a diversas concentraciones finales. Ademas, se afiadieron en
diversas ocasiones diferentes ligandos (benzoil-CoA, siquimato, ATP, benzoato) a
concentraciones de 0.5-5 mM. Esta mezcla fue incubada a 37°C durante 10 minutos
para permitir la formacion de los complejos abiertos. La elongacion de la cadena de
RNA naciente comenz6 al anadir 5 pl de una mezcla que contenia ATP, CTP y GTP 1
mM, y 1 pCi de [0->*P] UTP (Amersham Biosciences). Se pard la reaccion al cabo de
15 minutos con 50 pl de una solucién STOP que contenia NaCl 350 mM, EDTA 50 mM
y RNA de transferencia 100 pg/ml. E1 RNA fue precipitado en 3 voliimenes de etanol
absoluto y mantenido durante a 1 hora a -80°C. Posteriormente, las muestras fueron
centrifugadas a 14000 rpm a -4°C y se llevo a cabo un segundo lavado con etanol al
70%. Las muestras se secaron y se resuspendieron en 25 pl de tampoén de carga que
contenia formamida al 80% (v/v), EDTA 20 mM, azul de bromofenol y azul de
xilencianol, antes de ser calentadas a 90°C y cargadas en un gel desnaturalizante de
poliacrilamida 4% (v/v)-urea 8 M. La electroforesis se desarrollé a 300 V. Los geles se
secaron al vacio sobre papel Whatman 3MM vy se expusieron en peliculas Hyperfilm™
MP (Amersham Pharmacia Biotech) con pantallas amplificadoras (Cronex Lightning

Plus DuPont).

6.3 Ensayos de mono-hibrido

Este método permitié ensayar la dimerizacion de diversas proteinas midiendo
actividad B-galactosidasa, tal y como se describe en Di Lallo et al. (1999). Para ello, se

crecio la cepa E. coli MV1190 (pSJ6) y sus variantes que incorporan también el
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plasmido pcl-cat, pcI-Ncl, pcI-QA, pcI-QA2 (Tabla 5), en medio rico LB hasta una Aggo
de 0.6. El plasmido pSJ6 incluye la fusion APg::lacZ que expresara f-galactosidasa si el
promotor Pgr no se encuentra reprimido por ninguna proteina. Los demdas plasmidos
expresaran la proteina correspondiente, que reprimira al promotor Pr si presentan la
capacidad de dimerizar. Finalmente, se midi6 la actividad -galactosidasa tal y como es

descrito por Miller (1972).

6.4 Ensayo de inmunidad frente a la induccion del ciclo litico del fago A

En este caso, las mismas células utilizadas en el ensayo de mono-hibrido fueron
crecidas a 37°C y en agitacion, en medio rico LB al cual se afiadio MgSO4 10 mM y
maltosa 0.2%, con el fin de favorecer la posterior infeccion con el fago A EMBL-4
(Tabla 4), hasta una densidad optica de 2 (Aso). Las células fueron centrifugadas y
resuspendidas en MgSO4 10 mM. A continuacion, se separaron 200 pl de células, a las
cuales se afiadieron 50 pl del fago A a diferentes concentraciones y se incub6 la mezcla
30 minutos a 37°C. Las diferentes diluciones eran mezcladas con 4 ml de agar blando y
posteriormente vertidas en placas de LB, algunas de las cuales incorporaban benzoato 5
mM, segun el ensayo en cuestion. Dichas placas eran incubadas a 37°C durante 16
horas. La eficiencia de lisis fue determinada contando el niimero de calvas de lisis
obtenidas en cada uno de los ensayos y comparando con los niveles obtenidos en la cepa

control E. coli MV1190 (pSJ6), que no expresaba ningtn represor del fago A.

7 Ensayos de union de proteina a DNA

7.1 Marcaje de sondas radiactivas

La obtencién de las sondas radiactivas utilizadas en los experimentos que se
explicardn a continuacion se llevd a cabo mediante amplificacion por PCR a partir del
plasmido pECOR?7 (Tabla 5), tal y como se describe en Barragan et al. (2005). Para la
obtencion de la sonda Py se utilizaron los oligonucleétidos SIVIPN y 3IVTPN (Tabla
6), cuyo producto de PCR fue digerido con las enzimas de restriccion Pvull y ECORI
obteniendo un fragmento resultante de 376 pb. Para la obtencién de las sondas minil
(145 pb), minill (80 pb) y minilll (79 pb), se utilizaron los oligonucle6tidos BLINE y
3IVTPN; PN-II y NIK; y RET1 y NIU PN-III (Tabla 6), respectivamente. En todos los
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casos, los productos obtenidos fueron marcados en el extremo 3" cohesivo generado por
la enzima EcORI, mediante la accion del fragmento Klenow de la DNA polimerasa I de
E. coli en presencia de [a-**P]dATP, como se ha descrito en el anterior apartado. Los
fragmentos marcados radiactivamente fueron purificados con el kit Gene-Clean Turbo

(Q-BIOgene).

7.2 Ensavos de retardo en gel

Para los ensayos de retardo en gel se utilizaron las sondas radiactivas obtenidas tal y
como se detalla en el apartado anterior. Las mezclas de reaccion contenian la proteina
purificada correspondiente (Hise-BzdR, Hisg-Fnr*, Hise-NBzdR, Hise-NBzdRL, Hise-
BzdR3, Hiss-BzdR4, Hise-BzdRS, Hise-Q1, Hisg-Q2, Hise-Q4, Hise-Q5) a diversas
concentraciones, asi como la sonda correspondiente (Py, ml, mIl o mlIIl) marcada
radiactivamente a una concentracion de 0.5 nM en un volumen final de reaccion de 9 pl.
El tampon de retardo utilizado contenia Tris-HCl 20 mM, pH 7.5, glicerol 10%, [-
mercaptoetanol 2 mM, KCl 50 mM, seroalbimina bovina (BSA) 250 pg/ml y, en
determinados casos, DNA inespecifico de esperma de salmén a una concentracion de 50
ug/ml. El resultado de la reaccion se analizd por electroforesis en geles de
poliacrilamida al 5-7% con tampon TBE 0.5x (Tris-borato 45 mM, EDTA 1 mM). El
gel se seco sobre papel Whatman 3MM vy los productos de la reaccion se detectaron por
autorradiografia con peliculas Hyperfilm MP (Amersham Biosciences) con pantallas

amplificadoras (Cronex Lightning Plus DuPont).

7.3 Ensavos de proteccion frente a la digestion con DNasa |

Las mezclas de reaccion para el ensayo de proteccion frente a la digestion con
DNasa I se realizaron en tampon FP (Tris-HCl 20 mM pH 7.5, glicerol 10%, pB-
mercaptoetanol 2 mM y KCI 50 mM), al que se afiadio BSA (500 pg/ml) en presencia
de la sonda correspondiente (Py, ml, mIl o mIIl) a una concentracion de 2 nM y 10 pl
de la proteina purificada correspondiente (Hise-BzdR, Hisg-Fnr*, Hise-NBzdR, Hiss-
NBzdRL, Hisg-Q1, Hise-Q2) a diversas concentraciones. Las muestras (en un volumen
final de reaccion de 15 pl) se incubaron a temperatura ambiente durante 20 minutos,
transcurridos los cuales se afadieron 3 pl (0.05 U) de DNasa I (Amersham Biosciences)
diluida en un tampon Tris-HC1 10 mM pH 7.5, CaCl, 10 mM, MgCl, 10 mM y KCI 125
mM. La digestion con DNasa [ se realizé a 37°C durante 25 segundos y la reaccion fue

detenida por la adicion de 180 pl de solucion DNasa STOP (acetato sodico 0.4 M,
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EDTA 2.5 mM, 50 pg/ml de DNA de esperma de salmoén y 0.3 pl/ml de glicogeno). Las
muestras fueron sometidas a una extraccion con fenol y el DNA fue precipitado en 3
volumenes de etanol absoluto tras una centrifugacion a 14000 rpm a 4°C vy
posteriormente lavado con etanol al 70%. Las muestras se secaron y se resuspendieron
en tampon de carga [Tris-HCl 10 mM pH 8.0, formamida 80%, EDTA 20%, azul de
bromofenol 0.05% (p/v) y azul de xilencianol 0.05% (p/v)] y fueron desnaturalizadas
por incubacion a 95°C durante tres minutos. En paralelo, las correspondientes sondas
fueron secuenciadas por el método A+G de Maxam y Gilbert (1980), siendo analizadas
junto a las reacciones de proteccion frente a la digestion con DNasa I en geles
desnaturalizantes de poliacrilamida 6% (v/v)-urea 8 M, los cuales se secaron al vacio
sobre papel Whatman 3 MM vy, por ultimo, se expusieron en peliculas Hyperfilm MP

(Amersham Biosciences) con pantallas amplificadoras (Cronex Lightning Plus DuPont).

7.4 Ensayo de proteccion frente a la accion del permanganato potasico (KMnQy)

Mediante estos ensayos se puede observar el complejo abierto formado por la RNA
polimerasa en estadios muy tempranos del inicio de la transcripcion (Sasse-Dwight y
Gralla, 1989). Se trata de un ensayo en el cual el permanganato potasico reacciona con
residuos de timina en regiones de DNA monocatenario, es decir, aquellas regiones en
las que se est4 produciendo el complejo abierto debido al inicio de la transcripcion. Para
realizar este ensayo se obtuvieron los complejos DNA-proteina de la misma forma que
en el apartado anterior, utilizando la sonda Py a una concentracion de 2 nM. En este
caso se utilizaron las proteinas Hiss-Fnr* (25-250 nM) y E. coli RNA Polymerase
Holoenzyme (1 U/ul; USB) (50-200 nM). La reaccioén se inicio al afiadir 2.5 pl de
KMnOs 40 mM a los 15 pl de complejo DNA-proteina, incubandose durante 30
segundos a 37°C. A continuacién, se pard la reaccion anadiendo 2 upl de B-
mercaptoetanol 2 M. El tratamiento posterior de la muestra fue idéntico al protocolo
utilizado para el ensayo de proteccion frente a la digestion con DNasa I, detallado en el
apartado anterior. Una vez precipitadas las muestras con etanol se resuspendieron en
150 pl de piperidina 10% (v/v) y se incubaron durante 30 minutos a 90°C. La piperidina
fue evaporada en una Speed Vac (Pacisa) y se lavo la muestra dos veces con 20 ul de
agua destilada. Finalmente, las muestras fueron analizadas en geles desnaturalizantes de
poliacrilamida 6% (v/v)-urea 8 M, los cuales se secaron al vacio sobre papel Whatman 3
MM vy, por tltimo, se expusieron en peliculas Hyperfilm MP (Amersham Biosciences)

con pantallas amplificadoras (Cronex Lightning Plus DuPont).
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7.5 Ensavos de ultracentrifugacion analitica

Los experimentos de velocidad de sedimentacion y de equilibrio de sedimentacion
se llevaron a cabo en una ultracentrifuga analitica modelo Optima XL-A (Beckman)
equipada con un espectrofotometro UV-visible y con un rotor An50Ti con celdas de
doble sector de cuarzo. Para la deteccion del gradiente de concentracion de proteina, las
medidas fueron llevadas a cabo utilizando una longitud de onda de absorcion de 280
nm, cuando se midi6 proteinas, y 260 nm, cuando se midi6 DNA. En los diversos
ensayos se utilizaron diferentes concentraciones de proteina (Hisg-BzdR, Hise-NBzdR,
Hise-NBzdRL, Hise-CBzdR, Hise-BzdR3, Hise-BzdR4, Hise-BzdRS5, Hisg-Q1) que
variaban entre 1 y 30 uM. En todos los casos, las proteinas se encontraban disueltas en
un tampon NaH,PO4 50 mM, KCI 300 mM, imidazol 300 mM pH 8.0. La velocidad a la
que se sometieron las muestras fue de 50000 rpm y el volumen de muestra fue de 400
pl. La distribucion de coeficientes de sedimentacion se calculé mediante el programa
SEDFIT (Schuck y Rossmanith, 2000; Schuck et al., 2002). Los coeficientes de
sedimentacion fueron corregidos por la composicion del tampdn utilizando el programa
SEDNTERP (Laue, 1992) para obtener los valores estandares correspondientes (en agua
y a 20°C).

Para la realizacion de los experimentos de velocidad y equilibrio de sedimentacion
de las proteinas Hisg-BzdR, Hiss-NBzdR e Hisg-NBzdRL unidas al DNA, se incubaron
diferentes concentraciones de dichas proteinas (0.5 - 10 uM) junto con el fragmento de
DNA (0.05 - 0.2 uM). Las dos sondas de DNA utilizadas en el ensayo se correspondian
con el promotor Py completo (261 pb) y con la region I del promotor Py (145 pb),
respectivamente, y fueron obtenidas mediante PCR, utilizando los oligonucleotidos
RETI1 y 3IVTPN (Tabla 6) para la obtencion de la sonda Py, y los oligonucleétidos
BLINE y 3IVTPN (Tabla 6) para la obtencién de la region I. Estos experimentos se
llevaron a cabo en el mismo tampon descrito anteriormente (NaH,PO4 50 mM, KCl1 300
mM, imidazol 100 mM, pH 8). En esto caso, se detectd la presencia de DNA midiendo
la absorbancia a 260 nm. Las masas moleculares de las diferentes especies obtenidas en
los experimentos de velocidad de sedimentacion fueron determinadas utilizando el
programa SEDPHAT.

Por ultimo, en los ensayos de velocidad de sedimentacion llevados a cabo con la
proteina Hisg-BzdR (10 uM) en ausencia y presencia de benzoil-CoA (0.5, 1 y 2 mM) se
midié el patron de interferencia, por lo que se utilizd6 una ultracentrifuga analitica

modelo Optima XL-I (Beckman) equipada con un detector optico de interferencia,
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ademas del detector de absorbancia. En este caso, se utilizaron celdas de doble sector

con cristales de zafiro en vez de cuarzo.

7.6 Ensayos de cristalizacion de la proteina BzdR v sus dominios NBzdRL v

CBzdR

Los experimentos de cristalizacion llevados a cabo con la proteina BzdR y con sus
dominios NBzdRL y CBzdR se realizaron en colaboracion con el Dr. Jos¢ Miguel
Manchefio del Grupo de Cristalografia Macrocolecular y Biologia Estructural del
Instituto “Rocasolano” de Quimica-Fisica (CSIC) de Madrid.

La determinacion de la estructura tridimensional de proteinas mediante difraccion de
rayos X requiere el empleo de monocristales de tamafio adecuado (McPherson, 1982).
Asi, con objeto de determinar la estructura tridimensional de BzdR o de sus dominios a
alta resolucion, se procedid a la produccién de monocristales de estas proteinas
mediante la técnica de difusion de vapor en gota colgante. Sobre un cubre-objetos
siliconizado se afiadié una alicuota de una disolucion de la proteina correspondiente a
diversas concentraciones: en el caso de BzdR a concentraciones entre 5-11 mg/ml, y en
el caso de CBzdR a concentraciones entre 10 y 30 mg/ml. Esta alicuota, de 1-2 pl, era
mezclada con un volumen idéntico de diferentes disoluciones de cristalizacion. Estas
disoluciones de cristalizacion contenian un agente precipitante (sales, polietilenglicol de
distinta masa molecular promedio, compuestos organicos no volatiles, etc.), un tampdn
y diferentes aditivos. Como una primera aproximacion, la busqueda de condiciones de
cristalizacion de BzdR y CBzdR se llevo a cabo mediante el empleo de disoluciones de
las siguientes casas comerciales: Crystal Screens I y II (Hampton Research), Structure
Screens I y II (Molecular Dimensions), y los sistemas de Jena Bioscience

(http://www.jenabioscience.com/). El cubre-objetos se dispuso sobre un pocillo de la

caja empleada (Linbro) que contenia 500 pl de la misma disolucién de cristalizacion.

Todos los experimentos de cristalizacion se llevaron a cabo a una temperatura constante

de 19°C.

7.7 Analisis de la estructura de la proteina BzdR mediante microscopia electronica

vy reconstruccion de particulas individuales

Los ensayos de microscopia electronica fueron realizados mediante la técnica de
tincion negativa. Para ello, se dispuso proteina Hise-BzdR purificada sobre rejillas

cubiertas de carbon previamente sometidas a 1 minuto de descarga i6nica. Las rejillas
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fueron lavadas con agua y tefiidas con acetato de uranilo al 2% durante 40 segundos. A
continuacion, las muestras se analizaron en un microscopio electronico JEOL 1230,
operando a 100 kV. Las micrografias se tomaron a una magnificacion nominal de 50000
aumentos en condiciones de minima dosis.

Las imagenes fueron digitalizadas usando un escaner Minolta Dimage Scan Multi
Pro. La funcién de transferencia de contraste de cada micrografia fue estimada con el
programa CTFFIND3 (Mindell y Grigorieff, 2003) y corregida con el programa Bsoft
(Heymann y Belnap, 2007). Se seleccionaron 5741 particulas individuales mediante el
programa ‘boxer’ del paquete de analisis de imagen EMAN (Ludtke et al., 1999) y
promediadas a una resolucion final de 4.1 A/pixel. Todas las imagenes de BzdR
seleccionadas fueron normalizadas, centradas y sometidas a un refinamiento 3D, tal y
como esta implementado en el programa EMAN (Ludtke et al., 1999). Se generaron
varios modelos iniciales que, refinados de manera independiente y sin asumir ningin
tipo de simetria, convergieron en la misma estructura. Esta poseia una clara simetria C2
por lo que los ultimos ciclos de refinamiento se realizaron imponiendo dicha simetria.
El umbral de visualizacion engloba una masa correspondiente a una proteina asumiendo
que la densidad media de las proteinas es de 1.35 g/ml. Los volumenes fueron

visualizados con el programa Chimera (Pettersen et al., 2004).

7.8 Analisis de la interaccion proteina-DNA mediante microscopia de fuerzas

atomicas (AFM)

Para la realizacion de estos experimentos se utilizo una sonda de DNA obtenida
mediante PCR usando como molde el plasmido pCOR7 (Tabla 5) denominada PyL, que
poseia 1.225 pb e incluia toda la region intergénica entre los genes bzdR y bzdN, y por
tanto todo el promotor Py, asi como parte del gen bzdN (desde la posicion -505 hasta la
+720, respecto del sitio de inicio de la transcripcion). Para su amplificacion mediante
PCR se utilizaron los oligonucledtidos 3REG y N3’ (Tabla 6). Por otro lado, se utilizo

proteina Hise-BzdR purificada tal y como se detalla en el apartado 5.4.

7.8.1 Formacion de los complejos proteina-DNA

Las reacciones de union fueron llevadas a cabo a temperatura ambiente,
durante 15 minutos, en tampon de transcripcion in vitro (Tris-HC1 40 mM pH 7.5,
KCI1 100 mM, MgCl, 10 mM) o en tampon de retardo (Tris-HC1 20 mM, pH 7.5,

glicerol 10%, P-mercaptoetanol 2 mM, KClI 50 mM). Las concentraciones de
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proteina y DNA utilizadas fueron las adecuadas para que los complejos de union
pudieran ser caracterizados con el AFM, es decir, a una concentracion final de
proteina controlada para que el exceso no unido al DNA y si adsorbido a la
superficie no perturbara la toma de imagen. De esta forma, la incubacion de los
complejos se realizd a una concentracion final de sonda PyL 2 nM, y a una relacion
[PnL]:[BzdR] variable entre 1:28 y 1:70 (partiendo de proteina purificada Hise-
BzdR 100 nM).

7.8.2 Preparacion y visualizacion de la muestra de AFM

Cada mezcla de reaccion fue depositada en una superficie de mica recién
exfoliada (lo que proporciona un sustrato limpio y atomicamente plano), en
presencia de Mg”™ 6 Ni*", cuyo objetivo es dirigir la adsorcion de los complejos
sobre la mica. Para ello, las muestras de complejos se diluyeron 10 veces en el
tampon de adsorcion correspondiente, tampon de transcripcion in vitro o de retardo,
en presencia de MgCl, 6 NiCl, a una concentracion variable entre 3 y 10 mM.
Después de 1 minuto de incubacion sobre la mica se elimind el material no
adsorbido mediante sucesivos lavados con el mismo tampon de adsorcion.
Finalmente, las muestras pudieron ser visualizadas con un microscopio de fuerzas
atomicas de Nanotec Electronica S.L y las imagenes fueron procesadas con el

programa WSxM (Horcas et al., 2007).

8 Analisis de secuencias

8.1 Analisis de los datos de secuencia

El andlisis de las secuencias nucleotidicas fue realizado con el programa Bioedit

Sequence Alignment Editor v7.0.3 (Hall, 1999) y con las aplicaciones del servidor de

Biosupport (http://bioinfo.hku.hk/). Las secuencias de nucledtidos y las secuencias

deducidas de aminoacidos fueron comparadas con las existentes en las bases de datos

mediante el uso de los algoritmos BLASTN y TBLASTN, respectivamente (Altschul et

al., 1990) a través del servidor del National Center for Biotechnology Information

(NCBI; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/BLAST.cgi). La comparacion de parejas

de secuencias proteicas se realizo con el programa ALIGN (Wilbur y Lipman, 1983) y
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los alineamientos multiples de secuencias, con el programa CLUSTALW (Thompson et
al., 1994), por medio del servidor de EMBL-EBI

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html). Para los analisis filogenéticos de las

proteinas semejantes a Fnr se emple6 el método “del vecino mas proximo” y fueron
llevados a cabo con el programa PHYLIP (Brodsky, 1995; Felsenstein, 1993) a través

del servidor de TreeTop-GeneBee (http://www.genebee.msu.su/genebee.html).

8.2 Modelos de proteinas

Los modelos tridimensionales de AcpR, NBzdR y CBzdR fueron generados con el
programa LOOPP (Teodorescu et al., 2004), utilizando las proteinas CRP (N° de acceso
PDB 115Z), AroK de E. coli (N° de acceso PDB 1KAG) y SinR de B. subtilis (N° de
acceso PDB 1b0n), respectivamente, como modelos, siendo visualizadas posteriormente

con el programa PyMol (http://pymol.sourceforge.net/).

8.3 Numero de acceso de la secuencia de nucleotidos del gen acpR

La secuencia de nucledtidos del gen acpR de Azoarcus sp. CIB fue enviada a la base

de datos de GeneBank, donde le fue asignado el nimero de acceso AY996130.
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Objetivo 1. Estudio de la regulacion dependiente de oxigeno de la ruta
de degradacion anaerdbica de benzoato en Azoarcus sp. CIB

Dado que los genes bzd estan implicados en la degradacion anaerdbica de benzoato
en Azoarcus sp. CIB, parecia 16gico pensar que su expresion estuviera controlada por
los niveles de oxigeno en la célula. Con el fin de determinar si el oxigeno controlaba la
expresion de los genes involucrados en la ruta central del catabolismo anaerdbico de
compuestos aromaticos en Azoarcus sp. CIB, se realizaron distintos abordajes

experimentales.

1.1 Papel del oxigeno en la expresion de los genes del cluster bzd

En primer lugar, se estudid la actividad del promotor Py, que controla la expresion
del cluster bzd, cultivando células de Azoarcus sp. CIB en presencia o ausencia de
oxigeno. Para ello, se determino la actividad -galactosidasa de la cepa Azoarcus sp.
CIBlacZ, que incluye una fusion traduccional (Py::lacZ) insertada en su cromosoma,
cultivada en condiciones aerobicas o anaerobicas, utilizando benzoato como fuente de
carbono. Como se puede apreciar en la Figura 10A, los niveles de actividad B-
galactosidasa fueron de cerca de dos 6rdenes de magnitud mas elevados en ausencia de
oxigeno que cuando éste estaba presente en el medio de cultivo. Se obtuvieron
resultados similares a lo largo de toda la curva de crecimiento (datos no mostrados).
Estos resultados sugerian que el oxigeno jugaba un papel crucial en la expresion de los
genes bzd, inhibiendo la actividad del promotor Py.

El efecto del oxigeno en la actividad del promotor Py fue también analizado en un
huésped heterdlogo como es E. coli. Para ello, se transformo6 la cepa E. coli M182 con
el plasmido pSJ3Py (Pn::lacZ) y fue cultivada tanto en condiciones aerdbicas como
anaerdbicas. Se determind la actividad (3-galactosidasa en ambos cultivos obteniéndose
niveles significativamente inferiores en el caso del crecimiento aerobico (Fig. 10B).
Estos niveles de actividad 3-galactosidasa fueron similares a los obtenidos con la cepa
E. coli M182 transformada con el plasmido pSJ3RPy (bzdR/Py::lacZ), el cual expresa la
proteina BzdR que reprime la actividad del promotor Py (Barragan et al., 2005) (Fig.
10B). Asi, estos datos confirman el efecto negativo del oxigeno en la transcripcion de

los genes catabdlicos del cluster bzd.

77



Resultados

>
w

© 4000 © 2000
(2] 0
© ©
S -~ S -
8 S 3000 g S 1500
g = 8=
S 2 20001 S & 1000+
A o A w
- B o o
©
T S 10004 T 5 500
2z = = =
k3] k1]
< <
0 0- T
ClIBlacz fnr*-Py  fnr*-RPy  fnr-Py  fnr-Py fnr-Py

pHW1 pFnr*

Figura 10. Actividad p-galactosidasa de E. coli y Azoarcus sp. CIB conteniendo la fusion
traduccional Py::lacZ. (A) La cepa Azoarcus sp. CIBlacZ (Py::lacZ) (CIBlacZ) fue cultivada durante 48
h en medio MC suplementado con benzoato 3 mM como fuente de carbono y en condiciones aerdbicas
(barra blanca) o en condiciones anaerdbicas en presencia de nitrato 10 mM (barra gris). (B) La cepa E. coli
M182 (fnr) conteniendo el plasmido pSI3Py (Pn::lacZ) (fnr*-Py) o el plasmido pSI3RPy (bzdR-Py::lacZ)
(far'-RPy) y la cepa E. coli JRG1728 (fnr) conteniendo los plasmidos pSI3Py (fnr-Py), pHW1 (fnr-Py
pHWI1) o pQE60-Hiss-Fnr* (fnr-Py pFnr*), fueron cultivadas en medio LB anaerébicamente (barras
grises) o aerobicamente (barras blancas) hasta que alcanzaron la fase estacionaria. La actividad B-
galactosidasa fue medida como se describe en el apartado 6.1.1 de Materiales y Métodos. Los datos
mostrados son el resultado de un experimento, pero los valores fueron reproducidos en tres experimentos
separados e independientes, y presentaron una desviacion estdndar menor del 10%.

1.2 Papel de la proteina Fnr en la actividad del promotor Py

Un analisis detallado de la secuencia de nucleotidos del promotor Py reveld la
presencia de la secuencia 5’-TTGACTTAGATCAA-3’, la cual se extendia desde la
posicion -36 a la posicidon -49, centrada en la posicion -42.5 con respecto del punto de
inicio de la transcripcion (+1) (Fig. 11). Esta secuencia es practicamente idéntica a la
secuencia consenso 5’-TTGAT-N4-ATCAA-3’ (donde N corresponde a cualquiera de
las cuatro bases nitrogenadas) que reconoce la proteina Fnr de E. coli (Spiro y Guest,
1990). Esta observacion sugeria la implicacion de una proteina de la superfamilia
Fnr/Crp en la regulacion del promotor Py, mediante su union a esta secuencia consenso
unicamente en ausencia de oxigeno. Con el fin de confirmar el papel de la proteina Fnr
de E. coli en la actividad del promotor Py, se midi6 la actividad -galactosidasa de la
cepa E. coli JRG1728 (cepa fnr" derivada de la cepa M182) transformada con el
plasmido pSJ3Py (Pn::lacZ).
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Figura 11. Secuencia de nucleétidos del promotor Py. Secuencia del promotor Py desde la posicion -174
a la +79. La posicién +1 ha sido marcada en amarillo, las cajas -10 y -35 de reconocimiento de la RNA
polimerasa han sido subrayadas, la region de union del ribosoma (RBS) figura en cursiva y subrayada, y el
codon de iniciacion (ATG) del gen bzdN también ha sido subrayado. Por otro lado, han sido recuadradas las
3 regiones de union de la proteina BzdR (Barragén et al., 2005) y han sido marcadas con flechas negras las
secuencias palindromicas de cada una de ellas. Por ultimo, se ha recuadrado en un trazo mas grueso y de
color verde la region probablemente reconocida por una proteina de la familia Fnr (caja Fnr) y se han
marcado con flechas rojas y letras blancas las secuencias palindromicas de la misma y las correspondientes a
la secuencia consenso, respectivamente.

Como se puede observar en la Figura 10B, la cepa fnr™ cultivada tanto en presencia
como en ausencia de oxigeno apenas muestra actividad del promotor Py. Sin embargo,
cuando esta misma cepa E. coli JRG1728 (pSJ3Py) se transforma con el plasmido
pHWI1 (Tabla 5), que expresa constitutivamente el gen fnr de E. coli, se recuperan unos
niveles de actividad -galactosidasa muy similares a los obtenidos con la cepa E. coli
M182 fnr* (pSI3Py) cultivada en ausencia de oxigeno. Estos datos parecen indicar que
una proteina de la familia Fnr es necesaria para la induccion anaerébica del promotor Py
en E. coli. Con el fin de confirmar esta aseveracion, se estudio la expresion de la fusion
Pn::lacZ en presencia de Fnr*, un mutante de la proteina Fnr debido a la sustitucion
D154A que le permite dimerizar en presencia de oxigeno y que, por tanto, es activo de
forma constitutiva (Kiley y Reznikoff, 1991; Lazazzera et al., 1993; Ziegelhoffer y
Kiley, 1995). Como se observa en la Figura 10B, cuando la cepa E. coli JRG1728
(pSJ3Py) era transformada con el plasmido pQE60-Fnr* (Wing et al., 2000) se obtenian
elevados niveles de actividad (-galactosidasa al cultivar las células tanto en presencia

como en ausencia de oxigeno.
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Todos estos datos tomados en conjunto sefialan de forma inequivoca a Fnr como un
factor transcripcional imprescindible para la actividad del promotor Py en E. coli.
Ademas, se ha demostrado que la represion dependiente de oxigeno del cluster bzd
puede ser evitada mediante la expresion de la proteina Fnr*, que posee capacidad

activadora del promotor Py tanto en presencia como en ausencia de oxigeno.

1.3 Estudio de la union de la proteina Fnr* al promotor Py

Con el fin de estudiar la interaccion de la proteina Fnr con el promotor Py, y poder
realizar todos los experimentos in vitro en condiciones aerobicas, se hiperprodujo la
proteina Fnr* de E. coli clonada en ¢l plasmido pQE60-Fnr* (Tabla 5), la cual es capaz
de mantener la actividad en presencia de oxigeno (Kiley y Reznikoff, 1991;
Ziegelhoffer y Kiley, 1995). La purificacion de la proteina Hise-Fnr* se llevé a cabo
mediante una cromatografia de afinidad con columnas de niquel, tal y como se describe
en el apartado 5.4 de Materiales y Métodos.

Tras la purificacion de la proteina Fnr*, se llevaron a cabo ensayos de retardo en gel
utilizando como sonda de DNA un fragmento del promotor Py de 376 pb que se
extiende desde la posicion -293 a la +83 (sonda Py). La proteina Fnr* mostré la
capacidad de unirse a la sonda Py, retardando su migracion de forma progresiva al ir
aumentando la concentracion de proteina (Fig. 12A). Esta unién era especifica, como
quedo patente al ser inhibida mediante la adicion de sonda Py no marcada al ensayo de
retardo y, sin embargo, no verse afectada dicha unidén cuando se afiadia una sonda
heter6loga no marcada (Fig. 12B).

Una vez demostrada la union de Fnr* a la sonda Py se procedid a identificar la
region del promotor Py a la que se unia mediante ensayos de proteccion frente a la
digestion con DNasa I (véase apartado 7.3 de Materiales y Métodos). Como se puede
observar en la Figura 12C, la proteccion de la proteina Fnr* sobre la sonda Py se
extiende desde la posicion -26 a la -57, con respecto a la posicion +1 del inicio de la
transcripcion del promotor Py, y comprende la secuencia palindromica 5°-
TTGACTTAGATCAA-3’ anteriormente mencionada y predicha como regién de union
de Fnr. La region donde se une la proteina Fnr queda centrada en la posicion -42.5
desde el inicio de la transcripcion y solapa con la caja -35 de reconocimiento de la
RNAP, lo que define al promotor Py como un promotor dependiente de activador de

clase II (Rhodius y Busby, 1998).
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Figura 12. Ensayos in vitro de la unién de la proteina Fnr* al promotor Py. (A) Ensayo de retardo
en gel. En la calle 1 se cargd sonda Py en ausencia de proteina. En las calles 2-5 se afiadieron
concentraciones crecientes, 1, 2.5, 5 y 10 nM, respectivamente, de la proteina purificada Hise-Fnr*. (B)
Ensayo de especificidad. En la calle 1 se cargd sonda Py en ausencia de proteina. En las calles 2-5 se
afladié una concentracion de 5 nM de la proteina purificada Hisg-Fnr*. En la calle 3 se afiadié sonda Py
no marcada radiactivamente a una concentracion de 100 nM, y en la calle 5 se aiadi6 DNA inespecifico
de esperma de salmon a una concentracion de 100 pg/ml. (C) Ensayo de proteccion frente a la
digestion con DNasa I de la interaccion de la proteina Fnr* y la RNAP con el promotor Py. En la
calle 1 se cargd sonda Py en ausencia de proteina. Las calles 2-4 incorporaban 50, 100 y 150 nM de
proteina purificada Hise-Fnr*, respectivamente. Las calles 5-7 incorporaban 50, 100 y 150 nM de RNAP
purificada de E. coli, respectivamente. Las calles 8-10 incorporaban todas 50 nM de Hisg-Fnr*, y 50, 100
y 150 nM de RNAP, respectivamente. En la calle sefialada como AG fue cargada la reaccion de
secuenciacion A+G de Maxam y Gilbert de la sonda Py. A la derecha, se puede apreciar una vista
expandida de la region protegida por la proteina Hise-Fnr*, asi como los nucleétidos cuyos enlaces
fosfodiéster resultaron ser hipersensibles a la digestion por DNasa I, los cuales han sido sefialados con
asteriscos. Las flechas grises indican la secuencia consenso reconocida por Fnr*. También han sido
marcadas con llaves las dos regiones que flanquean el operador Fnr y son protegidas por la RNAP.
Igualmente, se indican las regiones -35, -10 y +1 del promotor Py. Los ensayos de retardo en gel y de
proteccion frente a la digestion por DNasa I se realizaron como se indica en los apartados 7.2 y 7.3 de
Materiales y Métodos, respectivamente.
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1.4 Activacion transcripcional del promotor Py mediada por 1a proteina Fnr

La activacion de la transcripcion en los promotores de clase II suele implicar
interacciones proteina-proteina entre el activador y la RNAP (Busby y Ebright, 1999;
Rhodius y Busby, 1998). Con el fin de estudiar si este tipo de interaccion entre Fnr y la
RNAP tenia lugar en el promotor Py se llevaron a cabo ensayos de proteccion frente a la
digestion con DNasa I sobre la sonda Py en presencia de ambas proteinas. Los
resultados, mostrados en la Figura 12C, pusieron de manifiesto que la union de la
RNAP al promotor Py se ve incrementada en presencia de la proteina Fnr*, lo que
sugiere un posible reclutamiento de la RNAP por parte de la proteina Fnr. Ademas, en
la huella generada por la RNAP en presencia de Fnr se puede apreciar un aumento de la
proteccion en las regiones que flanquean el sitio de union de Fnr. La proteccion de la
region upstream podria atribuirse al dominio a-CTD de la RNAP, tal y como ya se ha
descrito en otros casos (Attey et al., 1994; Busby y Ebright, 1999; Kolb et al., 1993;
Wing et al., 2000). La proteccion de la region downstream del sitio Fnr podria ser
debida a la subunidad ¢'° de la RNAP, como también ha sido demostrado en otros casos
en los que se ha identificado una pequefia region en el dominio C-terminal de la
subunidad ’° (aminoécidos 590-603) que es indispensable en la activacion de algunos
promotores dependientes de Fnr (Lonetto et al., 1998). Esta region contiene en su
secuencia un residuo acido (Glu591) y seis residuos basicos (Lys593, Arg596, Lys597,
Arg599, His600 y Arg603), los cuales, al ser sustituidos, dan lugar a una disminucién
de la activacion de la transcripcion dependiente de Fnr (Bell y Busby, 1994; West et al.,
1993). En base a estos antecedentes y con el fin de determinar la posible interaccion
entre el dominio C-terminal de la subunidad ¢’’y la proteina Fnr en la activacién del
promotor Py, se midio la expresion de la fusion Py::lacZ en cultivos anaerobicos de E.
coli PK330, una cepa que contiene el gen rpoD, que codifica la subunidad ¢’® de la
RNAP, bajo el control del promotor Ptrp, responsable de la regulacion del operon trp
implicado en la ruta de sintesis del triptéfano, y que impide que la bacteria pueda crecer
en presencia de triptofano (Lonetto et al., 1998), salvo si el gen rpoD (o alguna de sus
variantes) es suministrado desde un plasmido como pGEX-2Tc’’ o sus variantes
[6"%(EA591)], [6"°(KA593)] y [6"%(KA597)] (Tabla 5) (Lonetto et al., 1998), que
expresan las subunidades ¢’ con las correspondientes mutaciones indicadas en sus

dominios C-terminales.
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Las tres cepas mutantes y portadoras de la fusion Py::lacZ presentaron una tasa de
crecimiento en medio liquido semejante a la de la cepa que contenia el plasmido que
expresa la subunidad ¢’° parental. Sin embargo, al medir la actividad del promotor Py
se pudo observar que los mutantes de la subunidad 6’ que habian sufrido la sustitucion
de una alanina por una lisina, KA593 y KA597, mostraban una actividad
significativamente menor que la mostrada por la cepa que expresaba la subunidad ”°
silvestre. El otro mutante, [’ (EA591)], no mostrd diferencias significativas respecto
de los niveles obtenidos con la cepa silvestre (Fig. 13). Estos resultados sugerian que,
efectivamente, la interaccion entre la proteina Fnr y la subunidad 6”° de la RNAP juega

un papel crucial en la activacion del promotor Py.

Figura 13. Efecto de las mutaciones en la subunidad
o"" de l1a RNAP en la expresion de la fusién Py::lacZ
en E. coli mediada por Fnr. La cepa E. coli PK330

100 7 conteniendo el plasmido pBBR5Py (Py::lacZ) fue
transformada con diversos plasmidos: pGEX-2Tc”

75 - (WT), pGEX-2Tc" [EA591] (EA591), pGEX-2Tc"
[KA593] (KA593) 6 pGEX-2To" [KA597] (KA597).

Posteriormente, todas ellas fueron cultivadas

50 - anaerobicamente durante 10 horas, en medio minimo
Mo63 con glicerol 20 mM y 20ug/ml de triptdfano, hasta

25 4 alcanzar una A4y de 0.4. La actividad B-galactosidasa
se representa en porcentaje con respecto a la actividad

medida en la cepa silvestre (WT = 370 U. Miller). Los

0- datos mostrados son el resultado de un experimento,

Actividad B-galactosidasa (%)

WT  EA591 KA593 KA597 pero los valores fueron reproducidos en tres
experimentos separados e independientes, y presentaron
una desviacion estandar menor del 10%.

Con el fin de demostrar in vitro el efecto de la proteina Fnr en la activacion del
promotor Py se llevaron a cabo ensayos de transcripcion in vitro, utilizando para ello
proteina purificada Fnr*, RNAP de E. coli y el plasmido pJCD-Py (Tabla 5), en el cual
se ha clonado el promotor Py que transcribe un RNAm de 184 nt. Como se puede
apreciar en la Figura 14, la presencia de la proteina Fnr* en la mezcla de reaccion es
imprescindible para que tenga lugar la transcripcion desde el promotor Py, aumentando
los niveles del transcrito esperado de 184 nt a medida que se incrementa la
concentracion de proteina en el ensayo.

Por el contrario, en ausencia de la proteina Fnr* unicamente se puede apreciar el

transcrito control de 105 nt, incluso a concentraciones de RNAP que mostraban union
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de ésta a la sonda Py en los ensayos de proteccion frente a la digestion con DNasa |

(Fig. 12C).

Figura 14. Efecto de la proteina Fnr* en la
transcripcion in vitro desde el promotor Py.
Se llevaron a cabo reacciones de transcripcion in
vitro de multiples rondas utilizando como molde
el plasmido pJCD-Py, que incorpora, en sentidos
divergentes, un promotor control, que expresa
un RNAm de 105 nucleétidos (C), y el promotor
Pn, que expresa un RNAm de 184 nt (Py). En la
calle 1 se cargd mezcla de reaccion sin RNAP.
En las calles 2-6, se cargaron reacciones
conteniendo RNAP de E. coli (50 nM) y
proteina  purificada  Hisg-Fnr* a  una
concentracion creciente de 0, 1, 2.5, 5y 10 nM,
respectivamente. Los ensayos fueron realizados
tal y como se detalla en el apartado 6.2 de
Materiales y Métodos.
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Figura 15. Ensayos de la unién de las proteinas Fnr* y RNAP al promotor Py. Se llevo a cabo
un ensayo de retardo en gel, tal y como se detalla en el apartado 7.2 de Materiales y Métodos. En la
calle 1 se cargd sonda Py libre. En las calles 2-6 se cargaron concentraciones crecientes 2, 4, 10, 20 y
40 nM, respectivamente, de RNAP. En las calles 7-9 se cargaron concentraciones crecientes 5, 10 y
25 nM, respectivamente, de proteina purificada Hisg-Fnr*. Por ultimo, en las calles 10-14 se
cargaron muestras que contenian proteina purificada Hiss-Fnr* 10 nM, asi como concentraciones
crecientes 2, 4, 10, 20 y 40 nM, respectivamente, de RNAP. A la derecha han sido sefialadas las
bandas correspondientes a la sonda libre (Py), asi como las formadas por los complejos de unién con
la proteina Hisg-Fnr* (C1), o bien con la RNAP 6 RNAP + Hisg-Fnr* (C2).

84



Resultados

Para confirmar los resultados obtenidos mediante ensayos de proteccion frente a la
digestion con DNasa I y que sugerian que Fnr favorecia la interaccion de la RNAP con
el promotor Py (Fig. 12C) se realizaron ensayos de retardo en gel del promotor Py con
RNAP y Fnr.

En la Figura 15 se puede apreciar la notable diferencia existente entre la calle 3, que
incorpora RNAP 4 nM, y la calle 11, con idéntica concentracion de RNAP y proteina
Fnr* 10 nM, ya que s6lo en esta tltima se puede observar una significativa formacion
del complejo Pn::RNAP (C2), desapareciendo tanto la banda de sonda libre (Py), como
la banda del complejo Py::Fnr* (C1). Estos resultados confirman que Fnr favorece el

reclutamiento de la RNAP en el promotor Py.
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Figura 16. Ensayo de proteccion frente a la
digestion con DNasa I y a la accién del
KMnO, de la interaccion de la proteina
Fnr* y la RNAP con el promotor Py. En la
calle 1 se cargd sonda Py (S) en ausencia de
proteinas. Las calles 2-4 incorporaban RNAP
100 nM. En la calle 2 se llevé a cabo un
ensayo de proteccion frente a la digestion con
DNasa I de la sonda Py. En las calles 3 y 4 se
+1 anadi6 KMnQ, a la mezcla de reaccion. En la
calle 4 se afiadid proteina purificada Hiss-Fnr*
100 nM. En la calle AG fue cargada la
reaccion de secuenciacion A+G de Maxam y
Gilbert de la sonda Py. A la derecha, se puede
apreciar una vista expandida de la region
donde tiene lugar la formacién del complejo
abierto, subrayandose la posicion +1. Tanto en
el interior de la imagen como en la secuencia
de la derecha han sido sefialadas con cabezas
de flecha aquellas bases del complejo abierto
que han sido modificadas por el KMnO,. Las
regiones -10 y +1 del promotor Py se indican a
la izquierda de la figura.
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Finalmente, se llevaron a cabo ensayos de proteccion frente a la accion del KMnOy
para establecer la influencia de la proteina Fnr en la formacion del complejo abierto.
Para ello, se realizaron mezclas de reaccion con RNAP y KMnOQy, el cual es capaz de
romper fragmentos de DNA de una sola hebra que se forman durante la apertura de la
horquilla de transcripcion, tanto en presencia como en ausencia de la proteina purificada
Fnr*. Como se aprecia en la Figura 16, inicamente en presencia de la proteina Fnr* se

logra formar el complejo abierto, que se pone de manifiesto por el bandeado observado
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de un fragmento de 6 pb que se extiende desde la posicion +2 hasta la posicion +7, e
implica a las bases subrayadas en la secuencia: 5’-ATGCATTAA-3’. Estos resultados
revelan que la proteina Fnr es necesaria para la formacion del complejo abierto en la
iniciacién de la transcripcion del promotor Py.

En conclusion, los distintos ensayos in vitro demostraron que aunque la RNAP es
capaz de unirse al promotor Py en ausencia de Fnr, la proteina Fnr favorece esta
interaccion y es esencial para el inicio de la transcripcion tras la formacion del complejo

cerrado RNAP/Py.

1.5 La proteina AcpR esta involucrada en la activacion del promotor PN en

Azoarcus sp. CIB

Tras haber demostrado de forma inequivoca el papel de la proteina Fnr de E. coli
como activador transcripcional del promotor Py, se procedio a la identificacion del
ortdlogo de Fnr que controla realmente la expresion de los genes del cluster bzd en
Azoarcus sp. CIB. Para ello, se llevo cabo una comparacion de la secuencia del fnr de E.
coli contra el genoma de Azoarcus sp. EbN1, identificindose un ortélogo (ebA5149)
situado entre el gen hemN (ebA5151), que codifica la enzima coproporfirinogeno III
oxidasa independiente de oxigeno y regulada por Fnr en Pseudomonas (Rabus et al.,
2005), y el gen ebA5146, que codifica una proteina de funcion desconocida (Fig. 17)
(Rabus et al., 2005).
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Figura 17. Region del genoma de Azoarcus sp. EbN1 que contiene un ortélogo del gen fnr de E. coli.
El gen ebA5149 de Azoarcus sp. EbN1 es un ortdlogo del gen fnr de E. coli y se extiende a lo largo de
747 pb, concretamente, desde la posicion 3 053 049 hasta la posicion 3 053 795 del genoma, estando
flanqueado por dos genes: hemN, que codifica una coproporfirindgeno III oxidasa, y ebA5146, un gen de
funcion desconocida. Los oligonucledtidos SAcpRcib y 3AcpRcib (Tabla 6) fueron utilizados para
amplificar una secuencia de 1220 pb del genoma de Azoarcus sp. CIB, que incluia el gen ortdlogo a fnr
de E. coli.
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Basandose en la informacion proporcionada por el genoma de Azoarcus sp. EbN1,
se disefiaron dos oligonucle6tidos, uno de ellos en el extremo 5” del gen hemN y otro en
el extremo 3’ del gen ebA5146, para amplificar mediante PCR una secuencia de 1220
pb utilizando como molde el genoma de Azoarcus sp. CIB. Dicha secuencia contenia los
extremos predichos, es decir, los ortoélogos de los genes hemN y ebA5146 flanqueando
al correspondiente ortdlogo de fnr de Azoarcus sp. CIB, el cual fue nombrado como
acpR (aromatic central pathway Regulator). El gen acpR codifica una proteina de 248
aminodcidos, cuya secuencia presenta una significativa similitud (= 40% identidad) con
la de algunos miembros de la superfamilia de reguladores transcripcionales Fnr/Crp

(Tabla 7).

Tabla 7. Porcentaje de identidad entre la proteina AcpR de Azoarcus sp. CIB y proteinas de la
superfamilia Fnr/Crp de diversos organismos.

Porcentaje de

Nombre Organismo . . N° de acceso
identidad
AcpR Azoarcus sp. EbN1 94% YP 159953
Proteina de union a Dechloromonas aromatica
75% ZP 00150505
AMPc RCB
Regulador . )
Rubrivirax gelatinosus PM1 68% AAW66138

transcripcional global

Proteina de union a

Polaromonas sp. JS666 58% ZP 00364405
AMPc
Fnr Ralstonia solanacearum 54% CAD14985
Fnr Escherichia coli 43% YP 001730333

Una vez identificado el gen acpR se procedio al estudio de su papel en la expresion
del cluster bzd en Azoarcus sp. CIB. Para ello, se construy6 la cepa mutante Azoarcus
sp. CIBdacpR, cuyo gen acpR fue inactivado mediante interrupcion insercional, tal y
como se detalla en el apartado 4.3 de Materiales y Métodos. Si bien esta cepa mutante
fue incapaz de crecer en condiciones anaerobicas utilizando como fuente de carbono
diversos compuestos aromaticos, tales como benzoato, fenilacetato o 4-hidroxibenzoato,
todos ellos metabolizados a través de la ruta central codificada en el cluster bzd, no
presentd ningun defecto en el crecimiento cuando éste se llevo a cabo en condiciones
aerobicas en los mismos compuestos. Cuando la cepa mutante fue complementada con

el plasmido pPBBRIMCS-5acpR, que expresa el gen acpR bajo el control del promotor
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Plac (Tabla 5), se pudo restablecer el crecimiento en condiciones anaerdbicas utilizando
compuestos aromaticos como fuente de carbono, lo que sugiere que la proteina AcpR es
imprescindible para que tenga lugar la expresion del cluster bzd (Fig. 18A).

Sin embargo, ain quedaba por confirmar que el producto del gen acpR estuviera
directamente implicado en la actividad del promotor Py. Para ello, tanto la cepa
Azoarcus sp. CIB como el mutante Azoarcus sp. CIBdacpR fueron transformados con el
plasmido pBBR5Py, el cual incluye la fusion traduccional Py::lacZ. Cuando la cepa
Azoarcus sp. CIB (pBBR5Py) fue cultivada en condiciones anaerobicas con benzoato y
piruvato se obtuvo una significativa actividad P-galactosidasa (Fig. 18B). Por el
contrario, cuando el mutante Azoarcus sp. CIBdacpR (pBBR5Py) fue cultivado en estas
mismas condiciones, la actividad -galactosidasa no supero el nivel basal que alcanza la
cepa Azoarcus sp. CIB (pBBR5Py) cuando crece usando como tnica fuente de carbono
compuestos no aromaticos como el piruvato. Por otro lado, cuando ambas cepas fueron
cultivadas en condiciones aerdbicas con piruvato o con piruvato y benzoato no se

obtuvo actividad -galactosidasa en ninglin caso (datos no mostrados).
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Figura 18. Efecto de las proteinas AcpR y Fnr* sobre la expresion del cluster bzd en Azoarcus sp.
CIB. (A) Curvas de crecimiento de Azoarcus sp. CIB (cuadrados), Azoarcus sp. CIBdacpR (circulos),
Azoarcus sp. CIBdacpR conteniendo el plasmido pBBRIMCS-5acpR (triangulos), y Azoarcus sp.
CIBdacpR conteniendo el plasmido plZ-Fnr* (pentagonos), cultivados todos ellos en condiciones
anaerdbicas, en medio MC y utilizando como fuente de carbono succinato (simbolos blancos) o benzoato
(simbolos negros). (B) Las cepas Azoarcus sp. CIB (barras negras) y Azoarcus sp. CIBdacpR (barras
blancas), ambas conteniendo el plasmido pBBR5Py (Py::lacZ), fueron cultivadas anaerdbicamente durante
48 horas en medio MC utilizando como fuente de carbono piruvato 0.4% (Pyr) o piruvato 0.4% mas
benzoato 3 mM (Pyr+Bz). La actividad B-galactosidasa fue medida como se describe en el apartado 6.1.1
de Materiales y Métodos. Los datos mostrados son el resultado de un experimento, pero los valores fueron
reproducidos en tres experimentos separados ¢ independientes, y presentaron una desviacion estandar
menor del 10%.
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Estos datos sefialan al gen acpR como el responsable de la regulacién sobreimpuesta
(activacion) dependiente de oxigeno del promotor Py, siendo AcpR, por tanto, un
activador esencial para la expresion de la ruta central del benzoil-CoA implicada en la

degradacion de compuestos aromaticos en Azoarcus sp. CIB.

1.6 La proteina Fnr de E. coli se comporta como un regulador de la ruta central de

degradacion de compuestos aromaticos en Azoarcus sp. CI1B

Debido a la notable similitud entre la proteina Fnr de E. coli y la proteina AcpR de
Azoarcus sp. CIB y tras haber demostrado que la proteina Fnr* es capaz de actuar como
un activador transcripcional del promotor Py cuando es expresada en E. coli, se llevo a
cabo otro estudio con el fin de comprobar si Fnr* podria ejercer el papel de AcpR en
Azoarcus sp. CIB. Para ello, se expresé el gen fnr*, clonado bajo el control del
promotor Ptac en el plasmido pIZ-Fnr* (Tabla 5), en la cepa Azoarcus sp. CIBdacpR.
Mientras que la cepa Azoarcus sp. CIBdacpR no fue capaz de crecer en condiciones
anaerdbicas utilizando benzoato como fuente de carbono, la cepa Azoarcus sp.
CIBdacpR (pIZ-Fnr*) mostr6 una curva de crecimiento similar a la obtenida con la cepa
parental Azoarcus sp. CIB (Fig. 18A). Con el fin de confirmar el resultado y demostrar
la accion directa de Fnr* sobre el promotor Py, se expreso el gen fnr* desde el plasmido
plZ-Fnr* en la cepa Azoarcus sp. CIB lacZ y se midieron los niveles de actividad -
galactosidasa en cultivos anaerobicos en presencia de piruvato, donde no se obtuvieron
valores significativos de actividad, o en presencia de piruvato mas benzoato, donde se
alcanzaron valores significativos de actividad (2700 U. Miller). Se obtuvieron
resultados similares cuando se cultivaron las mismas cepas aerobicamente.

Estos resultados indicaban que la proteina Fnr* era capaz de complementar
eficazmente la ausencia de la proteina AcpR, funcionando asi como un regulador
transcripcional esencial para la expresion de los genes bzd en Azoarcus sp. CIB.
Ademas, el activador heterologo Fnr*, a diferencia del regulador nativo AcpR, permitia
también la expresion de los genes bzd cuando Azoarcus sp. CIB se cultivaba

aerobicamente en presencia de benzoato.
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Objetivo 2. Estudio del promotor Pr del gen bzdR y su implicacién en
la regulacion de la degradacion anaerodbica de benzoato en Azoarcus
sp. CIB

Con el fin de ampliar el conocimiento acerca de la regulacion del cluster bzd, se

decidio estudiar la regulacion del gen bzdR, controlado por el promotor Pg.

2.1 BzdR autorregula su expresion

Con el fin de completar la caracterizacion de la regulacion de la ruta de degradacion
anaerdbica de benzoato en Azoarcus sp. CIB, se llevo a cabo un estudio sobre la posible
regulacion de Pg, el promotor del gen bzdR, por la proteina BzdR. Para ello, se estudio
la actividad del promotor Pg en un fondo genético en el que BzdR estuviera ausente.
Esto se realizé mediante la fusion del promotor Pg al gen lacZ en el plasmido pPBBR5Pr
(Pr::lacZ) (Tabla 5), con el que fueron transformadas las cepas Azoarcus sp. CIB y
Azoarcus sp. CIBdbzdR, una cepa mutante cuyo gen bzdR se encuentra interrumpido.
Valorando la actividad p-galactosidasa de ambas cepas cultivadas en benzoato,
succinato o benzoato mas succinato, se observo que en todas las fuentes de carbono
ensayadas los niveles de expresion de la fusion Pg::lacZ en la cepa mutante Azoarcus
sp. CIBdbzdR eran similares a los obtenidos con la cepa parental Azoarcus sp. CIB
cultivada en benzoato (condiciones de induccidn), y superiores a los obtenidos con esta
misma cepa cultivada en presencia de succinato (Fig. 19), lo que sugeria que la proteina
BzdR estaba implicada en la represion de su propio promotor Pg.

Por otro lado, puesto que el benzoil-CoA es la molécula inductora de la expresion
del promotor Py mediante su unién a la proteina BzdR (Barragan et al., 2005), se
estudid su posible papel como inductor en la regulacion del promotor Pgr. Para ello, se
midio la expresion de la fusion Pgr::lacZ en la cepa Azoarcus sp. CIBdbzdN, un mutante
incapaz de sintetizar benzoil-CoA y, por tanto, de crecer anaerdbicamente en benzoato,
ya que posee un cluster bzd interrumpido por una mutacion polar en el primer gen bzdN
(Lopez Barragan et al., 2004). Como se observa en la Figura 19, la cepa Azoarcus sp.
CIBdbzdN (pBBR5PR) cultivada en succinato o en succinato mas benzoato, muestra los
mismos niveles de actividad del promotor Pr que los niveles mostrados por la cepa
silvestre Azoarcus sp. CIB (pBBR5PRr) cultivada en presencia de succinato. Sin
embargo, dichos niveles fueron unas dos veces mas bajos que los niveles de actividad

de Pr obtenidos en la cepa silvestre cultivada en benzoato o en benzoato mas succinato,
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lo que indica que el regulador BzdR deja de ejercer su papel represor sobre el promotor

Pr cuando las células crecen en presencia de benzoato y se sintetiza benzoil-CoA.
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Figura 19. Actividad del promotor Py en
presencia de diferentes fuentes de carbono.
Actividad [-galactosidasa de las cepas Azoarcus
sp. CIB (barras blancas), Azoarcus sp. CIBdbzdR
(barras negras) y Azoarcus sp. CIBdbzdN (barras
grises) conteniendo el plasmido pBBRSPy
(PrizlacZ). Las células fueron cultivadas
anaerobicamente hasta la mitad de la fase
exponencial en medio MC vy utilizando como
fuente de carbono benzoato 3 mM (Bz), succinato
7.5 mM (Sc¢) o benzoato 3 mM mas succinato 7.5
mM (Bz+Sc). La actividad B-galactosidasa fue
medida como se describe en el apartado 6.1.1 de
Materiales y Métodos. Los datos mostrados son el
resultado de un experimento, pero los valores
fueron reproducidos en tres experimentos
separados e independientes, y presentaron una
desviacion estandar menor del 10%.

Con el fin de confirmar los resultados obtenidos in vivo se llevaron a cabo una serie

de ensayos in vitro. En primer lugar, se establecio el sitio de inicio de la transcripcion

del promotor Pr mediante la técnica de extension del cebador, a partir de RNA

mensajero aislado de células de la cepa Azoarcus sp. CIB (pBBRS5PR) cultivadas en

benzoato. El inicio de la transcripcion fue localizado 39 nucledtidos en posicion 5’

upstream del codon ATG de iniciacion de la traduccion del gen bzdR (Figs. 20 y 21). Se

establecieron como posibles cajas de interaccion con la subunidad ¢’® de la RNAP la

secuencia -10 (CACTAT) y -35 (TTGCAA), separadas por 17 pb (Fig. 21).
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Figura 20. Identificacion del sitio de inicio de
la transcripcion (+1) en el promotor Pgr. El
RNA total fue aislado de la cepa Azoarcus sp.
CIB portadora del plasmido pPBBR5Py (Pr::lacz),
cultivada anaerdbicamente en benzoato, tal y
como se detalla en el apartado 3.4.1 de Materiales
y Meétodos. El tamafio del fragmento obtenido
(calle Pg) fue determinado mediante su
comparacion con la reaccion de secuenciacion del
promotor Pg (calles A, C, Gy T). La reaccion de
extension del cebador y las reacciones de
secuenciacion del promotor Pg fueron realizadas
con el oligonucledtido Lac57 (Tabla 6), como se
describe en el apartado 3.4.2 de Materiales y
Métodos. A la derecha del gel se muestra la
secuencia de nucledtidos que flanquea la posicion
+1 (asterisco), en la hebra no codificante del
promotor Pg.
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CATTATCCGGCGTCTCCTGCTTAGGCGTGAGAGCGCTCGCGGGCAATTTT
-119

GCGGTTACTACGGATGCCCGACAACTCATCCGCATHTTGCAATCGCGCCC

-35
AACCTTGAGCACTATAATTCATCGOCACTTTATTGCCCCACAAATAGGGG
-10 +1 RBS
TAGCCCCGATG 2R
+42

Figura 21. Secuencia de nucleétidos del promotor Pr. Secuencia del promotor Pg desde la posicion -119
a la +42. Ha sido subrayada la posicion +1, las cajas -10 y -35 de reconocimiento de la RNAP, la region de
union del ribosoma (RBS) y el coddn de iniciacion (ATG) del gen bzdR. Por otro lado, ha sido recuadrada
la region del promotor protegida por la proteina BzdR, que se extiende desde la posicion -33 a la posicion
+25, resaltando en gris claro las tres repeticiones GCAC.

Con el fin de determinar la capacidad represora de BzdR sobre el promotor Pg, se
llevaron a cabo ensayos de transcripcion in vitro con la proteina BzdR purificada y la
RNAP de E. coli, usando como molde de transcripcion el plasmido pJCD-Pg (Tabla 5),
que contiene al promotor Pg transcribiendo un RNAm de 242 nt. Como se observa en la
Figura 22, la actividad del promotor Pg, medida en base a la formacion del transcrito
esperado de 242 nt, fue inhibida cuando se afiadian concentraciones crecientes de
proteina BzdR. Sin embargo, al afiadir cantidades crecientes de benzoil-CoA a la mezcla
de reaccion, la actividad del promotor Pr se recuperaba, indicando asi su accion

inductora sobre este promotor.

|‘.,

Figura 22. Efecto de la proteina BzdR y el benzoil-CoA sobre la actividad in vitro del promotor Pr. Se
llevaron a cabo reacciones de transcripcion in vitro utilizando como molde el plasmido pJCD-Pg (Tabla 5),
que incorpora el promotor Pg, el cual expresa un RNAm de 242 nucleétidos (Pg). Las reacciones se
llevaron a cabo, tal y como se indica en el apartado 6.2 de Materiales y Métodos, con RNAP 50 nM de E.
coli en ausencia de la proteina Hiss-BzdR (calle 2) o en presencia de concentraciones crecientes de ésta, 50
nM (calle 3), 100 nM (calle 4) 6 200 nM (calle 5). En las calles 6-8 se mantuvo la proteina Hiss-BzdR a una
concentracion de 200 nM y ademas se afiadi6 benzoil-CoA (Bz-CoA) a concentraciones crecientes, 0.5, 1 y
2 mM, respectivamente. En la calle 1 se afiadi6, a modo de control, proteina Hiss-BzdR 200 nM inactivada
por calor.
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En conclusion, los resultados obtenidos mediante ensayos in Vvitro confirmaban los

resultados in vivo, y revelaban que BzdR autorregula su propia expresion.
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Figura 23. Analisis in vitro de la interaccion de
BzdR con el promotor Pr. (A) Ensayo de retardo
en gel de la union de la proteina Hisg-BzdR al
promotor Pg, llevado a cabo como se detalla en el
apartado 7.2 de Materiales y Métodos. En la calle
1 se afiadié sonda Pg libre y en las calles 2-5 se
afiadieron concentraciones crecientes 0.05, 0.1, 0.5
y 1 puM, respectivamente, de la proteina purificada
Hisg-BzdR. La sonda Pg y el complejo Pgr::BzdR
han sido indicados con flechas. (B) Ensayo de
proteccion frente a la digestion por DNasa I de la
interaccion de la proteina Hisg-BzdR con el
promotor Pg, llevado a cabo como se detalla en el
apartado 7.3 de Materiales y Métodos. En la calle
1 se cargd sonda Py en ausencia de proteina. Las
calles 2-6 incorporaban 0.05, 0.1, 0.2, 0.5y 1 uM
de proteina purificada Hisg-BzdR,
respectivamente. En la calle AG fue cargada la
reaccion de secuenciacion A+G de Maxam vy
Gilbert del promotor Pgr. La region protegida por
la proteina Hiss-BzdR se muestra acotada por una
llave y los enlaces fosfodiéster hipersensibles a la
digestion por DNasa I han sido sefialados con
asteriscos. Igualmente, han sido sefialadas las
regiones -35, -10 y +1 del promotor Pg.
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2.2 Caracterizacion de la interaccion BzdR-Pgr

Con el fin de caracterizar la interaccion entre BzdR y el promotor Pr se llevaron a
cabo ensayos de retardo en gel y de proteccion frente a la digestion con DNasa I. Como
se aprecia en el ensayo de retardo en gel, la proteina BzdR es capaz de unirse al
promotor Pgr y esta interaccién es dependiente de la concentracion de proteina (Fig.
23A). Ademas, esta interaccion es especifica ya que se veia inhibida al afiadir sonda
especifica no marcada a la mezcla de reaccidon, pero no cuando se afiadia una sonda
inespecifica no marcada (datos no mostrados).

Posteriormente, se identifico la region operadora reconocida por BzdR en el
promotor Pr mediante ensayos de proteccion frente a la digestion con DNasa 1. En la
Figura 23B se puede apreciar la region protegida por la proteina BzdR, que se extiende
desde la posicion -33 hasta la +25 del promotor Pg, incluyendo tres repeticiones GCAC,
lo que apoya el hecho de que BzdR actia como represor del promotor Pg ocupando las
cajas -10 y -35, y la posicion +1 de interaccion con la RNAP (Fig.21). Los cambios
originados en la estructura del promotor Pr debidos a la interaccion con la proteina
BzdR, se ponen también de manifiesto con la aparicion de regiones de hipersensibilidad

a la digestion con DNasa I (Fig. 23B).

2.3 Papel del oxigeno en la expresion del gen bzdR

Tras haber establecido previamente el papel del oxigeno en la regulacion del
promotor Py (Objetivo 1 de Resultados), se planted qué papel jugaba el oxigeno en la
expresion del gen bzdR. En primer lugar, se midié la actividad del promotor Pg en la
cepa Azoarcus sp. CIB (pBBRS5PR) cultivada en condiciones aerdbicas o anaerdbicas en
medio minimo con benzoato. Tal y como se puede observar en la Figura 24, el oxigeno
no parece jugar un papel especialmente relevante en la actividad del promotor Pg. Para
confirmar este resultado, se midid la expresion del promotor Pg en la cepa Azoarcus sp.
CIBdacpR (pBBR5PRr), cuyo gen acpR se encuentra interrumpido impidiendo asi que
pueda crecer anaerdbicamente en benzoato. Cuando dicha cepa fue cultivada
anaerdbicamente utilizando succinato como fuente de carbono, los valores de actividad
[-galactosidasa asociados a la fusion Pr::lacZ fueron muy similares a los obtenidos con
la cepa Azoarcus sp. CIB (pBBR5PR) cultivadas en las mismas condiciones (Fig. 24).
Atendiendo a estos resultados, todo parece indicar que el promotor Pg no se encuentra

sujeto a ningun tipo de regulacion mediada por oxigeno ni por la proteina AcpR.
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p | Figura 24. Expresion del promotor Pg en
R acZ . . . L. o

50 4 condiciones aerdbicas o anaerodbicas. Actividad

+0 fo) B-galactosidasa de las cepas Azoarcus sp. CIB

2 T2 (barras blancas) o Azoarcus sp. CIBdacpR (barra

gris) conteniendo el plasmido pBBR5Py
(Pr::lacZ) cultivadas aerdbicamente (fondo azul)
o anaerobicamente (fondo rosa) hasta la mitad de
la fase exponencial de crecimiento en medio MC
250- y utilizando como fuente de carbono benzoato 3
mM (Bz) o succinato 7.5 mM (Se¢). La actividad
[B-galactosidasa fue medida como se describe en
el apartado 6.1.1 de Materiales y Métodos. Los

Actividad B-galactosidasa
(Unidades Miller)

datos mostrados son el resultado de un

experimento, pero los  valores  fueron

reproducidos en tres experimentos separados e

0 T T T independientes, y presentaron una desviacion
Bz Sc Bz Sc Sc estandar menor del 10%.

2.4 Papel de fuentes de carbono adicionales en la expresion del gen bzdR

Con el fin de estudiar la posible regulacion del promotor Pr mediada por otras
fuentes de carbono (represion catabolica), se midio su actividad en la cepa Azoarcus sp.
CIB (pBBR5PR) cultivada en diversas condiciones. La actividad del promotor Pg
observada cuando la cepa fue cultivada en benzoato o en benzoato mas succinato fue
muy similar, y casi dos veces superior a la actividad obtenida cuando la cepa fue
cultivada en succinato como Unica fuente de carbono (Fig. 19), lo que sugeria que el gen

bzdR no estaba sometido a represion catabolica por succinato.

Figura 25. Actividad del promotor Pg en Azoarcus
sp. CIB medida por RT-PCR en tiempo real. Las
células de Azoarcus sp. CIB se cultivaron
anaerobicamente en medio MC conteniendo
benzoato 3 mM (Bz), succinato 7.5 mM (Sc¢) o
benzoato 3 mM mas succinato 7.5 mM (Bz+Sc). La
actividad del promotor Py se valoré mediante un
ensayo de RT-PCR en tiempo real, tal y como se
detalla en el apartado 3.5 de Materiales y Métodos.
Los niveles de transcrito de Pr se indican como un
porcentaje del valor obtenido en las células
cultivadas en benzoato mas succinato (Bz+Sc). Los
datos mostrados son el resultado de un experimento,
pero los valores fueron reproducidos en tres
experimentos separados e independientes, y
presentaron una desviacion estandar menor del 10%.

100~

~
(3]
1

(Unidades arbitrarias)
% 8
1 1

Transcripcion de P,

Bz Sc Bz+Sc

Con el fin de confirmar este resultado y descartar algun tipo de regulacion post-
transcripcional del gen lacZ, se valoraron los niveles del transcrito bzdR en Azoarcus sp.

CIB. Para ello, se aislo RNA de la cepa Azoarcus sp. CIB cultivada en succinato,
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benzoato o succinato mas benzoato, y se realizé un ensayo de RT-PCR en tiempo real
con el gen bzdR. Como se observa en la Figura 25, los datos obtenidos mediante RT-
PCR confirmaron los resultados obtenidos previamente mediante ensayos [-
galactosidasa, lo que indica claramente que la expresion del gen bzdR no esta sujeta a
represion catabolica mediada por un acido orgénico como el succinato y se produce a
nivel transcripcional.

La produccion de la proteina BzdR en el citoplasma de Azoarcus sp. CIB cultivado
anaerobicamente en distintas fuentes de carbono se monitorizd mediante ensayos de
Western Blot con extractos celulares utilizando anticuerpos anti-BzdR (Fig. 26). Estos
experimentos mostraron la existencia de unos niveles basales de proteina BzdR en
condiciones de no induccién (crecimiento en piruvato o succinato) que se
incrementaban aproximadamente al doble en células cultivadas en benzoato
(condiciones de induccion) y no se veian disminuidos cuando las células crecian en

presencia simultanea de benzoato y succinato o benzoato y piruvato (Fig. 26).

Figura 26. Niveles de proteina BzdR
en Azoarcus sp. CIB cultivado en
diferentes fuientes de carbono. La
cepa Azoarcus sp. CIB fue cultivada
anaerobicamente en las fuentes de
100 carbono indicadas en la figura:
benzoato (Bz), succinato (Sc), piruvato
75- (Pyr), benzoato mas succinato (Bz+Sc)
y benzoato mas piruvato (Bz+Pyr). Se
recogieron las células a una densidad
50 1 optica de 0.2, se obtuvieron extractos
celulares y se llevaron a cabo ensayos
25 - de Western Blot con anticuerpos anti-
BzdR, tal y como se indica en el
apartado 5.3 de Materiales y Métodos.
0- El diagrama de barras indica Ia

Bz Sc Pyr Bz+Sc Bz+Pyr intensidad de cada una de las bandas
obtenidas en el Western Blot.

(Unidades arbitrarias)

De nuevo, estos resultados confirmaban que los niveles del regulador BzdR en la
célula no estan sometidos a fenomenos de represion catabolica por fuentes de carbono
preferentes para Azoarcus sp. CIB.

Por ultimo, cabe destacar que, a diferencia del promotor Pg, el promotor catabolico
Pn si se encuentra sometido a una clara represion catabodlica por acidos organicos, tales

como el succinato (Fig. 27).
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Figura 27. Represion catabdlica del promotor Py

100 - por succinato en Azoarcus sp. CIB. Las células de
Azoarcus sp. CIB se cultivaron anaerobicamente en
medio MC conteniendo benzoato 3 mM (Bz),
succinato 7.5 mM (S¢) o benzoato 3 mM mas
succinato 7.5 mM (Bz+Sc), hasta que los cultivos
alcanzaron la mitad de la fase exponencial. La
actividad del promotor Py se valoré mediante un
ensayo de RT-PCR en tiempo real, tal y como se
detalla en el apartado 3.5 de Materiales y Métodos.
Los niveles de transcrito de Py se indican como un
porcentaje del valor obtenido en las células
cultivadas en benzoato (Bz). Los datos mostrados
son el resultado de un experimento, pero los valores
0 fueron reproducidos en tres experimentos separados
Bz Sc Bz+Sc e independientes, y presentaron una desviacion

estandar menor del 10%.

~
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En conclusion, el promotor Pg no estad sometido a una regulaciéon sobreimpuesta
mediada por oxigeno ni a represion catabdlica, como sucede con el promotor Py,
estando sometido Uinicamente a la regulacion mediada por el regulador BzdR, el cual, si
bien se une con una afinidad 10 veces menor a este promotor respecto del promotor Py,
controla de este modo los niveles de su propia expresion mediante un sistema de

feedback negativo.
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Objetivo 3. Estudio funcional y estructural de la proteina BzdR

La proteina BzdR constituye el primer represor transcripcional descrito entre los
reguladores transcripcionales de rutas de degradaciéon anaerdbica de compuestos
aromaticos, cuyo inductor es un derivado CoA aromatico, el benzoil-CoA, y representa
el prototipo de una nueva subfamilia de reguladores transcripcionales en procariotas que
no se ha estudiado hasta la fecha (Barragan et al., 2005). Con el fin de profundizar en el
estudio de las relaciones estructura/funcion del regulador BzdR, se llevaron a cabo una

serie de abordajes experimentales que se exponen a continuacion.

3.1 Estudios sobre la estructura nativa de la proteina BzdR

Como se ha indicado en el apartado 3.1.2 de Introduccién, la proteina BzdR posee
una arquitectura modular consistente en un dominio N-terminal (NBzdR),
probablemente implicado en la uniéon a DNA, y un dominio C-terminal (CBzdR) que
podria mediar la interaccion con la molécula efectora, benzoil-CoA.

La significativa similitud de secuencia entre el dominio NBzdR y la proteina
reguladora SinR de Bacillus subtilis (34%), y entre el dominio CBzdR y la siquimato
quinasa I de E. coli (23%), respectivamente, permitid proponer un modelo de la
estructura tridimensional de ambos dominios de la proteina BzdR (Barragan et al.,
2005). Con el fin de confirmar experimentalmente el modelo propuesto, se iniciaron

distintos estudios estructurales de la proteina BzdR.

3.1.1 Hiperproduccion de la proteina BzdR e intentos de cristalizacion

Para intentar determinar la estructura tridimensional de la proteina BzdR
mediante cristalizacion y difraccion de rayos X, se procedid inicialmente a la
hiperproduccion de la proteina Hisg-BzdR en la cepa E. coli M15 pREP4 (Tabla 4) y
a su purificaciéon mediante cromatografia de afinidad en columnas de Ni-NTA, tal y
como se detalla en el apartado 5.4 de Materiales y Métodos. De esta manera, se
logré obtener proteina Hise-BzdR purificada a concentraciones de 5-11 mg/ml. Sin
embargo, estas muestras de proteina eran obtenidas tras la elucion de la columna
cromatografica con imidazol 1 M, por lo cual fue necesario dializar las muestras
para eliminar el exceso de imidazol y reducir la concentracion salina, condicion
indispensable para llevar a cabo el posterior proceso de cristalizacion. Aunque se

probaron hasta 20 tampones de dialisis diferentes y variaciones en el protocolo de
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dialisis, retirando el imidazol de forma progresiva en 10 pases sucesivos desde 1 M
hasta 10 mM, en todos los casos, cuando la concentracion de imidazol descendia de
300 mM, se producia la precipitacion de la proteina Hisg-BzdR.

Con el fin de descartar que la tendencia a precipitar de la proteina Hisg-BzdR
fuera debida a los 6 residuos de histidina fusionados en su extremo N-terminal, se
clono el gen bzdR en el plasmido pET29-BzdR (Tabla 5), bajo el control del
promotor T7 y se hiperexpresé en la cepa E. coli BL21(DE3). Si bien la produccion
de la proteina BzdR nativa fue notable en los extractos celulares, la proteina mostrd
ser ain mas insoluble que la variante Hise-BzdR, ya que practicamente toda la
proteina se encontraba localizada en la fraccion insoluble (datos no mostrados). La
imposibilidad de obtener proteina BzdR soluble a elevada concentracion impidio la
realizacion de los experimentos de cristalizacion, y no permitié abordar el andlisis

de la estructura tridimensional del regulador mediante difraccion de rayos X.

3.1.2 Determinacion de la estructura nativa de BzdR mediante microscopia
electronica

Con objeto de obtener informacion acerca de la estructura nativa de BzdR, se
procedid a su observacion en el microscopio electronico (ME). Como se puede
apreciar en la Figura 28, la proteina BzdR pudo ser claramente detectada, llegando a
obtenerse 5741 imagenes de moléculas individuales de las micrografias, que fueron
analizadas tal y como se detalla en el apartado 7.7 de Materiales y Métodos.

Un primer analisis bidimensional de las imagenes mostrd una posible simetria
bilateral. Posteriormente, se llevdo a cabo un andlisis tridimensional mediante
métodos de refinamiento angular sin asumir previamente ninguna simetria. La
estructura asi obtenida revel6 que la proteina BzdR estaba compuesta por dos
dominios, uno mayor que otro, y presentaba una aparente simetria bilateral, a pesar
de no haber asumido esta condicion durante el método de refinamiento. En base a
estos datos, se llevo a cabo un nuevo refinamiento de la estructura, pero en este caso
imponiendo la condicion de simetria bilateral, obteniendo asi una estructura con una
resolucion de 25 A. Ademas, el calculo de la masa molecular realizado durante el
proceso, asumiendo como densidad el valor medio de las proteinas (1.35 g/ml),
indico que la estructura de BzdR era compatible con un oligobmero, muy
probablemente con un dimero. De esta forma, se pudo reconstruir una estructura

dimérica para BzdR, donde cada mondémero esta constituido por un dominio grande
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y un dominio pequefio (Fig. 28F). Mientras que el dominio grande es probable que
se corresponda con el dominio C-terminal de BzdR, debido a su mayor volumen, el
dominio pequefio es probable que se corresponda con el dominio N-terminal de

BzdR.

Frontal Lateral
F Frontal Lateral
e o '
50 A
Sup_erior Inferior
30 A

5 nm

Figura 28. Estructura tridimensional de la proteina BzdR obtenida por microscopia electrénica.
(A) Micrografia donde se pueden apreciar dimeros de la proteina BzdR. (B) Galeria de micrografias con
12 de las 5741 imagenes recogidas de la proteina BzdR. (C) Imagenes obtenidas tras realizar una media
libre de patron entre aquellas imagenes con formas semejantes, sin asumir ningun tipo de simetria en la
molécula. (D) Imagenes obtenidas tras realizar una media utilizando un método de refinamiento
angular, sin asumir ningun tipo de simetria. En la fila superior se muestran diversas proyecciones de la
proteina y en la fila inferior se muestran las medias obtenidas para cada una de las proyecciones
superiores (E) Estructura tridimensional frontal y lateral de un dimero de BzdR obtenida sin asumir
previamente ningun tipo de simetria en la reconstruccion. (F) Estructura tridimensional de un dimero de
BzdR obtenida tras imponer simetria bilateral en el proceso de reconstruccion. La resolucion obtenida
fue de 25 A. Se pueden observar 4 imagenes: frontal, lateral, superior e inferior (de izquierda a derecha
y de arriba a abajo). El dominio de mayor tamafio (presunto CBzdR) se muestra en color morado,
mientras que el de menor tamafo (presunto NBzdR) aparece en color amarillo.

3.2 La proteina BzdR esta constituida por dos dominios funcionales

Con el fin de confirmar experimentalmente la estructura modular propuesta para la
proteina BzdR, se procedio a la clonacion, hiperexpresion y purificacion independiente
de los dominios NBzdR, CBzdR y del dominio NBzdR con la region linker,

denominado NBzdRL. Para ello, dichos dominios se expresaron como proteinas de
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fusion con un tag de 6 histidinas en su extremo N-terminal, utilizando el vector de
hiperexpresion pQE32 (Tabla 5), de forma similar al método utilizado con la proteina
BzdR (Fig. 29). Las proteinas His¢-NBzdR (residuos 1-90), His-NBzdRL (residuos 1-
130) e Hise-CBzdR (residuos 131-298) fueron purificadas mediante cromatografia de
afinidad en columnas de Ni-NTA, tal y como se describe en el apartado 5.4 de

Materiales y Métodos (Fig. 29).

Gen bzdR
A
a N
1 180 393 894 «— nt
I | I - |
_ ——
nbzdR cbzdR -

I = I —

nbzdRLV

2 &

Amplificacion por PCR y clonacion en
plasmido de hiperexpresion pQE32

pQE32-BzdR PQE32-NBzdR pQE32-NBzdRL pQE32-CBzdR
PTS( a PTS( a PTS( a PTS( a
His,-BzdR His,-NBzdR His,-NBzdRL His,-CBzdR
(34895 Da) (11647 Da) (16394 Da) (21056 Da)
kDa kDa kDa kDa
200— 200— T 200— T 200=—
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Figura 29. Esquema de la clonacion del gen bzdR y de las regiones que codifican los dominios
NBzdR, NBzdRL y CBzdR. Los dominios NBzdR, NBzdRL y CBzdR estan indicados con los
colores naranja, naranja + verde y azul, respectivamente. Todos ellos fueron clonados en el plasmido
de hiperexpresion pQE32, bajo el control del promotor T5 (flecha violeta) y con un tag de 6
histidinas (rectangulo rojo) en su extremo N-terminal, como se detalla en el apartado 5.4 de
Materiales y Métodos. Se han indicado entre paréntesis las masas moleculares teoricas de cada una
de las proteinas. En la zona inferior de la figura se muestran las proteinas purificadas, con los
respectivos patrones de tamafio a la izquierda (en kDa), en SDS-PAGE al 12.5 y al 15%.
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Se pudo observar que ambos dominios, especialmente CBzdR, parecian ser mas
solubles que la proteina completa. Por ello, se intentd retomar la cristalizacion de ambos
dominios por separado. Por un lado, se intentd purificar a gran escala NBzdR y
NBzdRL, pero en ambos casos surgié el mismo problema ocurrido con BzdR, y las
proteinas precipitaban al ser eliminado el imidazol durante el proceso de dialisis. Por
otro lado, también se tuvo éxito en la purificacion a gran escala del dominio CBzdR
hasta el punto de obtener concentraciones cercanas a 50 mg/ml. Ademas, en este caso se
logré eliminar el imidazol y reducir la concentracion salina manteniendo la proteina
soluble, logrando asi unas condiciones Optimas de cristalizaciéon. Sin embargo, se
probaron mas de 500 condiciones de cristalizaciéon mediante el método de gota invertida
y en ningln caso se obtuvieron cristales con la calidad adecuada para permitir su estudio
cristalografico. Estos resultados sugieren que la cristalografia no parece ser el mejor

método para elucidar la estructura tridimensional de este regulador transcripcional.

3.2.1 Estudio del dominio NBzdR
3.2.1.1 El dominio NBzdR se une y reprime al promotor Py

Para verificar si la proteina NBzdR es un verdadero dominio funcional y
mantiene su capacidad de reprimir la transcripcion del promotor Py se realizaron
abordajes in vitro e in vivo de interaccion con Py utilizando NBzdR y NBzdRL (Fig.
29). La utilizacion de estas dos variantes tuvo como objetivo determinar la
influencia del linker tanto en el proceso de dimerizacion como en la interaccion con
el DNA. Los ensayos in vitro de retardo en gel demostraron la capacidad de ambas
proteinas, NBzdR y NBzdRL, de unirse al promotor Py (Fig. 30A). Sin embargo,
también se pueden apreciar ciertas diferencias en relacion a la afinidad por la sonda
Pn, ya que con la proteina NBzdR es necesario alcanzar una concentracion de 100
nM para retardar totalmente la sonda Py, mientras que con NBzdRL o con BzdR se
observa un retardo casi total de la sonda a una concentracion de 50 nM. Otra notable
diferencia entre la proteina parental BzdR y el dominio NBzdR es el nimero de
complejos proteina-DNA formados. Mientras que la proteina BzdR da lugar a un
unico complejo, tanto NBzdR como NBzdRL dan lugar a, al menos, tres complejos,
lo que podria reflejar diferencias en la cooperatividad de la union de las proteinas a

las tres cajas operadoras del promotor Py.
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NBzdR NBzdRL BzdR

12 34 567 89 0AG

Figura 30. Uni6n de las proteinas purificadas NBzdR, NBzdRL y BzdR al promotor Py. (A) Union
de las proteinas al promotor Py mediante ensayos de retardo en gel realizados como se indica en el
apartado 7.2 de Materiales y Métodos. En todos los casos, en la calle 1 se cargd sonda Py obtenida como
se indica en el apartado 7.1 de Materiales y Métodos, y en las calles 2-8 se afiadieron concentraciones
crecientes 1, 2, 5, 10, 25, 50 y 100 nM, respectivamente, de las proteinas purificadas. Py representa la
sonda libre y C representa el complejo, o complejos, formados entre la proteina y el promotor Py. (B)
Ensayo de proteccion frente a la digestion por DNasa I realizado como se indica en el apartado 7.3 de
Materiales y Métodos. En la calle 0 se cargd sonda Py en ausencia de proteinas. En las calles 1-3, 4-6 y
7-9 se afnadieron 50, 100 y 200 nM de las proteinas Hise-NBzdR, Hiss-NBzdRL e Hisg-BzdR purificadas,
respectivamente. Calle AG: reaccion de secuenciacion del promotor Py mediante el método de Maxam y
Gilbert. A la izquierda se indican con corchetes las tres regiones operadoras (I, II y III) protegidas por las
proteinas y a la derecha las cajas -35, -10 y el +1 del promotor Py.
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Con el fin de profundizar en el estudio de la union de NBzdR al promotor Py
se llevaron a cabo ensayos de proteccion frente a la digestion con DNasa I. Tal y
como se puede observar en la Figura 30B, la proteina NBzdR protege las mismas
tres cajas operadoras descritas para BzdR (Barragan et al., 2005), si bien la caja
operadora I no estd completamente protegida por NBzdR a las concentraciones de
proteina usadas en el ensayo. Este resultado no puede ser explicado por la diferencia
volumétrica entre BzdR y NBzdR, ya que la proteina NBzdRL, de volumen similar
a NBzdR, fue capaz de proteger totalmente la caja operadora I, al igual que sucede
con BzdR, con lo que la causa de la menor proteccion del operador I de Py por
NBzdR parece deberse a la ausencia del linker en el regulador, el cual podria estar
implicado en la correcta formacion de los dimeros de proteina, lo que incrementaria

la afinidad por el DNA y permitiria una proteccion mas extensa de las cajas

operadoras.
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Figura 31. Represion ejercida por las proteinas NBzdR, NBzdRL y BzdR sobre el promotor Py. (A)
Ensayos in vivo. La cepa E. coli MC4100-T1, que incorpora en cromosoma la fusion Py::lacZ (Tabla 4),
fue transformada con los plasmidos pCKO01-BzdR, pCKO01-NBzdR 6 pCK01-NBzdRL, que expresan las
proteinas Hisg-BzdR, Hisg-NBzdR e His¢-NBzdRL, respectivamente (Tabla 5). Las cepas fueron cultivadas
en condiciones anaerdbicas y en medio LB a 30°C, hasta que alcanzaron una A4y de 0.5. Posteriormente,
se ensayo su actividad -galactosidasa, tal y como se detalla en el apartado 6.1.1 de Materiales y Métodos.
Los datos mostrados son resultado de un experimento, pero los valores fueron reproducidos en tres
experimentos separados e independientes y presentaron una desviacion estandar menor del 10%. (B)
Ensayos de transcripcion in vitro del promotor Py. Reacciones de transcripcion in vitro de multiples
rondas utilizando como molde el plasmido pJCD-Py, que incluye el promotor Py (Tabla 5). Todas las
reacciones fueron llevadas a cabo en presencia de RNAP de E. coli 50 nM y proteina purificada Hiss-Fnr*
20 nM, como se detalla en el apartado 6.2 de Materiales y Métodos. Ademas, se afiadid proteina purificada
Hisg-BzdR, His-NBzdR 6 Hisg-NBzdRL 40 nM, en ausencia o presencia de benzoil-CoA 2 mM, segun se
indica.

Los ensayos de expresion in vivo demostraron la capacidad de ambas
proteinas, NBzdR y NBzdRL, de unirse y reprimir la actividad del promotor Py con

una efectividad similar a la obtenida con BzdR. Dichos ensayos se llevaron a cabo
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midiendo la actividad B-galactosidasa de la fusion traduccional Py::lacZ en E. coli
(Fig. 31A). Los ensayos de transcripcion in vitro también apoyaron estos resultados,
como se puede observar en la Figura 31B, donde NBzdRL muestra un nivel de
represion del promotor Py semejante al obtenido con la proteina parental BzdR.
Ademas, se pudo demostrar que Unicamente la proteina BzdR presenta la capacidad
de responder al inductor, el benzoil-CoA, al contrario de lo que sucede con
NBzdRL, que mantiene reprimido el promotor Py constitutivamente al no poseer el
dominio efector CBzdR que presumiblemente une benzoil-CoA. Con la proteina

NBzdR se obtuvieron los mismos resultados que con NBzdRL, tal y como se puede

apreciar en la Figura 31B.

Estos datos demuestran la funcionalidad del dominio NBzdR y su

independencia respecto del dominio CBzdR, siendo capaz de unirse eficazmente al

promotor Py y reprimir constitutivamente su actividad.

3.2.1.2 Estado de oligomerizacion de BzdR y del dominio NBzdR

Con objeto de estudiar el estado de oligomerizacion de las proteinas BzdR,

NBzdR y NBzdRL, se llevaron a cabo, como primera aproximacion, ensayos de

crosslinking in vitro, incubando cada una de las proteinas purificadas con un agente

de entrecruzamiento, el glutaraldehido.
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Figura 32. Ensayo de crosslinking in vitro con las proteinas purificadas BzdR, NBzdR y NBzdRL.
El ensayo fue realizado tal y como se detalla en el apartado 5.5 de Materiales y Métodos, utilizando 5
IM de las proteinas purificadas Hisg-BzdR, His¢-NBzdR e Hisg-NBzdRL. Las calles 0, 1, 2 y 3 se
corresponden con muestras en presencia de glutaraldehido 0, 0.1, 0.2 y 0.5 uM, respectivamente. En el
gel se indican las masas moleculares de las formas monoméricas y diméricas de cada proteina. En la
calle M se cargd un marcador de pesos moleculares, cuyos valores se indican a la izquierda. Las
muestras se cargaron en SDS-PAGE al 15% (panel izquierdo) y al 12.5% (panel derecho).
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Como se muestra en la Figura 32, en ausencia de glutaraldehido las tres
proteinas mostraron en SDS-PAGE un tamafio compatible con su forma
monomérica, i. €., BzdR 34 kDa, NBzdR 11 kDa, NBzdRL 16 kDa,. Sin embargo,
cuando las proteinas son tratadas previamente con glutaraldehido se puede apreciar
en SDS-PAGE una banda adicional que coincide con el tamafio esperado para la
forma dimérica de cada una de ellas. Cabe destacar que las proteinas BzdR y
NBzdRL eran capaces de dimerizar a concentraciones de glutaraldehido inferiores a
las necesarias para obtener la misma proporcién de dimero con la proteina NBzdR,
lo que sugiere que ésta tltima presenta una menor capacidad de dimerizacion.

Con el fin de confirmar de una manera mdas precisa el estado de
oligomerizacion de la proteina BzdR y su dominio N-terminal, se realizaron ensayos
de velocidad y equilibrio de sedimentacion mediante ultracentrifugacion analitica,
tal y como se detalla en el apartado 7.5 de Materiales y Métodos. Los resultados
obtenidos (Tabla 8) mostraron especies compatibles con un dimero tanto en el caso
de la proteina BzdR, como en el caso de NBzdR y NBzdRL (Fig. 33). En los tres
casos, los dimeros fueron homogéneos y presentaron una forma esencialmente
globular, con unos indices de friccion f/fy de 1.4 para BzdR, 1.5 para NBzdR y 1.6
para NBzdRL en las condiciones experimentales empleadas. Todos estos datos
sugieren que tanto la proteina BzdR como el dominio NBzdR y la proteina

NBzdRL, son dimeros en solucion.

Tabla 8. Datos obtenidos en los experimentos de ultracentrifugacion analitica. M,,
representa la masa molecular y f/f; el coeficiente de friccién.

Proteina M,, teorica £/, Cf)eficienl.:(? de Estado de asPciacién
(Da) sedimentacion (s) compatible
BzdR 34895 1.4 4+£0.2 Dimero
NBzdR 11647 1.5 1.8+0.2 Dimero
NBzdRL 16394 1.6 23+0.2 Dimero
CBzdR 21056 1.5 1.8+£0.3 Mondmero
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Figura 33. (A) Analisis mediante velocidad de sedimentaciéon de las proteinas purificadas
BzdR, NBzdR, NBzdRL y CBzdR. Se representa el perfil de distribucion de concentraciones frente
al coeficiente de sedimentacion de las diferentes proteinas ensayadas. El valor del coeficiente de
sedimentacion obtenido para las proteinas purificadas Hiss-BzdR, Hiss-NBzdR, Hisg-NBzdRL e
Hiss-CBzdR se ha representado mediante lineas de rayas y puntos, continua, de rayas y de puntos,
respectivamente. (B) Analisis mediante equilibrio de sedimentacién de las proteinas purificadas
NBzdRL y BzdR. Gradiente en equilibrio de sedimentacion de las proteinas Hisq-NBzdRL (panel
izquierdo) e Hiss-BzdR (panel derecho). Los circulos representan las medidas realizadas, la linea
continua que los cruza muestra el gradiente tedrico correspondiente a un dimero, en cada caso, y la
linea discontinua muestra el gradiente tedrico correspondiente a un monomero.

3.2.2 Estudio del dominio CBzdR

Como se ha descrito en el apartado 3.1.2 de Introduccién, el dominio CBzdR
se ha supuesto implicado en la interaccion con la molécula inductora benzoil-CoA
(Barragan et al., 2005). Este dominio presenta una significativa identidad en su
secuencia de aminoacidos con enzimas que presentan actividad siquimato quinasa.
Con el fin de obtener informacion acerca del contenido en estructura secundaria del
dominio CBzdR, se llevaron a cabo medidas de dicroismo circular. Para ello, se
utilizé la proteina CBzdR purificada como se indica en el apartado 5.4 de Materiales

y M¢étodos. El anélisis fue realizado en el intervalo de longitudes de onda entre 200-
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250 nm, que permite estimar el contenido de estructura secundaria de la proteina. El
analisis de los espectros mediante el conjunto de programas CDPro indica que la
proteina Hisg-CBzdR posee un 40% de estructura en o-hélice, un 13.5% en cadena 3

y un 46.5% en estructura no ordenada o irregular (Fig. 34).
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Figura 34. Espectro de dicroismo circular en el UV lejano de la proteina CBzdR. En la grafica
se representa la elipticidad molar promedio por residuo (MRW) de la proteina Hiss-CBzdR en la
region del UV lejano (A<250 nm). La muestra fue preparada en tampdn Tris-HCl 20 mM pH 8.0 y
KCI 100 mM, en el cual la proteina se encontraba a una concentracion de 10 uM. El espectro de
dicroismo circular se obtuvo tal y como se detalla en el apartado 5.8 de Materiales y Métodos.

Ademéds, se realizaron ensayos de velocidad y equilibrio de sedimentacion
mediante ultracentrifugacion analitica con el dominio CBzdR, tal y como se detalla
en el apartado 7.5 de Materiales y Métodos. Los resultados obtenidos mostraron una
especie unica compatible con un monomero (Fig. 33A y Tabla 8).

Con el fin de establecer si CBzdR presenta actividad siquimato quinasa, se
ensayd dicha actividad con la proteina CBzdR y con la proteina parental BzdR
purificadas, tal y como se detalla en el apartado 6.1.2 de Materiales y Métodos. En
estos ensayos se utilizo la proteina siquimato quinasa I (SKI) purificada de E. coli,
Hisg-SKI, como control positivo (ver detalles sobre su hiperexpresion y purificacion
en el apartado 5.4 de Materiales y Métodos). Como se puede apreciar en la Figura
35, mientras que la proteina SKI mostro unos valores de actividad enzimatica
significativos, ni la proteina CBzdR, ni la proteina parental BzdR mostraron
actividad siquimato quinasa. Por otro lado, con el fin de demostrar la interaccion de
la proteina CBzdR con el benzoil-CoA, el inductor de la ruta de degradacion

anaerdbica de benzoato en Azoarcus sp. CIB (Barragan et al., 2005), se llevaron a
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cabo ensayos de espectroscopia de fluorescencia en la region UV-visible del
espectro. Para ello, se realizaron espectros de emision de fluorescencia de CBzdR en
ausencia o presencia de diferentes concentraciones de varios ligandos, excitando las
muestras a una longitud de onda de 275 nm (a la cual absorben tanto los triptéfanos

como las tirosinas de las proteinas).
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Figura 35. Actividad siquimato quinasa de las proteinas purificadas SKI, CBzdR y BzdR. El
ensayo de actividad siquimato quinasa se llevo a cabo tal y como se detalla en el apartado 6.1.2 de
Materiales y Métodos. Se utilizaron 14 medidas para la obtencion de la curva logaritmica. En el
interior de la grafica se muestra el valor de K, para la proteina Hiss-SKI. Cada uno de los 14 puntos
utilizados fue el resultado de realizar la media de tres medidas independientes, cuya desviacion
estandar fue menor del 10%.

Como se observa en la Figura 36, el espectro de emision obtenido para la
proteina CBzdR se vio reducido unas 5 veces cuando las medidas se realizaron en
presencia de benzoil-CoA, utilizando una relacién [proteina]:[ligando] de 1:30.
Ademas, la reduccion de fluorescencia iba acompafiada de un desplazamiento del
maximo de emisioén, que pasa de 312 nm en ausencia de ligando, a 325 nm en
presencia de benzoil-CoA. Estos datos sugerian la existencia de una variacion
notable en el entorno del Trp229 (el tnico existente en CBzdR), como resultado del
cambio conformacional inducido por la interaccion del benzoil-CoA con el dominio
C-terminal de BzdR.

Cuando se emplearon otros ligandos tales como fenilacetil-CoA, CoA, ATP,
benzoato y succinato, s6lo se obtuvieron diferencias en el espectro de emision en el
caso del fenilacetil-CoA, CoA y ATP, y con todos ellos, la intensidad de
fluorescencia se vio reducida a la mitad con respecto al espectro de la proteina en

ausencia de ligandos (Fig. 36).
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Figura 36. Interaccion de la proteina CBzdR con diversos ligandos. Ensayo de espectroscopia de
fluorescencia de la proteina Hiss-CBzdR en ausencia y presencia de diferentes concentraciones de benzoil-
CoA, fenilacetil-CoA, CoA, ATP, benzoato y succinato. En todos los casos se parte de una concentracion
fija de proteina (10 uM) y se va incrementando la cantidad de ligando desde 0 hasta una concentracion de
300 uM. En el interior de cada una de las graficas ha sido incluido el valor obtenido para la constante de
disociacion (Kg), excepto en el caso del benzoato y del succinato, que no poseian afinidad. En la grafica de
interaccion entre Hisg-CBzdR y benzoil-CoA también se ha incluido una curva de union que representa la
relacion de ligando unido (Lg) entre proteina total (Pr) frente a la concentracion de ligando (Bz-CoA), la
cual muestra el buen ajuste de los resultados experimentales al modelo de union considerado. Las flechas
grises indican el maximo de emision a la minima y maxima concentraciéon de benzoil-CoA. Los ensayos se
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realizaron como se detalla en el apartado 5.7 de Materiales y Métodos.
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Ademas, a diferencia de lo observado previamente con benzoil-CoA, en este
caso no se pudo apreciar desplazamiento alguno en la longitud de onda del méximo
de emision. El ajuste de estos resultados a un modelo que supone la existencia de un
unico sitio de unidn del ligando en la proteina, permitié calcular las constantes de

disociacion (Ky), para cada uno de los ligandos (Fig. 36).
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Figura 37. Ensayo de digestiéon con tripsina de la proteina purificada CBzdR. El ensayo fue
realizado con CBzdR 10 uM vy tripsina 0.02 mg/ml, tal y como se detalla en el apartado 5.6 de
Materiales y Métodos. Calles 0-60: muestras incubadas a 37°C (condiciones Optimas de la tripsina)
durante 0, 2, 5, 10, 20, 30 y 60 minutos, respectivamente. Las reacciones se realizaron en ausencia
(panel A) o presencia (panel B) de benzoil-CoA 2 mM. Calles M: marcadores de pesos moleculares,
indicados a la izquierda en kDa. Las muestras se cargaron en SDS-PAGE al 12.5%.

Con el fin de confirmar el cambio conformacional sugerido en los
experimentos anteriores, se realizaron ensayos de proteolisis limitada con tripsina
(ver apartado 5.6 de Materiales y Métodos). Como se puede apreciar en la Figura
37, CBzdR mostrd ser mas sensible a la digestion por tripsina en ausencia de
benzoil-CoA que en presencia de este ligando, lo que sugiere un cambio
conformacional en CBzdR tras su interaccion con ¢l benzoil-CoA, como
consecuencia del cual los aminoacidos reconocidos por la tripsina, principalmente
residuos de lisina y arginina, han adquirido una nueva disposicion espacial en la que
son menos accesibles a la enzima proteolitica.

Todos estos resultados tomados en conjunto demostraban que el dominio
CBzdR sufre un cambio conformacional como consecuencia de la union de la

molécula inductora benzoil-CoA.
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3.2.3 Estudio del linker de la proteina BzdR (LBzdR)
3.2.3.1 Analisis estructural de la region LBzdR

Con el fin de determinar el papel del linker en la estructura nativa y en la
funcién de la proteina BzdR se analizd, inicialmente, la secuencia de aminoacidos y
la posible estructura de esta region (LBzdR). La secuencia de aminoacidos de
LBzdR fue comparada con las estructuras tridimensionales depositadas en la base de
datos PDB y se detectd una region (oA) de la formato deshidrogenasa dependiente
de NAD" de Pseudomonas sp. 101 (PDB: 2NAD) (Lamzin et al., 1992; Tishkov et
al., 1991), que presentaba una identidad significativa (42%) con parte de la
secuencia (21 residuos) de LBzdR (Fig. 38).

Posicion Posicion
LBzdR 95 LTLLIQYLSRFPPKTHEW 115
FDH 159 LSLVRNYLP---—- SHEWARK 174

* =% - k% =kkkkk -

Figura 38. Alineamiento de la secuencia de la region central del linker de BzdR (LBzdR) con la
region correspondiente de la hélice aA de la formato deshidrogenasa de Pseudomonas sp. 101
(FDH). Los aminoacidos han sido representados mediante el codigo de una letra y en color rojo
(apolares), verde (polares sin carga), azul (acidos) y rosa (basicos). En la zona inferior del
alineamiento, un asterisco (*) significa que los residuos de esa posicion son idénticos, y dos puntos
(?) significa que existen sustituciones conservadas, acordes con el codigo de colores mencionado
anteriormente. Se recuadran en gris los residuos Glulll y Argl14 que fueron sustituidos en las
proteinas mutantes BzdR3, BzdR4 y BzdRS.

La formato deshidrogenasa es un dimero y en su estructura tridimensional se
puede apreciar que las hélices aA de cada uno de los mondmeros se encuentran
enfrentadas en sentido paralelo (Lamzin et al., 1994), sugiriéndose su implicacion
en la dimerizacion de la enzima. De este modo, se propuso una funcién similar para
LBzdR, en cuya secuencia, asumiendo que posee una estructura semejante a la de la
region aA de la formato deshidrogenasa, pueden destacarse dos aminoacidos,
Glulll y Argll14, que podrian estar formando parte de un par de puentes salinos
esenciales para la dimerizacion (Fig. 38).

En base a esta hipotesis, se disenaron mediante mutagénesis dirigida las
proteinas mutantes BzdR3 y BzdR4, que poseen las sustituciones Glu-111-Arg y
Arg-114-Glu (ver apartado 3.6 de Materiales y Métodos), las cuales deberian
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ocasionar la ruptura de los supuestos puentes salinos en el dimero LBzdR de las
proteinas mutantes. Por otro lado, se construyo6 el doble mutante BzdR5 (Glu-111-
Arg y Arg-114-Glu) que, tedricamente, deberia haber reconstituido los puentes
salinos en el dimero LBzdR, aunque en orientacion invertida respecto de la proteina
parental BzdR. La hiperproduccion y purificacion de las proteinas mutantes de
realiz6 de un modo similar a como se ha descrito anteriormente para la proteina
BzdR y se observo que éstas presentaban una solubilidad similar a la de la proteina
parental.

Cuando se llevaron a cabo ensayos de retardo en gel con el promotor Py,
tanto la proteina BzdR4 como BzdR5 mostraron una significativa reduccion en su
capacidad de unidon al promotor Py (Fig. 39). Sin embargo, la proteina BzdR3

mostrd una capacidad de union similar a la de la proteina BzdR parental.

BzdR3 BzdR4 BzdRS

wad

Figura 39. Ensayos in vitro de unién de las proteinas mutantes BzdR3, BzdR4 y BzdR5 al
promotor Py. Los 3 ensayos de retardo en gel fueron llevados a cabo en las mismas condiciones (ver
apartado 7.2 de Materiales y Métodos). Calles 1: sonda Py. En las calles 2-5 se afadieron
concentraciones crecientes de las proteinas purificadas Hise-BzdR3, His¢-BzdR4 e Hisg-BzdR5 (25, 50
100 y 200 nM, respectivamente), tal y como se indica en la figura. La sonda Py y el complejo (C) se
indican a la izquierda.

Para confirmar el estado oligomérico de las proteinas BzdR3, BzdR4 y
BzdR5, se realizaron ensayos de velocidad de sedimentaciéon mediante
ultracentrifugacion analitica. Como se muestra en la Tabla 9, la proteina mutante
BzdR4 mostrd varios estados oligoméricos, encontrandose el 52% de la proteina en
estado de mondmero, una tercera parte en estado de dimero (37%) y un pequeno
porcentaje (11%) como multimeros. La proteina mutante BzdRS5 también mostro

varios estados oligoméricos, encontrandose la mayor parte (88%) en estado de
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mondmero. Por el contrario, la proteina mutante BzdR3, si bien mostrd varios

estados oligoméricos, se encontrd en su mayor parte (91%) en estado de dimero.

Tabla 9. Datos obtenidos en los experimentos de ultracentrifugacion analitica. M,
representa la masa molecular y f/f; el coeficiente de friccion.

Proteina M,, teorica o Coeficiente de Estado de asociacion
(Da) 0 sedimentacion (s) compatible
BzdR 34895 1.4 4+0.21 = Dimero = 100%
3.9+0.15 = Dimero = 91%
BzdR3 34922 1.6 - * Otros = 9%
3.5+0.23 = Dimero = 37%
BzdR4 34868 2.3 2.2+0.18 = Monomero = 52%
- = Otros = 11%
] 3 = 0
BzdRS 34895 23 23+0.32 Monoémero = 88%

- = Otros = 12%

Todos estos resultados sugerian que si bien la sustitucion del residuo Argl 14
por Glu impedia la dimerizacion de BzdR, este estado oligomérico no dependia de
la formacion de puentes salinos entre los residuos Argl14 y Glul11 de la region del
linker. Ademas, los resultados obtenidos revelaban que la proteina BzdR no es
capaz de interaccionar eficazmente con el promotor Py en estado monomérico,

requiriéndose un dimero del regulador para la union al DNA diana.

3.2.3.2 Analisis funcional de la region LBzdR

Con el fin de confirmar si la region LBzdR influye en la dimerizacion de la
proteina BzdR y/o interviene en la transmision de la sefial entre los dominios
NBzdR y CBzdR, se utilizé un abordaje genético de mono-hibrido desarrollado con
el fin de caracterizar interacciones proteina-proteina en organismos procariotas (Di
Lallo et al., 1999). Este sistema aprovecha la estructura y las propiedades de la
proteina represora dimérica codificada por el gen cl del fago A (Di Lallo et al.,
1999; Hu et al., 1990; Longo et al., 1995). El represor CI del fago A (Acl) presenta
dos regiones, N-terminal (ANcl) y C-terminal (ACcl), conectados por una secuencia
linker (ALcI) de 38 residuos (Pabo et al., 1979). Aunque la region ANcI + ALcl
(dominio NTDcl) es capaz de dimerizar débilmente en solucion (Pabo et al., 1979),
es el dominio C-terminal (CTDcl) el principal responsable del proceso de
dimerizacion de la proteina reguladora, asi como de la unidon cooperativa de los
dimeros de Acl a las regiones operadoras del promotor Pr del fago A (Pabo y Lewis,

1982). Por ello, el dominio NTDcl es una util herramienta para detectar dominios de
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dimerizacion heterologos, que al fusionarse con el primero, permiten al regulador
quimérico resultante unirse al promotor Pg (Di Lallo et al., 1999).

El sistema genético desarrollado en esta tesis estd basado en el plasmido que
expresa el dominio NTDcl solo o fusionado a diversos dominios heterologos,
incluyendo el gen cat (Di Lallo et al., 1999) que codifica la enzima dimérica
cloranfenicol acetiltransferasa tipo III de E. coli (control positivo de dimerizacion;
Fig. 40) (Leslie, 1990), y en el plasmido compatible pSJ6 que expresa la fusion
Pr::lacZ (Jaenecke et al., 1996), la cual permite monitorizar la union al DNA de los
distintos reguladores quiméricos. Como se aprecia en la Figura 40B, cuando se
expresa el dominio NTDcl, el promotor Pg muestra unos niveles de expresion
significativos (~ 400 U. Miller), mientras que cuando se expresa la quimera control
NTD-Cat, la actividad -galactosidasa se reduce en mas de un orden de magnitud.

La quimera NTD-LBzdR, si bien mostréo una actividad represora sobre el
promotor Pr ligeramente menor que la proteina NTDcl (Fig. 40B), no redujo los
niveles de actividad P-galactosidasa tan drésticamente como lo hacia la quimera
control NTD-Cat, lo que parecia indicar que la capacidad de dimerizacion inducida
por la region LBzdR era nula o, al menos, muy reducida.

Asumiendo que el resultado observado podia haberse producido por un mal
plegamiento del linker al quedar situado en el extremo C-terminal de la proteina
NTD-LBzdR, se construy6 una nueva quimera (QA) donde se fusiond el dominio
NTDclI a la region LBzdR y al dominio CBzdR. En este caso, la quimera QA mostro
los mismos niveles de represion ejercidos por la quimera control NTD-Cat (Fig.
40B), lo que indicaba que la quimera QA se encontraba en forma dimérica.

Con el fin de determinar si el linker de BzdR era el responsable directo de la
dimerizacion de la quimera QA, se disefid una nueva quimera denominada QA2, que
contiene el dominio CBzdR fusionado al dominio NTDcl y en la que LBzdR esta
ausente. Como se aprecia en la Figura 40B, los niveles de represion causados por
QA2 fueron similares a los niveles obtenidos con la quimera QA, lo que indica que
QA2 se encuentra en forma de dimero. En conclusion, todos estos datos sugerian que
la region LBzdR no es imprescindible en la dimerizacion de las proteinas

quiméricas y, por ende, en la dimerizacion de BzdR.
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Figura 40. (A) Representacion esquematica de las fusiones llevadas a cabo con el dominio NTD
del represor Acl. Amarillo: dominio NTD del represor Acl (NTDecl). Verde: region linker LBzdR de la
proteina BzdR (L). Rosa: cloranfenicol acetiltransferasa (Cat). Azul: dominio C-terminal de la proteina
BzdR (CBzdR). (B) Actividad B-galactosidasa del ensayo de mono-hibrido con la fusién Pg::lacZ.
La cepa E. coli MV 1190 pSJ6(Pg::lacZ) fue transformada con los plasmidos pcl, pcl-cat, pcI-LBzdR,
pcl-QA y pcl-QA2 que expresan las fusiones NTDcl, NTD-Cat, NTD-LBzdR, QA y QA2,
respectivamente. Las distintas cepas se cultivaron en medio LB y se midi6 la actividad -galactosidasa
tal y como se detalla en el apartado 6.1.1 de Materiales y Métodos. Los datos mostrados son el resultado
de un experimento, pero los valores fueron reproducidos en tres experimentos separados e
independientes, y presentaron una desviacion estandar menor del 10%.

Por otro lado, los resultados del experimento de mono-hibrido con la
quimera QA2 revelaron que, si bien el dominio CBzdR aislado es un monémero
homogéneo en soluciéon, como se ha demostrado anteriormente (Tabla 8), dicho
dominio CBzdR debe presentar motivos implicados en el proceso de dimerizacién
suficientes para estabilizar el dimero de NTDcl. Una vez descartado un papel

esencial del linker de BzdR en la dimerizacion del regulador, se explord su posible
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funcion en la transmision de informacion entre los dos dominios de la proteina
BzdR en presencia del inductor benzoil-CoA.

Con el fin de abordar esta cuestion, se construyeron las cepas E. coli
MV1190 portadoras de los plasmidos pcl-QA (expresa la proteina QA) 6 pcl-QA2
(expresa la proteina QA2), y los plasmidos compatibles pCKO01-BzdA (expresa la
enzima benzoato-CoA ligasa, cuya actividad enzimatica da lugar al inductor
benzoil-CoA a partir de benzoato y CoA) y pSJ6 (incluye la fusion Pg::lacz).
Cuando estas cé€lulas fueron cultivadas en presencia o en ausencia de benzoato se
pudo observar que, si bien tanto QA como QA2 eran capaces de reprimir eficazmente
la expresion de la fusion Pgr::lacZ en ausencia de benzoato, sélo la quimera QA
permitia la actividad del promotor Pr en presencia de benzoato y, por tanto, cuando

existia el inductor benzoil-CoA en la célula (Fig. 41).
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Figura 41. Ensayo de mono-hibrido con las proteinas QA y QA2 en presencia o ausencia de benzoato.
La cepa E. coli MV 1190 pSJ6 (Pr::lacZ) fue transformada con los plasmidos pcl, pcI-QA 6 pcl-QA2, que
expresan las fusiones NTDcl, QA y QA2, respectivamente, y con el plasmido pCKO01-BzdA que expresa la
enzima benzoato-CoA ligasa (BzdA). Tras ser cultivadas anaerobicamente en medio LB en presencia
(+Bz) o ausencia (-Bz) de benzoato 3 mM, se midi6 su actividad B-galactosidasa tal y como se detalla en el
apartado 6.1.1 de Materiales y Métodos. Los datos mostrados son el resultado de un experimento, pero los
valores fueron reproducidos en tres experimentos separados e independientes, y presentaron una
desviacion estandar menor del 10%.

Estos resultados revelaban que la quimera QA es capaz de reconocer
eficazmente benzoil-CoA y transmitir el cambio conformacional sufrido por el
dominio CBzdR al dominio NTDcI induciendo la desrepresion del promotor Pg. Sin

embargo, este fenomeno de desrepresion no se observa con la quimera QA2, lo que
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indica que en este caso no se produce de forma eficaz la transmision de informacion
desde el dominio CBzdR al NTDclI en presencia de benzoil-CoA.

Todos estos datos tomados en conjunto sugieren que el papel del linker
(LBzdR), si bien no parece ser fundamental en el proceso de dimerizacion de BzdR,
es crucial en el proceso de transmision de la informacion desde el dominio CBzdR,
que sufre un cambio conformacional al interaccionar con el inductor benzoil-CoA,

al dominio NBzdR.

3.3 Analisis del cambio conformacional sufrido por la proteina BzdR en presencia

del inductor

El cambio conformacional sufrido por la proteina BzdR al unirse a su inductor, el
benzoil-CoA, se analiz6 mediante distintas técnicas. Los resultados obtenidos mediante
espectroscopia de fluorescencia en la region UV-visible del espectro excitando las
muestras a una longitud de onda de 275 nm revelaron un cambio conformacional como
resultado de la interaccion entre BzdR y el benzoil-CoA (Fig. 42). Al igual que sucedia
con la proteina CBzdR, cuando la proteina BzdR se encuentra en presencia del inductor
benzoil-CoA, no sélo se detecta un descenso de la emision de fluorescencia, sino que
ademas se puede observar un desplazamiento del méximo de emision, aunque en este
caso, dicho maximo estaba en los 326 nm en ausencia de ligando, desplazdndose hasta
los 332 nm en presencia de benzoil-CoA. Al igual que en el caso de la proteina CBzdR,
este desplazamiento del espectro indicaba una variaciéon notable del entorno de los
residuos de triptéfano, ya que los residuos de tirosina apenas emiten en este rango de
longitudes de onda. En base a los resultados obtenidos con CBzdR cabe suponer que el
Trp229 es responsable, al menos en parte, de dicho desplazamiento, sin poderse
descartar que el otro Trp de la proteina parental (Trpl12) pueda estar también
implicado.

Por otro lado, los experimentos de proteolisis limitada con tripsina llevados a cabo
con la proteina BzdR también revelaron un cambio conformacional como resultado de
la interaccion entre BzdR y el benzoil-CoA, haciéndose la proteina mas resistente al

ataque de la tripsina en presencia de benzoil-CoA (Fig. 43).
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Figura 42. Interaccion de la proteina BzdR con benzoil-CoA. Ensayo de espectroscopia de
fluorescencia de la proteina Hisg-BzdR en ausencia o presencia de diferentes concentraciones de benzoil-
CoA. Se parte de una concentracion fija de proteina (7.5 uM) y se va incrementando la cantidad de
ligando desde 0 hasta una concentracion de 130 uM. En el interior de la grafica ha sido incluido el valor
obtenido para la constante de disociacion (Ky). En la zona superior derecha se ha incluido una curva de
union que representa la relacion de ligando unido (Lg) entre proteina total (Pt) frente a la concentracion
de ligando (Bz-CoA), la cual muestra el buen ajuste de los resultados experimentales al modelo de union
considerado. Las flechas grises indican el maximo de emision a la minima y maxima concentracion de
benzoil-CoA. Los ensayos se realizaron como se detalla en el apartado 5.7 de Materiales y Métodos.
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Figura 43. Ensayo de digestion con tripsina de la proteina purificada BzdR. El ensayo fue
realizado con BzdR 10 uM vy tripsina 0.02 mg/ml, tal y como se detalla en el apartado 5.6 de
Materiales y Métodos. Calles 0-60: muestras incubadas a 37°C (condiciones 6ptimas de la tripsina)
durante 0, 2, 5, 10, 20, 30 y 60 minutos, respectivamente. Las reacciones se realizaron en ausencia
(panel A) o presencia (panel B) de benzoil-CoA 2 mM. Calles M: marcadores de pesos moleculares,
indicados a la izquierda (en kDa). Las muestras se cargaron en SDS-PAGE al 12.5%.

Se llevaron a cabo experimentos de interferencia mediante ultracentrifugacion
analitica con la proteina purificada BzdR en presencia o ausencia de benzoil-CoA. Los

resultados obtenidos mostraron una pequefia diferencia en el valor del coeficiente de
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friccion (f/fo) de la proteina, siendo menor este valor en presencia de benzoil-CoA
(Tabla 10). Este resultado sugiere que la proteina BzdR ha sufrido una compactacion de
su estructura tras su interaccion con el benzoil-CoA, lo que esta de acuerdo con el
resultado obtenido en el experimento de proteolisis limitada, donde la proteina BzdR es
menos sensible a la tripsina en presencia de benzoil-CoA, sugiriéndose igualmente una

compactacion de su estructura.

Tabla 10. Datos obtenidos en el ensayo de interferencia llevado a cabo mediante ultracentrifugacion
analitica. M, representa la masa molecular y f/f; el coeficiente de friccion.

Proteina M,, tedrica £ Coeficiente de Estado de asociacion
(Da) 0 sedimentacion (s) compatible

BzdR 34895 1.4 3.62+0.1 Dimero
Benzoil-CoA 860 - - =
BzdR + Benzoil-CoA 35755 1.0 3.82+0.1 Dimero

Represor —>» BzdR | |

Activador —>» Fnr| |

Ligando —>» — — — BzCoA Bz PACoA ATP

1 2 3 4 5 6 7

S G B e W TR W < C

Figura 44. Efecto de distintos ligandos en la represion de la proteina BzdR sobre el promotor Py.
Se llevaron a cabo reacciones de transcripcion in vitro de multiples rondas utilizando como molde el
plasmido pJCD-Py (Tabla 5), que incorpora, en sentidos divergentes, un promotor propio, que expresa un
RNAm de 105 nucleotidos (C), y el promotor Py, que expresa un RNAm de 184 nt (Py). Todas las
reacciones incorporaban RNAP 50 nM, segun se detalla en el apartado 6.2 de Materiales y Métodos. Las
reacciones de las calles 2-6 contenian ademas el activador Hiss-Fnr* 20 nM. Las calles 3-6 también
incorporaban proteina purificada His¢-BzdR 50 nM. Las calles 4, 5, 6 y 7 incluian benzoil-CoA (BzCoA)
1 mM, benzoato (Bz) 1 mM, fenilacetil-CoA (PACoA) | mM y ATP (ATP) 1 mM, respectivamente.
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Todos estos datos tomados en conjunto sugieren que BzdR sufre un cambio
conformacional al unirse el benzoil-CoA a su dominio C-terminal. Este cambio
conformacional sera transmitido al dominio N-terminal por medio del linker, dando asi
lugar a las modificaciones estructurales que se producen en la region HTH y que
conllevan a la disociacion entre el regulador transcripcional y el promotor Py (Barragan
et al., 2005), y finalmente a la activacion de dicho promotor.

La activacion especifica del benzoil-CoA sobre la represion ejercida por BzdR en el
promotor Py se ha demostrado en ensayos de transcripcion in vitro (Fig. 44). En estos
ensayos también se confirm6 que el benzoato no actuaba como inductor y que el
fenilacetil-CoA era capaz de causar una ligera activacion de Py. Ademas, también se
pudo apreciar una ligera activacion en presencia de ATP, lo que estaba de acuerdo con
los resultados de espectroscopia de fluorescencia (Fig. 36) que indicaban una

determinada interaccion del fenilacetil-CoA y del ATP con el dominio CBzdR.
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Objetivo 4. Utilizacion de la proteina BzdR como modelo para la

generacion de nuevos reguladores transcripcionales

Como se ha demostrado anteriormente, la proteina BzdR posee una arquitectura
modular con dos dominios, NBzdR y CBzdR, estructural y funcionalmente
independientes, conectados entre si por una region linker, LBzdR, que actia como
transmisor de la informacién entre ambos en presencia de la molécula inductora
benzoil-CoA. La naturaleza modular de BzdR facilita su utilizacién para el disefio de
nuevos reguladores artificiales que permitan profundizar en el estudio de las relaciones
estructura/funcioén de los dominios de BzdR, en el origen evolutivo de los reguladores
de la subfamilia BzdR, asi como en el desarrollo de nuevos circuitos reguladores de

interés en el campo de la biologia sintética.

4.1 La proteina quimérica QA controla el ciclo litico del fago A

La proteina quimérica QA es una proteina capaz de reprimir el promotor Pg del fago
A (Fig. 40). Este promotor esta directamente implicado en la activacion del ciclo litico
tras la infeccion fagica (Herskowitz, 1973; Reichardt, 1975a; Reichardt, 1975b), por lo
que la proteina QA deberia ser capaz, en principio, de proteger de la lisis a células de E.
coli portadoras de dicha quimera tras su infeccion con el fago A. Con el fin de
comprobar esta hipdtesis, se disefio un experimento de infeccion con fago A de la cepa
E. coli MV1190 expresando distintas proteinas. La cepa parental E. coli MV1190
generd 6.4x10° calvas de lisis tras la infeccion con la preparacion de fago A (Fig. 45).
Como cabria esperar, el control negativo llevado a cabo con la cepa E. coli MV1190
expresando el dominio NTDclI del represor CI, que no puede reprimir de forma eficaz al
promotor Pg del fago A (Fig. 40), no mostr6 una reduccion significativa del nimero de
placas de lisis tras la infeccion con dicho fago A. Por el contrario, el control positivo E.
coli MV1190 expresando la proteina NTD-Cat que es capaz de reprimir eficazmente al
promotor Pgr (Fig. 40), si mostrd una clara reduccion en el numero de placas de lisis
observadas (Fig. 45), lo que revela el papel de este regulador quimérico como represor
efectivo del ciclo litico del fago A.

Cuando la cepa E. coli MV1190 expresa la quimera QA, se observa también una
significativa reduccion (mas de dos ordenes de magnitud) en el niimero de calvas de

lisis respecto a la cepa parental tras la infeccion con el fago A (Fig. 45), lo que esta de
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acuerdo con la represion del promotor Pgr por parte de la quimera QA observada
previamente (Fig. 40). Ademas, la represion del ciclo litico fue revertida con benzoato
en la cepa E. coli MV1190 expresando la quimera QA y la enzima benzoato-CoA ligasa
que genera el inductor benzoil-CoA. Por el contrario, el benzoato no caus6é ningin
efecto en la infeccion del fago A sobre la cepa E. coli MV 1190 expresando la quimera
QA2 y la enzima benzoato-CoA ligasa, lo cual esta de acuerdo con el papel del linker de
BzdR como transmisor de la informacion entre los dominios CBzdR/NBzdR tras la

union al primero del inductor benzoil-CoA.

NTDcl 2Ncl JALcly

NTD-Cat _ ANcl [ALcl m
A

4

6.08 596

415 4.18

395 420 4.04  4.09

Lisis [Log (n° de calvas)]
(3, ]

0 T T
= NTDcl NTD-Cat QA QA Qr QL QA2 Q@2 QA2 QA2
BzdA BzdA BzdA BzdA

-Bz +Bz -Bz +Bz -Bz +Bz -Bz +Bz

Figura 45. Ensayo de infeccion y lisis mediada por el fago A en la cepa E. coli MV1190. La cepa E. coli
MV1190 (=) fue transformada con los plasmidos pcl, pcl-cat, pcl-QA y pcl-QA2 que expresan las fusiones
NTDcl, NTD-Cat, QAL y QA2, respectivamente, representadas en las figuras en color. Las cepas con las
fusiones QA 6 QA2 fueron transformadas posteriormente con el plasmido pCKO01-BzdA (BzdA), que expresa la
enzima benzoato-CoA ligasa, y fueron cultivadas en presencia (+Bz) o ausencia (-Bz) de benzoato 3 mM. La
infeccion con el fago A fue llevada a cabo tal y como se describe en el apartado 6.4 de Materiales y Métodos.
Cobdigo de las construcciones: Amarillo: dominio NTD del represor Acl (NTDcl). Verde: region linker LBzdR
de la proteina BzdR (L). Rosa: cloranfenicol acetiltransferasa (Cat). Azul: dominio C-terminal de la proteina
BzdR (CBzdR). Los datos mostrados son el resultado de un experimento, pero los valores fueron reproducidos
en tres experimentos separados e independientes, y presentaron una desviacion estandar menor del 10%.

En su conjunto, todos estos resultados confirman los obtenidos previamente con la

fusion traduccional Pg::lacZ (Figs. 40 y 41), revelando que la quimera QA es capaz de
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reprimir eficazmente al promotor Pgr en el genoma del fago A (inhibicién del ciclo
litico), y de reconocer benzoil-CoA como molécula inductora que permite la activacion
del promotor fagico (activacion del ciclo litico) (Fig. 45). En resumen, la quimera QA
constituye un nuevo regulador artificial capaz de controlar el ciclo litico del fago A en

respuesta a la presencia/ausencia de benzoato (benzoil-CoA) en la célula.

4.2 La proteina quimérica Q1l: un nuevo represor transcripcional con actividad

enzimatica

Para confirmar la capacidad del dominio NBzdR de unirse al promotor Py y de la
region linker de BzdR de transmitir la informacion desde el dominio receptor de ligando
al dominio NBzdR, se fusioné NBzdRL con la enzima monomérica siquimato quinasa I
(SKI; producto del gen aroK de E. coli) (Fig. 46), tal y como se detalla en el apartado
3.7 de Materiales y Métodos. La proteina quimérica Q1 fue hiperproducida desde el
plasmido pQE32-Q1 y posteriormente purificada tal y como se detalla en el apartado 5.4
de Materiales y Métodos.

Figura 46. Arquitectura modular de

A la  proteina  quimérica  Ql.

/a NBzdR LBz dR\ SKI Representacion  esquematica de  los

dominios que componen la quimera

131 304 Q1. En naranja se muestra el dominio

_ N-terminal de BzdR (NBzdR), en

— verde la region del linker de BzdR

(LBzdR) y en morado la proteina
siquimato quinasa I de E. coli (SKI).

4.2.1 Funcionalidad del dominio N-terminal (NBzdRL) de la quimera Q1

Con el fin de confirmar la funcion predicha para el dominio NBzdRL en la
quimera Q1, se llevaron a cabo una serie de ensayos de interaccion con el promotor
Pn in vitro e in vivo.

En primer lugar, se realizaron ensayos de retardo en gel que demostraron la
capacidad de la quimera Q1 para unirse eficientemente al promotor Py, tal y como
puede apreciarse en la Figura 47A. Esta interaccion era especifica ya que se inhibia
en presencia de sonda Py no marcada radiactivamente (Fig. 47A). En segundo lugar,
se llevaron a cabo ensayos in vivo, transformando la cepa E. coli MC4100-T1 (que

incluye la fusion Py::lacZ en cromosoma; Tabla 4) con el plasmido pCKO01-Ql
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(Tabla 5), que expresa la proteina Q1. Como se puede apreciar en la Figura 47B, la
proteina Q1 mostr6 una capacidad represora del promotor Py tan eficiente como la

mostrada por la proteina parental BzdR.
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Figura 47. Ensayos in vitro e in vivo de la unién de la proteina quimérica Q1 al promotor Py. (A)
Ensayo de retardo en gel. Calles 1 y 6, sonda Py libre. En las calles 2-5 y 7-10 se afiadieron
concentraciones crecientes, 5, 10, 25 y 50 nM, respectivamente, de la proteina purificada Hise-Q1.
Ademas, en las calles 6-10 se afiadié sonda Py no marcada radiactivamente a una concentracion de 100
nM. Los tres complejos Py::Hisg-Q1 formados se indican como C1, C2 y C3. Los ensayos fueron
realizados tal y como se indica en el apartado 7.2 de Materiales y Métodos. (B) Actividad B-
galactosidasa de la cepa E. coli MC4100-T1, que incorpora la fusion Py::lacZ (Py). Dicha cepa fue
transformada con el plasmido pCK01-BzdR (Py BzdR) o pCKO01-Q1 (Py Q1), que expresan las
proteinas Hiss-BzdR e Hisg-Q1, respectivamente. Todas las cepas fueron cultivadas anaerdbicamente en
medio LB y posteriormente se midid su actividad B-galactosidasa tal y como se detalla en el apartado
6.1.1 de Materiales y Métodos. Los datos mostrados son el resultado de un experimento, pero los
valores fueron reproducidos en tres experimentos separados e independientes, y presentaron una
desviacion estandar menor del 10%.

Siquimato ATP Siquimato + ATP
=

Q1 Q1
4 —

1 2 3 4 6 7 8 9 10 11
Figura 48. Efecto del siquimato y el ATP en el control de la actividad del promotor Py por la
quimera Q1. Se llevaron a cabo reacciones de transcripcion in vitro de maltiples rondas utilizando como
molde el plasmido pJCD-Py (Tabla 5), que incorpora el promotor Py, transcribiendo un RNAm de 184 nt
(Pn), y afiadiendo RNAP 50 nM y proteina Fnr* 20 nM, ambas necesarias para la actividad del promotor
Pn. En las calles 1-4 se afiadieron concentraciones crecientes 0, 25, 50 y 100 nM de la quimera Hisg-Q1,
respectivamente. En las calles 5-11 se fijo la concentracion de Hiss-Q1 en 50 nM. En las calles 5-7, se

afadi6 siquimato 1, 2 y 4 mM, respectivamente; en la calle 8, se afladio ATP 4 mM; y en las calles 9-11,
se afiadio siquimato + ATP 1, 2 y 4 mM de cada uno de ellos, respectivamente.

h
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También se ensay6 la capacidad de represion de la quimera Q1 sobre el
promotor Py, mediante experimentos de transcripcion in vitro. Al igual que en los
ensayos In Vvivo, la proteina Q1 fue capaz de reprimir la actividad del promotor Py
tan eficientemente como lo hacia la proteina parental BzdR, tal y como se puede
apreciar en la Figura 48 (calles 1-4).

Por ultimo, se realizaron experimentos de velocidad de sedimentacion con el
fin de comprobar la homogeneidad y el estado oligomérico de la quimera Q1. Se
ensayaron diferentes concentraciones de proteina Q1, entre 1 y 20 uM, obteniendo
en todos los casos una especie Unica compatible con una masa molecular de una

forma dimérica de la proteina (Tabla 11).

Tabla 11. Datos obtenidos en los experimentos de ultracentrifugacién analitica con la
quimera Q1. M,, representa la masa molecular y f/f; el coeficiente de friccién.

Proteina M,, teorica 5 Coeficiente de Estado de asociacion
(Da) 0 sedimentacion (s) compatible
Q1 36072 1.4 3.68+0.2 Dimero

Todos estos resultados, en su conjunto, indicaban claramente que el dominio
NBzdRL de la quimera Q1 mantenia su integridad estructural y funcional, lo que
permitia el reconocimiento y represion del promotor Py, asi como la dimerizacion

de la quimera Q1.

4.2.2 Funcionalidad del dominio C-terminal (SKI) de la quimera Q1

Dado que la enzima SKI constituye el dominio C-terminal en la quimera Q1,
se decidid comprobar si dicho dominio mantenia su actividad catalitica en la
quimera. Se realizo un ensayo para medir la posible actividad siquimato quinasa de
la proteina Q1 purificada. Como control positivo se utilizo la proteina SKI de E. coli
purificada a partir de las células que hiperexpresan el gen aroK desde el plasmido
pQE32, tal y como se detalla en el apartado 5.4 de Materiales y Métodos. En la
Figura 49 se puede apreciar que la quimera Q1 posee una actividad siquimato
quinasa similar a la de la enzima SKI.

Con el fin de corroborar la actividad siquimato quinasa de la quimera Q1 en un
ensayo in Vvivo, se utilizo una cepa defectiva en los genes aroK y aroL, que codifican

las dos isoformas, SKI y SKII, respectivamente, de la siquimato quinasa en E. coli.
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Actividad (umoles - min-! - mg proteina-)

Esta cepa, denominada E. coli ALO807 (aroK", aroL’), no es capaz de crecer en
medio minimo con glicerol como tUnica fuente de carbono, al no ser capaz de
sintetizar aminodcidos aromaticos (Lobner-Olesen y Marinus, 1992), aunque si
puede hacerlo en presencia de aminoacidos aromaticos suplementados en los
casaminoacidos (Lobner-Olesen y Marinus, 1992). Cuando E. coli ALO807 se
transformo con el pldsmido pQE32-Q1 que expresa la quimera Q1, fue capaz de
crecer en medio minimo con glicerol como unica fuente de carbono y sin necesidad
de ser suplementada con casaminoécidos, lo que demostrd que la proteina Q1

restauraba la actividad siquimato quinasa en la célula (Fig. 50).
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Figura 49. Actividad siquimato quinasa de las proteinas purificadas SKI y Q1. El ensayo de
actividad siquimato quinasa se llevo a cabo tal y como se detalla en el apartado 6.1.2 de Materiales y
Meétodos. Se utilizaron 14 medidas para la obtencion de la curva logaritmica. En el interior de la
grafica se muestra el valor calculado de K, para las proteinas Hiss-Q1 e Hisg-SKI. Cada uno de los 14
puntos utilizados fue el resultado de realizar la media de tres medidas independientes, cuya
desviacion estandar fue menor del 10%.

0.7 Figura 50. Curvas de crecimiento de las
0.6 - cepas de E. coli defec_tivas en los genes aroK
- y aroL. La cepa E. coli ALO807 (aroK’, aroL")
S 0.5- fue cultivada en medio minimo M63,
< utilizando como fuente de carbono glicerol 30
S 04- mM en presencia (linea discontinua morada) o
S en ausencia (linea discontinua verde) de
€ 03- : . CAA — casaminoacidos (CAA) 0.4% (p/v). También
o i ALOSO?{ fue cultivada en idénticas condiciones la cepa

@ I pQE32-Q1 | - caa .
S 027 E. coli ALO807 (pQE32-Q1), que expresa la
proteina Hisg-Q1 en presencia (linea morada) o
0.1- en ausencia (linea verde) de casaminoacidos
e 0.4% (p/v). Las curvas son el resultado de
0 0 ‘; é 1'2 1I6 2'0 2' 4 ZIB 32 ?ealizar lg media de tres rr}ed.ifias seParadas e
independientes, cuya desviacion estandar fue

Tiempo (h) menor del 10%.
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Estos resultados muestran que el dominio C-terminal de la quimera QI

mantiene su integridad estructural y funcional en la proteina de fusion.

4.2.3 La quimera Q1 es un represor transcripcional que responde a siquimato

Puesto que ambos dominios de la quimera Q1, NBzdR y SKI, mantenian sus
respectivas funciones, cabia la posibilidad de que el cambio conformacional
producido en el dominio C-terminal (SKI) tras la unidon de sus sustratos, se
transmitiera al dominio N-terminal (NBzdR) y fuera capaz de modificar su afinidad
por el DNA. De ser asi, la quimera Q1 se habria convertido en un nuevo regulador
transcripcional, capaz de responder a un nuevo estimulo, el siquimato, el cual daria
lugar a la desrepresion del promotor Py de forma anédloga a como lo hace el benzoil-
CoA al unirse a BzdR.

Con objeto de comprobar esta hipotesis, se llevaron a cabo ensayos de retardo
en gel con la sonda Py, afiadiendo los sustratos naturales de la SKI, siquimato y
ATP, a la quimera Q1. Como se puede observar en la Figura 51, la proteina Q1 se
despega de la sonda Py cuando se anaden concentraciones crecientes de siquimato,
de siquimato mas ATP 6, en menor de medida, de ATP. Sin embargo, al anadir
ligandos control tales como el benzoato o la glucosa (moléculas con cierta similitud
estructural al siquimato), no se observé ningtn efecto sobre el retardo de la sonda
Pn por la proteina Q1, lo que sugeria que el cambio conformacional producido en el
dominio SKI es especifico de los sustratos de la actividad enzimatica siquimato
quinasa, y puede transmitirse al dominio NBzdR de la quimera Q1 reduciendo su
capacidad de unién al promotor Py.

Con el fin de confirmar este resultado, se llevaron a cabo ensayos de
transcripcion in vitro con los sustratos empleados anteriormente, tal y como puede
apreciarse en la Figura 48. La represion ejercida por la quimera Q1 sobre el
promotor Py dejaba de producirse al afiadir siquimato a la mezcla de reaccion. Sin
embargo, cuando se afiadia ATP s6lo o ambos sustratos, ATP y siquimato, los
niveles de transcripcion observados eran extremadamente bajos y no permitian
concluir un efecto activador sobre el promotor Py.

En vista de estos resultados, se realizaron ensayos in vivo en la cepa E. coli
MC4100 (pSJ3Pn), que expresa la fusion Py::lacZ en multicopia, transformada con
el plasmido pCKO1-Q1, que expresa la proteina Hise-Q1. Ni siquiera en presencia

de siquimato en el medio de cultivo se logrd detectar actividad del promotor Py al
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Actividad B-galactosidasa

realizar los correspondientes ensayos de actividad B-galactosidasa (Fig. 52), lo que

sugeria que dentro de la célula (y por tanto en presencia de ATP y del siquimato

anadido) no se estaba produciendo la activacién del promotor Py inducida por el

siquimato, al igual que sucedia en los ensayos de transcripcion in vitro.
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Figura 51. Ensayos de retardo en gel de la interaccion de la proteina Q1 con el promotor Py. (A)
Calle 1, sonda Py libre. En las calles 2-10 se afadi6 proteina Hiss-Q1 a una concentracion de 50 nM. En
las calles 2-4, 5-7 y 8-10 se afiadieron tres concentraciones crecientes (0, 2 y 4 mM) de siquimato, ATP
y benzoato, respectivamente. (B) Calle 1, sonda Py libre. En las calles 2-10 se afiadi6 proteina Hiss-Q1
a una concentracion de 50 nM. En las calles 2-6 se afiadieron concentraciones crecientes 0, 0.2, 0.5, 1y
2 mM, respectivamente, tanto de siquimato como de ATP. En las calles 7-10 se anadieron
concentraciones crecientes 0, 1, 2, y 4 mM, respectivamente, de glucosa. En ambos casos se indican los
tres complejos Py::Q1 (C1, C2 y C3), asi como la sonda Py libre. Los ensayos de retardo fueron
realizados tal y como se detalla en el apartado 7.2 de Materiales y Métodos.
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Figura 52. Ensayo in vivo del efecto del siquimato en la
represion del promotor Py por la quimera Q1. La cepa
E. coli MC4100 pSJ3-Py, que incorpora la fusion Py::lacZ
en multicopia (pSJ3Py), fue transformada con el plasmido
pCKO1-Q1. El crecimiento se llevé a cabo en LB y en
condiciones anaerdbicas. La cepa que expresaba la
proteina Hise-Q1 fue cultivada en ausencia (pSJ3Py Q1) 6
en presencia (pSJ3Py Q1 + sk) de siquimato 5 mM.
Posteriormente, se midi6 su actividad -galactosidasa tal y
como se detalla en el apartado 6.1.1 de Materiales y
Métodos. Los datos mostrados son el resultado de un
experimento, pero los valores fueron reproducidos en tres
experimentos separados ¢ independientes, y presentaron
una desviacion estandar menor del 10%.

Estas aparentes discrepancias surgidas entre los resultados obtenidos en los

ensayos de retardo en gel y los resultados obtenidos tanto en los ensayos de

transcripcion in vitro como en los ensayos de actividad in vivo, podian ser
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explicados teniendo en cuenta el mecanismo catalitico de la siquimato quinasa. Asi,
la SKI sufre un cambio de conformacion cuando une alguno de sus dos sustratos
(siquimato y ATP) o ambos (Hartmann et al., 2006), lo cual posibilita que se
catalice la reaccidon enzimatica, generandose siquimato-3P y ADP (De Feyter, 1987;
Pittard, 1987), siempre y cuando esté presente un cofactor necesario para ello, el
cation Mg®" (DeFeyter y Pittard, 1986). En ausencia de Mg, los sustratos de la SKI
son todavia capaces de unirse al centro activo de la enzima generdndose el cambio
de conformacion correspondiente, pero no se puede producir la reaccidon enzimatica.
Teniendo en cuenta esta informacién, y el hecho de que el tampon utilizado en las
reacciones de retardo en gel no lleva Mg”", mientras que el tampén utilizado en las
reacciones de transcripcion in vitro, si lleva Mg”™ (véase apartado 6.2 de Materiales
y Métodos), se podia sugerir que el diferente comportamiento observado era
consecuencia de que en los ensayos de retardo la quimera Q1 no presentaba
actividad siquimato quinasa, mientras que en los ensayos de transcripcion in vitro,
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Figura 53. Actividad siquimato quinasa de las proteinas purificadas SKI y Q1 en el tampén de
retardo (A) y en el de transcripcién in vitro (B). El ensayo de actividad siquimato quinasa se llevé a
cabo tal y como se detalla en el apartado 6.1.2 de Materiales y Métodos. Se utilizaron 8 medidas para
la obtencion de la curva logaritmica. Cada uno de los 8 puntos utilizados fue el resultado de realizar la
media de tres medidas independientes, cuya desviacion estandar fue menor del 10%.

Con objeto de confirmar si la proteina Q1 mostraba actividad enzimatica en

estos ensayos, se llevaron a cabo los experimentos mostrados en la Figura 53, donde
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se puede apreciar que ni la quimera Q1 ni la SKI parental mostraron actividad
siquimato quinasa en el tampdén de retardo, al contrario de lo que sucedia en el
tampon de transcripcion in vitro, donde si existia actividad. De esta forma, cuando
el dominio SKI de la quimera Q1 no es capaz de catalizar la reaccién enzimatica
(ensayos de retardo), pero si de interaccionar con sus dos sustratos (siquimato y
ATP), se produce un cambio conformacional estable que se transmite eficazmente al
dominio NBzdR y no se produce la interaccion de Q1 con la sonda Py (Fig. 51). Por
el contrario, en presencia de Mg>" (ensayos de transcripcion in vitro y ensayos in
Vvivo), el cambio conformacional tras la union de los dos sustratos es transitorio en el
mecanismo de catalisis y, por ello, no puede ser transmitido al dominio NBzdR, con

lo que la quimera Q1 funciona como un “super-represor” de Py (Figs. 48 y 52).

4.3 La proteina quimérica Q2: un nuevo represor transcripcional gue responde a

siquimato in vivo

Dado que el cation Mg”" es imprescindible para que tenga lugar la reaccién
enzimatica de la siquimato quinasa, se plante6 la posibilidad de mutar en la quimera Q1
el residuo o residuos implicados en la union del cation Mg*", con la idea de generar una
nueva quimera sin actividad siquimato quinasa y que fuese capaz de responder al efecto
inductor del siquimato sobre la actividad del promotor Py in vivo. En la siquimato
quinasa de Mycobacterium tuberculosis se ha podido determinar que los residuos
Thr16, Asp32 y Asp34 estan implicados en la coordinacion de un atomo de Mg*" (Gu et
al., 2002). La SKI de E. coli posee dos residuos Asp en las posiciones 34 y 36 que, por
similitud con la siquimato quinasa de M. tuberculosis, parecen ser los implicados en la
union del cation Mg, De esta forma, se construyé mediante mutagénesis dirigida un
mutante de la quimera Q1 (ver apartado 3.8 de Materiales y Métodos), en el que se
sustituyo el residuo Aspl168 (correspondiente al Asp36 en SKI) por un residuo Ala,
dando lugar a la nueva quimera Q2 (Q1piesa) (Fig. 54A).

Tras la hiperproduccion y purificacion de la quimera Q2 (ver apartado 5.4 de
Materiales y Métodos), se llevd a cabo un ensayo de actividad siquimato quinasa, con el
cual se demostro, tal y como se esperaba, que la sustitucion D168A daba lugar a una
proteina sin dicha actividad (Fig. 54B). Sin embargo, la quimera Q2 mantuvo su
capacidad de unirse al promotor Py, y dicha union se inhibia en presencia de siquimato

(Fig. 54C).
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Figura 54. (A) Arquitectura modular de la proteina quimérica Q2. Representacion esquematica de
los dominios que componen la quimera Q2. En naranja se muestra el dominio N-terminal de BzdR
(NBzdR), en verde la region del linker de BzdR (LBzdR) y en morado la proteina siquimato quinasa I de
E. coli, con la sustitucion D168A (SKlpsss). (B) Actividad siquimato quinasa de las proteinas
purificadas SKI, Q1 y Q2. El ensayo de actividad siquimato quinasa se llevo a cabo tal y como se
detalla en el apartado 6.1.2 de Materiales y Métodos. Se utilizaron 8 medidas para la obtencion de la
curva logaritmica. Cada uno de los 8 puntos utilizados fue el resultado de realizar la media de tres
medidas independientes, cuya desviacion estandar fue menor del 10%. (C) Ensayos de retardo en gel
de la interaccion de la proteina Q2 con el promotor Py. Calle 1, sonda Py libre. En las calles 2-5 se
afladid proteina Hisg-Q2 a concentraciones crecientes de 5, 10, 25 y 50 nM, respectivamente. En las
calles 6-8 se afiadio proteina Hisg-Q2 a una concentracion de 25 nM, asi como concentraciones crecientes
0.5, 2 y 4 mM, respectivamente, de siquimato. A la izquierda del gel se indican las bandas
correspondientes a los tres complejos formados (C1, C2 y C3) y a la sonda Py. Los ensayos se realizaron
tal y como se detalla en el apartado 7.2 de Materiales y Métodos.

En este caso, a diferencia de lo que sucedia con la quimera QI1, los ensayos de
transcripcion in vitro demostraron que la quimera Q2 permitia la actividad del promotor
Py en presencia de siquimato y ATP (Fig. 55). Por otro lado, se llevaron a cabo
experimentos in Vvivo con la cepa E. coli MC4100 (pSJ3Pn), que expresa la fusion

Pn::lacZ en multicopia, transformada con el plasmido pCKO1-Q2, que expresa la
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proteina quimérica Hisg-Q2. Como se puede apreciar en la Figura 56, la proteina Q2 fue
capaz de reprimir eficazmente la actividad del promotor Py al igual que se observo
previamente con la quimera Q1 (Fig. 52). Sin embargo, y a diferencia de lo observado
con la proteina Q1, al afiadir siquimato al medio, se restaurdé la actividad B-
galactosidasa, lo que indicaba que el promotor Py era activo y, por tanto, que la quimera

Q2 no era capaz de reprimirlo en presencia de siquimato.

Siquimato ATP Siquimato + ATP

Figura 55. Efecto del siquimato y el ATP en el control de la actividad del promotor Py por la
quimera Q2. Se llevaron a cabo reacciones de transcripcion in vitro de multiples rondas utilizando como
molde el plasmido pJCD-Py (Tabla 5), que incorpora el promotor Py, transcribiendo un RNAm de 184 nt
(Pn), y anadiendo RNAP 50 nM y proteina Fnr* 20 nM, ambas necesarias para la actividad del promotor
Pn. En las calles 1-4, se afiadieron concentraciones crecientes 0, 25, 50 y 100 nM, respectivamente, de la
quimera Hisg-Q2. En las calles 5-11, se fijo la concentracion de Hiss-Q2 en 50 nM. En las calles 5-7, se
afiadi6 siquimato 1, 2 y 4 mM, respectivamente; en la calle 8 se afiadio ATP 4 mM, y en las calles 9-11
se afiadio siquimato + ATP 1, 2 y 4 mM de cada uno, respectivamente.

Figura 56. Ensayo in vivo del efecto del siquimato

b 10000 en la represion del promotor Py por la quimera Q2.
3 . ?‘ Y La cepa E. coli MC4100 (pSJ3-Py), que incorpora la
'g © 7500 —N-' ac fusion Py::lacZ  en  multicopia  (pSJ3Py), fue
g = transformada con el plasmido pCKO1-Q2. EI
8 = crecimiento se llevo a cabo en LB y en condiciones
8; § 5000 - anaerobicas. La cepa que expresaba la proteina Hisg-
@ ® Q2 fue cultivada en ausencia (pSJ3Py Q2) 6 en
. -g presencia (pSJ3Px Q2 + sk) de siquimato 5 mM.
:c;: 2 2500+ Posteriormente, se midié su actividad B-galactosidasa
5 tal y como se detalla en el apartado 6.1.1 de Materiales
< 0- y Métodos. Los datos mostrados son el resultado de un

experimento, pero los valores fueron reproducidos en
PSJ3Py pSJ3Py pSJ3Py tres experimentos separados e independientes, y
Q2 Q2+sk presentaron una desviacion estandar menor del 10%.

Estos resultados sugerian que la quimera Q2 era capaz de interaccionar con el
siquimato y mantener el cambio conformacional que éste induce en la estructura del

dominio SKI, lo que permitiria la transmision de esta informacion al dominio NBzdR,
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impidiendo la unién de éste al DNA diana. De esta forma, la pérdida de la actividad
siquimato quinasa por parte del dominio SKI permite considerar a la quimera Q2 como
un nuevo regulador artificial que controla eficazmente al promotor Py en respuesta a la

presencia o ausencia de siquimato.

4.4 La region LBzdR es indispensable para la correcta actividad reguladora de la

transcripcion de las quimeras

El papel del linker de BzdR en la transmision de la informacion desde el dominio
CBzdR al dominio NTDclI tras la unién del inductor benzoil-CoA, quedo6 patente en los
ensayos realizados con las quimeras QA y QA2 (ver apartados 3.2.3.2 y 4.1 de
Resultados). Con el fin de determinar la importancia del linker en el proceso de
transmision de la informacion desde el dominio SKI al dominio NBzdR en las quimeras
Ql y Q2 cuando se unen los ligandos correspondientes, ATP y siquimato, se
construyeron dos nuevas quimeras, Q4 y Q5 (Fig. 57), en las que se elimin6 la region
linker de BzdR (LBzdR) (ver apartados 3.7 y 3.8 de Materiales y Métodos). Ambas
quimeras, Q4 y QS5, fueron hiperproducidas y purificadas, tal y como se describe en el

apartado 5.4 de Materiales y Métodos.

Q4 Q5
A A
r

Figura 57. Arquitectura modular de las proteinas quiméricas Q4 y Q5. Representacion esquematica
de los dominios que componen las quimeras Q4 y Q5. En naranja se muestra el dominio N-terminal de
BzdR (NBzdR) y en morado la proteina siquimato quinasa I de E. coli (SKI), con la sustitucion D168A
(SKlpzea) en el caso de la quimera Q5.

En primer lugar, se llevaron a cabo ensayos de retardo en gel con la quimera Q4
sobre el promotor Py, en presencia o ausencia de siquimato y ATP. Si bien la quimera
Q4 era capaz de unirse al promotor Py con una afinidad ligeramente menor a la de la
quimera Q1 en ausencia de ligandos, no fue capaz de despegarse del promotor Py
cuando las reacciones se realizaron en presencia de siquimato y/o ATP (Figs. 58A y

58B).
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Figura 58. A) y B) Ensayos de retardo en gel de la interaccion de la proteina Q4 con el promotor Py.
Calles 1, sonda Py libre. En el panel A, en las calles 2-5 se afiadi6 proteina Hiss-Q4 a concentraciones
crecientes de 5, 10, 25 y 50 nM, respectivamente. En las calles 6-8, se afiadio proteina Hiss-Q4 a una
concentracion de 10 nM, asi como concentraciones crecientes 0.5, 2 y 4 mM, respectivamente, de siquimato.
En el panel B, en las calles 2-8 se afiadio proteina Hisg-Q4 a una concentracion de 10 nM. En las calles 3-5 y
6-8 se afiadieron concentraciones crecientes 0, 2 y 4 mM de ATP y de siquimato + ATP, respectivamente.
(C) Ensayo de proteccion frente a la digestion por DNasa I de la interaccion de las proteinas BzdR, Q1
y Q4 con el promotor Py. Calle 1, sonda Py libre. En las calles 2-5, 6-9 y 10-13 se afiadieron
concentraciones crecientes 25, 50, 100 y 200 nM de las proteinas purificadas Hisg-BzdR, Hiss-Q1 e Hisg-Q4,
respectivamente. En la calle AG fue cargada la reaccion de secuenciacion A+G de Maxam y Gilbert del
promotor Py. A la derecha, se pueden apreciar las 3 regiones operadoras del promotor Py protegidas por las
proteinas, asi como los nucledtidos hipersensibles a la digestion por DNasa I (sefialados con asteriscos).
También se indican a la izquierda las regiones -35, -10 y +1 del promotor Py.

Por otro lado, con el fin de determinar si las proteinas BzdR, Q1 y Q4 protegian las
mismas regiones operadoras del promotor Py, se llevo a cabo un ensayo de proteccion

frente a la digestion con DNasa I. Como se puede observar en la Figura 58C, las tres
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proteinas mostraron huellas de proteccion similares, lo que sugeria que la interaccion
DNA -proteina se producia del mismo modo en los tres casos.

Posteriormente, se llevaron a cabo ensayos de transcripcion in Vvitro con la quimera
Q5 usando como molde el plasmido pJCD-Py (Tabla 5). A diferencia de los resultados
obtenidos con la quimera Q2 (Figs. 54, 55 y 56), la quimera Q5 mantuvo la represion

sobre el promotor Py en presencia de siquimato, de ATP o de ambos (Fig. 59A).
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Figura 59. (A) Efecto del siquimato y/o el ATP en la represion del promotor Py por la quimera Q5 in
vitro. Se llevaron a cabo reacciones de transcripcion in vitro de multiples rondas utilizando como molde el
plasmido pJCD-Py, que incorpora el promotor Py desde el cual se expresa un RNAm de 184 nt (ver
apartado 6.2 de Materiales y Métodos). En todas las reacciones se afiadio RNAP 50 nM y proteina Hise-
Fnr* 20 nM. En las calles 2-5 se afadi6 proteina purificada Hise-Q5 50 nM. En las calles 3,4 y 5 se afiadi6
siquimato, ATP y siquimato + ATP 2 mM, respectivamente. (B) Efecto del siquimato en la represion del
promotor Py por la quimera Q5 in vivo. La cepa E. coli MC4100 (pSJ3-Py), que incorpora la fusion
Pn::lacZ en multicopia (pSJ3Py), fue transformada con el plasmido pCK01-Q5 (Tabla 5). El crecimiento
se llevd a cabo en LB y en condiciones anaerobicas. La cepa que expresaba la proteina Hisg-Q5 fue
cultivada en ausencia (pSJ3Py Q5) o en presencia (pSJ3Py Q5 + sk) de siquimato 5 mM. Posteriormente,
se midi6 su actividad B-galactosidasa tal y como se detalla en el apartado 6.1.1 de Materiales y Métodos.
Los datos mostrados son el resultado de un experimento, pero los valores fueron reproducidos en tres
experimentos separados ¢ independientes, y presentaron una desviacion estandar menor del 10%.

Por ultimo, el gen que codifica la quimera Q5 fue subclonado en el pldsmido
pCKO1, y el plasmido resultante (pCKO1-Q5, Tabla 5) expresado en la cepa E. coli
MC4100 (pSJ3-Py). Cuando esta cepa recombinante se cultivd en presencia o ausencia
de siquimato, no se pudo detectar actividad -galactosidasa (Fig. 59B), lo que indicaba
que la quimera Q5 tampoco era capaz de responder al siquimato in vivo, y por lo tanto
funcionaba como un “super-represor’” del promotor Py.

Todos estos resultados tomados en conjunto indicaban que la region LBzdR es

imprescindible en la transmision de la informacion desde el dominio SKI hasta el
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dominio NBzdR, ya que su ausencia daba lugar a “super-represores” del promotor Py

incapaces de responder al inductor, el siquimato.
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Objetivo S. Estudio de la arquitectura del promotor Py y su interaccion
con la proteina BzdR

En el promotor Py, la region de interaccion con la proteina BzdR se extiende desde
la posicion -146 a la posicion +31 con respecto al sitio de inicio de la transcripcion (+1).
A lo largo de esta region se pueden distinguir 3 cajas operadoras bien diferenciadas:
region I (desde +31 a -32), region 11 (desde -63 a -83) y region III (desde -126 a -146),
como se puede apreciar en la Figura 60 (Barragan et al., 2005). Con el objetivo de
profundizar en el estudio de la arquitectura del promotor Py y su interaccion con el

represor BzdR se llevaron a cabo tanto experimentos in vitro como in vivo.

-174 -146 Region 111 -126
BCGAGCCTCGCGTTTTACTGCGTGTTGCAATGCAACAAAATGCATTTCAT

— —

-112 -101 -83
GCTGCGTTGCGGCAAGAAAGATTBCAGTTTTCCATGCAAAAAATGCAATC

Region I 63 61 -3 -32

8 _ _ _
AAGTGCATGCAAACGTGCCTGACATTTGACTTAGATEAACATICGCCTGGCA
Region 1

CTGCAGTGCGTAACATGCGACATCATGCATTAACGGCAAAATAATGCAGC
e -10 B —

AAAGG 3&5GACTCAGGGACGGGATCCGCAACACATCAGAGGAGATAGTTCG

——
+79 bzdN RBS

ATE =)

Figura 60. Estructura primaria del promotor Py. Secuencia del promotor Py desde la posicion -174 a la
+79, con respecto al sitio de inicio de la transcripcion (+1, indicado en amarillo). Se han sefialado todas las
posiciones que acotan cada una de las regiones operadoras I, II y III, de interaccion con la proteina BzdR
recuadradas en color rosa. También se indican las secuencias y las posiciones que acotan las sondas ml
(linea azul), mlI (linea verde) y mllI (linea roja). Las flechas azules indican las secuencias palindromicas
conteniendo las secuencias palindromicas que reconoce en cursiva. Igualmente, se han sefialado las cajas -
10 y -35 en letras rojas, la regiéon de union del ribosoma (RBS) subrayada en negro y en cursiva, y el codon
de iniciacion (ATG) del gen bzdN, subrayado en color rojo.

5.1 Estudios in vitro de la interaccion de BzdR con las distintas regiones

operadoras del promotor Py

Se amplificaron por separado cada una de las tres regiones operadoras del promotor
Pn para estudiar su interaccion con BzdR mediante ensayos in vitro. Asi, se obtuvieron
las siguientes sondas: ml (incluye la region I), de +79 a -61, mlI (incluye la region I1),

de -38 a-112, mllI (incluye la region I1I), de -101 a -174 (Fig. 60).
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Cuando se llevaron a cabo ensayos de retardo en gel con estas sondas y la proteina
BzdR purificada, en todos los casos se obtuvieron complejos de retardo, si bien BzdR
mostré la mayor afinidad por la sonda ml, la cual era totalmente retardada a una
concentracion de BzdR 250 nM (Kq ~ 10 nM), la menor afinidad por la sonda mlI (Kg ~
250 nM) y una afinidad intermedia (Kq ~ 50 nM) por la sonda mlII (Fig. 61). Merece la
pena destacar que cuando se utilizd el promotor Py completo como sonda ésta era

retardada completamente a una concentracion de BzdR 50 nM (Fig 30A).

A BzdR B BzdR
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Figura 61. Ensayos de retardo en gel de
las regiones I, II y IIT del promotor Py
con la proteina BzdR purificada. Se
utilizé la sonda marcada ml (A), mIlI (B) y
mlII (C), y una concentracién creciente de
Hise-BzdR, tal y como se detalla en el
' apartado 7.2 de Materiales y Métodos. A la

C BzdR

0 5 10 25 50 100 250 500 nM

izquierda de cada figura se han sefialado
mediante  flechas las bandas que
corresponden a las sondas ml, mIl y mlIII,
y a los correspondientes complejos con
Hisg-BzdR (C).

También se llevaron a cabo ensayos de proteccion frente a la digestion por DNasal
con las 3 sondas y la proteina BzdR, donde pudieron apreciarse las regiones protegidas
en cada caso (Fig. 62). En los tres casos, las regiones protegidas por la proteina BzdR en
las sondas ml, mIl y mllIl, coincidieron con las regiones I, II y III, respectivamente,
protegidas por BzdR en el promotor Py completo (Fig. 30B).

Todos estos resultados tomados en conjunto y comparados con los obtenidos con el
promotor Py completo, parecian indicar que, aunque BzdR es capaz de reconocer e
interaccionar independientemente con cada una de las regiones operadoras, la presencia
simultanea de las tres regiones en el promotor Py completo incrementa la afinidad del

represor BzdR por su DNA diana.
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Figura 62. Ensayo de proteccion frente a la digestion por DNasa I de la interaccion de la proteina
BzdR con las regiones I (A), II (B) y III (C) del promotor Py. En cada uno de los ensayos se utilizo
la sonda marcada correspondiente (ml en panel A, mIl en panel B y mIII en panel C), y una
concentracion creciente de Hisg-BzdR, tal y como se indica. En la calle AG fue cargada la reaccion de
secuenciacion A+G de Maxam y Gilbert, llevada cabo con cada una de las sondas, tal y como se detalla
en el apartado 7.3 de Materiales y Métodos. A la derecha de cada figura se han sefialado mediante
corchetes las regiones operadoras I, II y III protegidas por la proteina Hiss-BzdR en cada caso. También
se indican el sitio de inicio de la transcripcion (+1) y las cajas -10 y -35 en el panel A.

5.2 Estudios in vivo de la represion de BzdR sobre variantes truncadas del

promotor Py
Se llevaron a cabo ensayos in Vivo con variantes truncadas del promotor Py que

contenian la region I (de +79 a -32) 6 la region I+l (de +79 a -112), con el fin de
observar posibles diferencias de actividad promotora con respecto al promotor Py
completo. Para ello, se clonaron las sondas ml y mI+II en el plasmido pSJ3, dando lugar
a las fusiones traduccionales Pyl::lacZ y Pyl+Il::1acZ (ver apartado 3.9 de Materiales y
Métodos). Estas construcciones fueron transformadas en la cepa E. coli MC4100 en
presencia o en ausencia del plasmido pCKO01-BzdR que expresa el gen bzdR. Mediante
ensayos de actividad p-galactosidasa se pudo comprobar que tanto la region I como la

[+II generaban promotores cuyos niveles de actividad eran semejantes a los obtenidos
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con el promotor Py completo. De igual forma, la proteina BzdR era capaz de reprimir la
actividad de los promotores Pyl y Pyl+Il tan eficientemente como lo hacia con el

promotor Py (Fig. 63).
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Figura 63. Ensayo in vivo de la accion de la proteina BzdR sobre los promotores Py, Pyl y Pyl+I11.
Las cepas E. coli MC4100 (pSJ3-Py), E. coli MC4100 (pSJ3-Pyl) y E. coli MC4100 (pSJ3-Pyl+11), que
expresan las fusiones Py::lacZ (Py) Pyl::lacZ (Pyl) v Pyl+l1l::lacZ (Pyl+11), respectivamente, fueron
también transformadas con el plasmido pCKO01-BzdR (Py BzdR, Pyl BzdR y Pyl+1l BzdR). El
crecimiento se llevo a cabo en LB y en condiciones anaerdbicas durante 16 horas. Posteriormente, se
midio6 su actividad (-galactosidasa tal y como se detalla en el apartado 6.1.1 de Materiales y Métodos.
Los datos mostrados son el resultado de un experimento, pero los valores fueron reproducidos en tres
experimentos separados e independientes, y presentaron una desviacion estandar menor del 10%.

Por otro lado, se llevaron a cabo ensayos semejantes en Azoarcus sp. CIB. Para ello,
se clonaron las sondas ml y mI+II en el vector pPBBRIMCS-5 (Tabla 5), dando lugar a
los plasmidos pBBRS5PNI y pBBRSPNIFIL, que contienen las fusiones traduccionales
Pnl:zlacz y Pnl+llzlacZ (ver apartado 3.9 de Materiales y Métodos). Estas
construcciones fueron introducidas mediante conjugacion en la cepa Azoarcus sp. CIB.
Mediante ensayos de actividad B-galactosidasa se pudo comprobar que los niveles de
represion del promotor Pyl+Il cuando las células eran cultivadas en presencia de
succinato eran semejantes a los observados con el promotor Py completo. Sin embargo,
en el caso del promotor Pyl, la represion era peor, alcanzando valores cercanos al doble
de los observados con el promotor Py completo. De igual modo, cuando las células eran
cultivadas en presencia de benzoato (condiciones de induccion), los promotores Pyl+I1
y Pn mostraron niveles de actividad similares y, en cualquier caso, inferiores a los

mostrados por el promotor Pyl (Fig. 64).
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Todos estos resultados sugerian que la interaccion del represor BzdR con el

promotor Pyl era mas débil que la mostrada con el promotor completo Py.
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Figura 64. Ensayo in vivo de la expresion de los promotores Py, Pyl y Pyl+11 en Azoarcus sp. CIB.
Las cepas Azoarcus sp. CIB (pBBR5Py), Azoarcus sp. CIB (pBBRSP\I) y Azoarcus sp. CIB
(pBBR5P\IHID), que expresan las fusiones Py::lacZ (Py) Pul:zlacZz (Pyl) y Pul+llzzlacZz (Pyl+ID),
respectivamente, fueron cultivadas anaerdbicamente durante 24-72 h en medio minimo MC en
presencia de succinato 0.2% (Suc) y benzoato 3 mM (Bz). Posteriormente, se midioé su actividad p-
galactosidasa tal y como se detalla en el apartado 6.1.1 de Materiales y Métodos. Los datos mostrados
son el resultado de un experimento, pero los valores fueron reproducidos en tres experimentos
separados e independientes, y presentaron una desviacion estandar menor del 10%.

5.3 Estequiometria de la interaccion BzdR/Py

Con el fin de elucidar el nimero de moléculas del represor BzdR que interaccionan
con el promotor Py, se llevaron a cabo diversos experimentos de ultracentrifugacion
analitica de los complejos proteina/DNA.

En primer lugar, se purificé una sonda de 253 pb (desde la posicion -174 hasta la
posicion +79) que incluye las tres regiones (I, II y III) reconocidas por BzdR,
denominada PyU (Fig. 60). Los experimentos de velocidad de sedimentacion se
realizaron fijando la concentracion de sonda PyU a 0.2 uM, y variando la concentracién
de proteina desde 0.2 uM hasta 10 uM (ver apartado 7.5 de Materiales y Métodos) (Fig.
65). Los complejos proteina/DNA comenzaban a formarse cuando la concentracion de
BzdR era en torno a 1 uM. En estas condiciones, la masa molecular calculada para la el

complejo indicaba que se encontraban unidas 2 moléculas de BzdR. Cuando la
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concentracion de BzdR utilizada era de 2 uM, el nimero de moléculas de regulador
unidas a la sonda PyU se estimé entre 8 y 10, pero la calidad de los datos no permitio
afinar mas en esta estimacion (Fig. 65). A concentraciones superiores de proteina, se
formaban agregados que migraban rédpidamente al fondo del tubo de centrifuga y, por
tanto, no permitian su andlisis. De esta forma, los datos obtenidos sugerian que el tipo
de unién entre BzdR y el promotor Py era cooperativa y parecia saturarse en 8-10

moléculas de proteina por molécula de DNA.
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Figura 65. Anailisis mediante equilibrio de sedimentacion de la interaccién de las proteinas
purificadas BzdR y NBzdRL con la sonda PyU y de NBzdRL con la sonda ml. (A) Distribucion del
gradiente en equilibrio de sedimentacion de la sonda PyU (circulos grises), del complejo PyU + NBzdRL
(circulos negros) y del complejo PyU + BzdR (tridangulos blancos). La grafica interior muestra la relacion
molar de proteina/DNA a medida que se incrementa la concentracion de BzdR (tridngulos blancos) o de
NBzdRL (circulos negros).

A continuacion, se llevo a cabo el mismo tipo de ensayo con el dominio NBzdRL,

con el fin de intentar evitar problemas de agregacion, puesto que esta proteina era mas

soluble que BzdR, y permitia alcanzar concentraciones de hasta 8 uM. Cuando se utilizo
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una concentracion de proteina NBzdRL de 1 uM, la masa molecular calculada para el
complejo sugeria que se encontraban unidas 2 moléculas de proteina. Si tan sélo se
aumentaba la concentracion de proteina al doble, 2 uM, se obtenia un valor de 8
moléculas unidas. Al aumentar la concentracion de proteina a 8 uM, el sistema quedaba
saturado y no se superaban las 8 moléculas de NBzdRL por molécula de PyU (Fig. 65).
Por lo tanto, se pudo establecer claramente que la union entre el regulador y el promotor
PnU era de tipo cooperativo, ya que se pasaba de dos a ocho moléculas (correspondiente
al nivel de saturacion) de regulador unidas en un rango de concentracion del regulador

inferior a un orden de magnitud (de 1 uM a 2 uM) (Fig. 65).
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Figura 66. Analisis mediante equilibrio de sedimentacion de la interaccion de la proteina purificada
BzdR y NBzdRL con la sonda PyU y de NBzdRL con la sonda ml. (A) Distribucion del gradiente en
equilibrio de sedimentacion de la sonda ml (triangulos), y del complejo ml + NBzdRL (circulos). La
gréfica interior muestra la relacién molar de proteina/DNA a medida que se incrementa la concentracion
de NBzdRL (circulos).

De igual modo, se llevd a cabo este ensayo con la proteina NBzdRL y la sonda ml
(la misma que la utilizada en los experimentos in vitro), que soélo incluye la region
operadora | y, por tanto, dos de las regiones palindrémicas del promotor Py. En este

caso, cuando se utilizd6 una concentracion de proteina NBzdRL de 1 puM, la masa
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molecular calculada para el complejo sugeria que se encontraban unidas 2 moléculas de
proteina. Si tan so6lo se aumentaba la concentracion de proteina al doble, 2 uM, se
obtenia un valor de 4 moléculas unidas. Al aumentar la concentracién de proteina a 8
uM, el sistema quedaba saturado y no se superaban las 4 moléculas de NBzdRL por
molécula de ml (Fig. 66). Al igual que en el caso del promotor PyU, se pudo establecer
que la union entre el regulador y la sonda ml era de tipo cooperativo, ya que se pasaba
de dos a cuatro moléculas (correspondiente al nivel de saturacion) de regulador unidas
en un rango de concentracion del regulador inferior a un orden de magnitud (de 1 uM a
2 uM) (Fig. 66), lo que esta de acuerdo con el hecho de que en este caso la sonda de
DNA so6lo posea dos de las regiones palindrémicas reconocidas por BzdR, a la cual se

estarian uniendo dos dimeros de NBzdRL.

5.4 Visualizacion de la interaccion BzdR/Pn mediante microscopia de fuerzas

atomicas (AFM)

La técnica de AFM, detallada en el apartado 7.8 de Materiales y Métodos, permite
visualizar directamente los complejos proteina/DNA dispuestos sobre una superficie
atomicamente plana, facilitando los estudios sobre la topologia y estequiometria de

dichos complejos.
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Figura 67. Esquema de la sonda PyL utilizada en los ensayos de AFM. La sonda de DNA PyL se
extiende desde la posicion -505 hasta la +720, respecto del sitio de inicio de la transcripcion del
promotor Py (+1) indicado en la figura, incluyendo parte del gen estructural bzdN, representado con una
flecha verde. Las regiones operadoras reconocidas por BzdR han sido representadas mediante cajas
moradas con su correspondiente nimero en el interior (I, IT 6 III), y ampliadas en la zona superior. Se
indican las distancias que separan cada una de las regiones sefialadas y, entre paréntesis, el nimero de
pares de bases correspondientes.
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Cuando se analizd la interaccion entre la proteina BzdR purificada y la sonda PyL
(Fig. 67), utilizando una relacion 50:1 de [proteina]:[DNA] (ver apartado 7.8.1 de
Materiales y Métodos), se observaron distintos tipos de complejos BzdR/PyL. De este
modo, se pudieron visualizar interacciones de BzdR con las regiones I, III, I+II, I+III,
[+ y I+II+I1T (Fig. 68A).

A modo de ejemplo, en la imagen de la Figura 68B, se puede observar la sonda PyL
interaccionando con la proteina BzdR en la region I. Al analizar el perfil de la hebra se
pudo determinar una altura homogénea, en torno a los 3 nm en el caso del complejo
BzdR/DNA en la region I, y en torno a 1.7 nm en el caso del DNA desnudo (Fig. 68C).
Ademas, la imagen de este complejo muestra dos zonas bien diferenciadas, lo que se
traduce en dos picos en la grafica, sugiriendo que, en la region I, se encuentran unidos

dos dimeros de BzdR.
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Figura 68. (A) Imagen de la interaccion de la proteina BzdR con diversas regiones de la sonda
PnL. (B) Imagen de la interaccion de BzdR con la region I de la sonda PyL. La linea azul muestra el
perfil analizado en el panel C. (C) Perfil de la hebra de DNA y del complejo con BzdR. En el eje Z se
representa la altura (en nm). La linea azul representa la seccion perfilada de la imagen del panel B. Los
dos primeros picos indican la altura del complejo proteina/DNA en la region I (~3 nm). El tercer pico
indica la altura de la doble hebra de DNA desnudo (~1.7 nm).
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Ademas, a lo largo de todos los andlisis realizados, se pudo encontrar una
superestructura mas compacta que el resto, que se repetia con cierta frecuencia, por lo
que se llevo a cabo un andlisis mas detallado de ésta y de las regiones protegidas por la
proteina BzdR. Para tratar de elucidar este punto, se midi6 la longitud de los brazos
emergentes de estas superestructuras obteniendo unos valores promedio de 108.9 + 20
nmy 1999 + 442 nm (N = 16) (Fig. 69A). Estos valores fueron menores que los
esperados para las distancias tedricas desde la region I (121 nm) y la region I (233 nm)
hasta los extremos de la sonda PyL (Fig. 67). Sin embargo, estas medidas estaban de
acuerdo con un complejo proteina/DNA en el que la proteina interacciona con las
regiones I, II y III, y el DNA se dispone en forma de lazo alrededor del complejo
proteico, siendo la longitud de dicho lazo de 99.4 + 14 nm (N = 14). Con esta
disposicion en lazo, la longitud total de la sonda PyL (416 nm) se reduce en un 4% con
un valor promedio de 398.6 + 28.9 nm (N = 14), lo que esta de acuerdo con la longitud

de la sonda observada en las iméagenes (Fig. 69A).
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Figura 69. (A) Imagen de una superestructura del complejo BzdR/P\L. En la imagen se han
detallado las distancias tanto de los brazos, como del lazo de la superestructura. L y R indican el
extremo izquierdo y derecho de la sonda PyL, respectivamente. (B) Imagen de una superestructura
BzdR/DNA vy su correspondiente perfil de altura. La linea verde de la imagen se corresponde con el
perfil trazado en la grafica inferior. En dicha grafica, en el eje X se representa la longitud de la hebra y
en el eje Z, la altura (ambos en nm). El primer pico se corresponde con la superestructura y el segundo
pico con el DNA desnudo.
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Adicionalmente, se midi6 la anchura de estas superestructuras a la mitad de su
altura, tal y como se muestra en la Figura 69B, obteniéndose un valor de 26.9 +£ 6 nm (N
= 10). Esta anchura, dado que la altura del dimero de BzdR esta en torno a los 5 nm
(Fig. 28), seria compatible con 4-5 dimeros (8-10 moléculas) de BzdR interaccionando
con las regiones I, II y III, lo que esta de acuerdo con los resultados obtenidos en los

experimentos de ultracentrifugacion analitica (Fig. 65).

P,L +BzdR

Figura 70. Imagenes de los complejos BzdR/P\L en ausencia o presencia de distintos
compuestos. (A) Sonda PyL + BzdR. (B) Sonda P\L + BzdR + benzoato 2 mM. (C) Sonda
PnL + BzdR + benzoil-CoA 2 mM. Las flechas blancas sefialan los complejos visibles en cada
uno de los campos.

Finalmente, se traté de determinar el efecto del benzoil-CoA en la formacion de los
complejos BzdR/sonda PyL. Para ello, se llevaron a cabo ensayos de union de la sonda

PnL y BzdR a una relacion 1:42, en presencia de benzoil-CoA 6 benzoato (utilizado
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como control negativo). Como se puede observar en la Figura 70, al afiadir benzoil-CoA
se apreciaba una disminucion del nimero de complejos proteina/DNA, mientras que en
presencia de benzoato, esto no sucedia. Estos resultados estan de acuerdo con el papel
inductor del benzoil-CoA y son consistentes con los datos bioquimicos que sugieren el

despegue de la proteina BzdR del promotor Py en presencia de benzoil-CoA.
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DISCUSION

Al inicio de este trabajo, la regulacion del cluster bzd en Azoarcus sp. CIB mediada
por el regulador BzdR ya habia sido descrita y caracterizada (Barragan et al., 2005). Sin
embargo, aun quedaban muchos aspectos por estudiar tanto de la regulacion y de la
arquitectura del promotor Py como de la proteina BzdR, algunos de los cuales han sido

objetivos de esta tesis.

Discusion 1. Estudio de la regulacion dependiente de oxigeno de la ruta

de degradacion anaerobica de benzoato en Azoarcus sp. CIB

Uno de los primeros objetivos de esta tesis fue el estudio de la regulacion
sobreimpuesta del cluster de degradacion anaerobica de benzoato (bzd) mediada por
oxigeno en la B-proteobacteria Azoarcus sp. CIB.

El papel del oxigeno en la expresion de los genes involucrados en rutas de
degradacion anaerobica de compuestos aromadticos ya ha sido estudiado en algunos
microorganismos. Por ejemplo, cabe destacar el operon badDEFG de la a-
proteobacteria Rhodopseudomonas palustris, que codifica las 4 subunidades de la
benzoil-CoA reductasa, cuya expresion se ve drasticamente reprimida en condiciones de
crecimiento aerobicas (Egland y Harwood, 1999). De igual forma, la sintesis de benzoil-
CoA reductasa de la P-proteobacteria Thauera aromatica se encuentra totalmente
reprimida en presencia de oxigeno (Boll y Fuchs, 1995), al igual que ocurre con los
genes bss que codifican la enzima bencilsuccinato sintasa, implicada en la degradacion
de tolueno en el microorganismo Magnetospirillum magnetotacticum TS-6 o en
Azoarcus sp. CIB, cuya transcripcidon tnicamente tiene lugar en cultivos anaerobicos.

Sin embargo, en la literatura existen algunos casos en los que los genes que
codifican enzimas sensibles a oxigeno, como es el caso de la benzoil-CoA reductasa de
M. magnetotacticum TS-6 (genes bcr) (Shinoda et al., 2005) y la bencilsuccinato sintasa
de T. aromatica DNT-1 (genes bss) (Shinoda et al., 2005), son transcritos no solo bajo
condiciones anaerobicas, sino también en cultivos de células creciendo aerdbicamente

en presencia de benzoato y tolueno, respectivamente.
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Por lo tanto, parece que cada organismo ha desarrollado una particular estrategia de
regulacion para controlar la expresion de aquellos genes implicados en el catabolismo
anaerobico de compuestos aromaticos. En el caso del cluster bzd de Azoarcus sp. CIB
se ha demostrado, en este trabajo, que el oxigeno inhibe la expresion de dichos genes
(Fig. 10A) y, por lo tanto, la activacion de la transcripcion de los genes de la ruta de
degradacion anaerobica de benzoato depende tanto de la presencia de benzoato, fuente

del inductor benzoil-CoA, como de la ausencia de oxigeno.

1.1 La proteina Fnr es un activador del promotor Py

Experimentos in Vvivo realizados con la fusion traduccional Py::lacZ en E. coli
JRG1728 (cepa fnr’) revelaron que la proteina Fnr es imprescindible para que tenga
lugar la activacion del promotor Py (Fig. 10B). Mediante ensayos in vitro de proteccion
frente a la digestion con DNasa I se ha podido conocer que la regién donde se une la
proteina Fnr al promotor Py esta centrada en la posicion -42.5 respecto al inicio de la
transcripcion, conteniendo la secuencia 5’-TTGACTTAGATCAA-3’, practicamente
idéntica a la secuencia consenso (5’-TTGAT-N4-ATCAA-3’, donde N corresponde a
cualquiera de las cuatro bases nitrogenadas) de la proteina Fnr de E. coli, y solapa con la
caja -35 de reconocimiento de la RNAP (Figs. 11 y 12), lo que define a Py como un
promotor dependiente de Fnr de clase II (Guest, 1996; Rhodius y Busby, 1998). Aunque
las secuencias consenso de union de Fnr centradas en las posiciones -39.5 y -42.5
fueron postuladas como las responsables de que tuviera lugar la expresion del operén
badDEFG (Egland y Harwood, 1999) y del gen hbaR (Egland y Harwood, 2000) en R.
palustris, respectivamente, los resultados obtenidos en esta tesis ofrecen la primera
evidencia experimental de que Fnr interacciona especificamente con estas secuencias
consenso, permitiendo la activacion de un promotor (Py) responsable de la expresion de
los genes que codifican proteinas del catabolismo anaerobico de compuestos aromaticos
en Azoarcus sp. CIB.

Tanto la distancia de 19 pb que separa las secuencias -10 (TAACAT) y -35
(TCAACA) del promotor Py, ligeramente superior a la distancia consenso (17 pb) tipica
de los promotores que dependen de la subunidad 6’ de la RNAP, como el hecho de que
la caja -35 difiera parcialmente de la secuencia consenso (TTGACA) (Fig. 11), podrian
explicar la necesidad de la proteina Fnr en la correcta formacion del complejo cerrado
RNAP::Py, imprescindible para que dé comienzo el proceso de la transcripcion (Fig.

71). De acuerdo con esta hipotesis, tanto los ensayos de retardo en gel de Fnr* + RNAP
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(Fig. 15) como los de proteccion frente a la digestion con DNasa I (Fig. 12C) mostraron
que la presencia de Fnr* facilita el reclutamiento y la interaccion de la RNAP con el

promotor Py.

oCTD

-41.5 -35 -10 +1

Figura 71. Modelo de los promotores de clase II dependientes de Fnr. Los promotores
dependientes de Fnr presentan un sitio de reconocimiento para la proteina Fnr centrada en la posicion
-41.5 respecto del punto de inicio de la transcripcion (+1). La region AR-1 de Fnr (cuadrado negro)
hace contacto con el dominio aCTD de la RNAP. La regiéon AR-2 de Fnr (tridngulo negro) hace
contacto con el dominio aNTD de la RNAP. La region AR-3 de Fnr (circulo negro) hace contacto
con la subunidad ¢ de la RNAP. También se muestran las subunidades B y B’ de la RNAP, asi como
las cajas -10 y -35 del promotor dependiente de ¢”°.

Por otro lado, los experimentos de proteccion frente a la accion del KMnOy
demostraron que Fnr actia también promoviendo la transicion del complejo cerrado
transcripcionalmente inactivo a un complejo abierto transcripcionalmente activo (Fig.
16). Este mismo efecto activador de la transcripcién ya ha sido descrito para Fnr en
otros promotores de clase II (Tagami y Aiba, 1998; Wing et al., 2000). Por lo tanto, se
puede concluir que la activacion del promotor Py por Fnr se lleva a cabo facilitando
distintas etapas del proceso de iniciacion de la transcripcion tales como la formacion del
complejo cerrado y del complejo abierto Py::RNAP.

En los resultados in vitro obtenidos mediante ensayos de proteccion frente a la
digestion con DNasa I se pudo apreciar como el aumento en la concentracion de RNAP
derivaba en una mayor proteccion del promotor Py a ambos lados del lugar de union de
la proteina Fnr (Fig. 12C), lo que sugeria interacciones entre ambas proteinas. La
proteccion upstream respecto del sitio de unidon de Fnr podria atribuirse al dominio
oCTD de la RNAP, tal y como se ha demostrado en otros promotores de clase II
dependientes de Fnr, donde la subunidad aCTD de la RNAP se une al surco menor del
DNA, en torno a la posicion -61, inmediatamente upstream de la region protegida por el
dimero de Fnr (Fig. 71), dando lugar a una interaccion que contribuye a la activacion
del promotor (Attey et al., 1994; Busby y Ebright, 1999; Kolb et al., 1993; Wing et al.,

2000). Por otro lado, la proteccion causada por la RNAP downstream respecto del sitio
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Fnr se debe a la interaccion de promotor Py con la subunidad 6”° de la RNAP (Fig. 71).
Estudios previos han permitido identificar una pequea region el dominio C-terminal de
la subunidad ¢”° de la RNAP (residuos 590-603) que es necesaria para que tenga lugar
la activacion dependiente de Fnr en determinados promotores (Lonetto et al., 1998).
Esta region contiene en su secuencia un residuo acido (Glu591) y seis residuos basicos
(Lys593, Arg596, Lys597, Arg599, His600 y Arg603), los cuales, al ser sustituidos, dan
lugar a una disminucion drastica de la activacion de la transcripcion dependiente de Fnr
(Bell y Busby, 1994; West et al., 1993). Los resultados obtenidos en esta tesis
mostraron que, en dos de los tres mutantes ensayados, las sustituciones de Lys por Ala
de las posiciones 593 (KA593) y 597 (KA597) de la subunidad o, redujeron la
actividad del promotor Py (Fig. 13). Estos resultados estan de acuerdo con los obtenidos
previamente con otros promotores de clase II dependientes de Fnr (Lonetto et al., 1998),
y sugieren que el contacto Fnr-c’° juega un papel crucial en la activacion del promotor
Pn.

Por otro lado, los ensayos de transcripcion in vitro confirmaron los ensayos in vivo y
demostraron que Fnr es imprescindible para la actividad del promotor Py, sugiriendo
que la ausencia de actividad del promotor Py en condiciones aerdbicas es debida a la
incapacidad de la proteina Fnr de dimerizar y, por tanto, de unirse a su sitio de
reconocimiento en el promotor.

Los estudios realizados con la proteina Fnr de E. coli han permitido identificar la
necesidad de un regulador adicional que es esencial para la activacion del promotor Py y
de cuya existencia no se habia sospechado previamente. Con el fin de profundizar en el
estudio de la regulacion sobreimpuesta dependiente de oxigeno de los genes bzd, se

procedio a identificar y caracterizar el gen ortdlogo de fnr en Azoarcus sp. CIB.

1.2 AcpR es un activador esencial del promotor Py en Azoarcus sp. CIB

Puesto que el genoma de Azoarcus sp. EbN1 esta secuenciado (Rabus et al., 2005),
se procedio a la busqueda del gen ortologo de fnr de E. coli en el genoma de esta
bacteria. De esta forma, se consiguié localizar un gen ortélogo (ebA5149) entre los
genes hemN (ebA5151), que codifica una coproporfirinégeno III oxidasa, y ebA5146,
un gen de funcién desconocida (Fig. 17). Con esta informacion se amplifico por medio

de PCR el gen ortologo de fnr en Azoarcus sp. CIB, el cual fue nombrado como acpR.
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La asociacion de los genes fnr y hemN en el genoma ya ha sido descrita previamente en
otros organismos (Korner et al., 2003).

El gen acpR codifica una proteina de 248 aminoacidos que posee una significativa
similitud de secuencia con miembros de la superfamilia de reguladores transcripcionales
Fnr/Crp. La construccion de una cepa mutante Azoarcus sp. CIB portadora de una
interrupcion por insercion en el gen acpR (Azoarcus sp. CIBdacpR), y que mostrd ser
incapaz de crecer anaerdbicamente en diversos compuestos aromaticos, tales como
benzoato, fenilacetato o 4-hidroxibenzoato, aunque si era capaz de degradarlos
aerdbicamente, sugeria que el gen acpR esta efectivamente implicado en la regulacion
de la degradacién anaerdbica de benzoato en Azoarcus sp. CIB. Cuando dicha cepa
mutante fue complementada con el gen acpR y éste fue capaz de restaurar el
crecimiento anaerobico en diversos compuestos aromaticos (Fig. 18A), quedd
confirmada la implicacion de AcpR en la degradacion anaerdbica de benzoato en
Azoarcus sp. CIB.

Para poder establecer una relacion directa entre la proteina AcpR y la actividad del
promotor Py se analizé la expresion de la fusion traduccional Py::lacZ en Azoarcus sp.
CIBdacpR. La ausencia de niveles significativos de actividad -galactosidasa en la cepa
mutante acpR tras ser cultivada tanto aerdbica como anaerdbicamente en benzoato, a
diferencia de lo observado con la cepa parental Azoarcus sp. CIB que si mostré unos
niveles significativos de actividad (-galactosidasa al ser cultivada anaerdbicamente en
benzoato (Fig. 18B), confirm6 la implicacion de AcpR en el control positivo del
promotor Py en condiciones anaerobicas.

Todos estos resultados sefialan a AcpR como un activador transcripcional
imprescindible en la actividad del promotor Py cuando Azoarcus sp. CIB es cultivado
en benzoato bajo condiciones anaerdbicas (Fig. 72). En este sentido, el papel fisiologico
de AcpR controlando la expresion de los genes responsables de la ruta central de la
degradacion anaerdbica de compuestos aromdticos en Azoarcus sp. CIB parece ser
equivalente a la funcion llevada a cabo por el regulador AadR, otro miembro de la
superfamilia Fnr/Crp, en el microorganismo fototrofo R. palustris que también posee la
capacidad de degradar anaerdbicamente compuestos aromaticos (Dispensa et al., 1992;

Egland y Harwood, 1999; 2000).
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Figura 72. Organizacion y regulacion del cluster bzd de Azoarcus sp. CIB. Los genes se encuentran
agrupados en dos operones, el operon regulador bzdR (rojo) y el operéon catabolico
bzdNOPQMSTUVWXYZA (azul), controlados por los promotores Pg y Py, respectivamente. El promotor
Py es reprimido por la proteina BzdR (elipse roja). La activacion del promotor Py se produce por medio
de la molécula inductora, el benzoil-CoA, generado por la accion de la benzoato-CoA ligasa (BzdA)
que se une a BzdR. En la zona inferior se muestra la regulacion sobreimpuesta mediada por la proteina
AcpR, que activa al promotor Py cuando se encuentra en ausencia de oxigeno. Los simbolos (-) y (1)
indican represion y activacion transcripcional, respectivamente.

Cuando se llevo a cabo un alineamiento multiple de la secuencia de aminoacidos de
la proteina AcpR con la de otros miembros de la superfamilia Fnr/Crp. Dicho analisis
puso de manifiesto que la proteina AcpR pertenece al grupo Fnr, en el cual destaca la
proteina Fnr de E. coli, ampliamente caracterizada, con la que guarda un 43% de
identidad a nivel de la secuencia de aminoacidos, o la proteina AadR de R. palustris,
con la que guarda un 34% de identidad, ademas de jugar papeles muy semejantes en el
metabolismo celular. Utilizando el modelo de la estructura tridimensional de Fnr de E.
coli se llevo a cabo un modelo de la estructura tridimensional de la proteina AcpR (Fig.
73B). La proteina Fnr de E. coli presenta cuatro residuos de cisteina (Cys20, 23, 29 y
122) que contribuyen a la formacién de un complejo ferro-sulfuroso [4Fe-4S]*" esencial
en la dimerizacion (y consecuente activacion) de Fnr en ausencia de oxigeno (Green et
al., 1996). Estos cuatro residuos de cisteina se encuentran perfectamente conservados en
la proteina AcpR de Azoarcus sp. CIB (Cysl8, 21, 27 y 120), pero no en AadR de R.
palustris, en la cual tinicamente se conservan dos de estos residuos (Cys20 y 116) (Fig.
73A). Por otro lado, las regiones de activacion AR-1, AR-2 y AR-3 involucradas en la
interaccién de la proteina Fnr con las subunidades aCTD, aNTD y c'°-CTD de la

RNAP, respectivamente (de Lorenzo y Timmis, 1994; Lamberg et al., 2002; Weber et
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al., 2005; Williams et al., 1997), se encuentran conservadas en AcpR y AadR, si bien en
esta Ultima proteina la secuencia de aminoacidos de la region AR-1 estd sdlo

parcialmente conservada (Fig. 73A).
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Figura 73. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de las proteinas AcpR, Fnr y AadR, y modelo
tridimensional propuesto para la proteina AcpR. (A) Los numeros de acceso de las secuencias mostradas
son los siguientes: AcpR de Azoarcus sp. CIB [AcpR (CIB)], AAY81959.1; AcpR de Azoarcus sp. EbN1
[AcpR (EbN1)], YP _159953.1; Fnr de E. coli [Fnr], YP_001730333.1; y AadR de Rhodopseudomonas
palustris [AadR], CAE29675.1. Los residuos de cada una de las secuencias estin numerados a la derecha.
Las secuencias fueron alineadas utilizando el programa de alineamiento multiple ClustalW2. Los aminoacidos
han sido representados mediante el codigo de una letra y los cuatro colores en que se muestran representan el
grupo de aminodacidos al que pertenecen: rojo = apolares; verde = polares sin carga; azul = acidos; rosa =
basicos. En la zona inferior del alineamiento, un asterisco (*) significa que los residuos de esa posicion son
idénticos en todas las secuencias; dos puntos (:) significa que existen sustituciones conservadas, acordes con
el codigo de colores mencionado anteriormente; un punto () significa que existen sustituciones semi-
conservadas. Las regiones AR-1, AR-2 y AR-3 se muestran recuadradas en verde, rojo y amarillo,
respectivamente. Los elementos de estructura secundaria predichos por el modelo tridimensional de AcpR han
sido representados en forma de cilindros morados (hélices a) y flechas rosadas (cadenas 3) debajo de las
secuencias. De igual forma, se han resaltado en color naranja las dos hélices a del motivo HTH implicadas en
la interaccion con el DNA, asi como las cuatro cisteinas (18, 21, 27 y 120) en color verde, implicadas en la
formacion del complejo ferro-sulfuroso. (B) Modelos tridimensionales de las proteinas Fnr de E. coli y AcpR
de Azoarcus sp. CIB, donde se pueden apreciar las 6 hélices o y las 9 cadenas 3. Las regiones AR-1, AR-2 y
AR-3 se muestran coloreadas de verde, rojo y amarillo, respectivamente. Las dos hélices a que conforman el
motivo hélice-giro-hélice (HTH) se muestran en color naranja. También han sido indicados los extremos N- y
C-terminal como NH, y COOH, respectivamente.

Las regiones AR-1, AR-2 y AR-3 de AcpR, asi como el motivo hélice-giro-hélice
(HTH) (Fig. 73A) (Aravind et al., 2005) implicado en el reconocimiento del promotor
Pn, se han podido localizar en el modelo de la estructura tridimensional de AcpR (Fig.
73B).

No obstante, a pesar de la similitud entre Fnr y AcpR, ambas proteinas no presentan
las mismas funciones reguladoras en la célula. Por ejemplo, un mutante de E. coli
incapaz de expresar la proteina Fnr genera un efecto pleiotrdpico en la expresion de mas
de 100 genes (Korner et al., 2003), entre los que cabe destacar aquellos que codifican
proteinas necesarias para crecer utilizando nitrato o fumarato como aceptor final de
electrones (Unden et al., 1995). De hecho, en esta tesis se ha demostrado que la proteina
Fnr* fue también capaz de suplir la actividad de la proteina AcpR sobre el promotor Py,
no soélo en E. coli (Fig. 10B), sino también en la cepa mutante Azoarcus sp. CIBdacpR
(pIZ-Fnr*) (Fig. 18A), la cual mostr6 una curva de crecimiento similar a la de la cepa
silvestre al ser cultivada en condiciones anaerdbicas utilizando benzoato como fuente de
carbono. Ademas, cuando el gen fnr fue expresado en la cepa Azoarcus sp. CIBlacZ
(pIZ-Fnr*) cultivada en condiciones aerdbicas utilizando piruvato y benzoato como
fuente de carbono, se observo una induccion de la fusion Py::lacZ de 5 veces respecto
de las mismas células cultivadas en piruvato. Este resultado constituye el primer

ejemplo de como la expresion de una ruta anaerdbica de degradacion de compuestos
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aromaticos puede ser expresada como si se tratase de una ruta aerdbica Unicamente
mediante el cambio de una proteina clave a nivel de regulacion.

Al contrario de lo sucedido con la proteina Fnr de E. coli, el mutante Azoarcus sp.
CIBdacpR no veia afectada su capacidad de crecimiento anaerdbico al utilizar nitrato
como aceptor final de electrones y fuentes de carbono no aromaticas tales como
succinato, acetato o malato. Por lo tanto, parece que el papel fisiologico de AcpR se
centra exclusivamente en la regulacion a nivel transcripcional del cluster bzd, en lugar
de intervenir en procesos globales de regulacion, tal y como hacen otros miembros del
grupo Fnr (Korner et al., 2003), por lo que la proteina AcpR puede ser considerada
como un regulador de la ruta central del catabolismo anaerdbico de compuestos
aromaticos en Azoarcus (de ahi su nombre aromatic central pathway Regulator), de
forma similar a como funciona la proteina AadR en R. palustris (Dispensa et al., 1992;
Egland y Harwood, 1999; 2000).

Las proteinas AcpR y AadR sugieren la existencia de especializacion en
determinados miembros de la superfamilia Fnr/Crp, lo cual podria establecerse como un
principio general de aquellos organismos capaces de degradar compuestos aromaticos
tales como Azoarcus (Rabus et al., 2005) y R. palustris (Larimer et al., 2004), y que
poseen un significativo numero de reguladores Fnr/Crp que se han adaptado de forma
mas o menos especifica para cumplir un papel muy concreto a nivel fisiologico. Asi, por
ejemplo, Azoarcus sp. EbNI posee en su genoma hasta siete genes que codifican
posibles reguladores transcripcionales pertenecientes a la superfamilia Fnr/Crp, entre los
que se encuentran una proteina como Fnr (AcpR), una proteina como Crp, tres proteinas
como Dnr y dos proteinas como Nnr (Rabus et al., 2005) (Fig. 74). La posible
existencia de reguladores similares en el genoma de Azoarcus sp. CIB y su papel

fisiologico en la célula seran objeto de estudios futuros.

161



Discusion

DnrD1 MPRIACSPGTRGETLSSTACPAIGQEHAETERLCRLLVHVPLLSGFSPAEIARFAHGVRE 60
Dnr MP----NP-—-—— TADIPTLLRQISFFSELSADDIDRVARYTRE 35
DnrE MATAIHPP—--—————— e AFQSLSCLEPFSSLDPATLQRLSRGVRV 36
Crp MTQP-——————— o ——— TAVSTTALKTFSLFQGLSDDTLATVSRLAMM 35
Nnr MTTP-———— o —— HTPELARLAHRYPVIATLPESARHRLFETARW 36
NP R --———————————— - - MADRMAGLELFSTLGSSDLACLARGARH 28
Fnr MOQMKATVP--———————————— ITVASLKVACSQCNLVELCLPFGMSENEIDRLDELVGA 46
DnrD1 Q-NVDRGCVVFHKGDPCHGFHLVLAGQVKLAFTSAEGHEKVIEI ILPGQ--TFGEAVMFM 117
Dnr R-TLEKGEVLFQRGDPVHGFFFVVSGQMKLAVSSAQGNEKVVEI I SPMN--SFGEAVMFL 92
DnrE  C-RASRGEMLMHRGARPAGMYAVVEGEVKLFLISSAGAEKIVRLAGRGE--SFCEENILS 93
Crp R-RIPRGQSVVHAGERCDFVYLVLTGSLKVVVSDEDGREV ILT ILGQGE--LFGEMSMFG 92
Nnr A-RVPAGALLFDDHQACEGFPFVVEGSVRVVKCAPNGRELPLYRVAAGETCI ISSSCLLG 95
NnrR R-HLGPGKPLWRAGERAAHFAVIESGIIEIRQTTLTGDGVVVGLFRTGE--AVGLAAVLE 85
Fnr RRKIKRQHHLYRAGDPFEAIYAIRAGSFKTNVLLEDGREQVTGFQMTGE--MLGLDGIS- 103
- - * - - -
DnrD1 DKPYVVMAQALT-DCKLLHISKSVVFDEMDRDPVFCRKI IAGLSHRLHHLIADVETYSLR 176
Dnr NRPYPVFAEGLV-ATRLLHIGQAVVSDL IDQDSSFARKLLAGMAIRLHSMIQDVEIYSLR 151
DnrE DTPQTLAAQATR-DSVVLHLQRPALQTAMAAHPSLTQALMARLSQRMGELVEGMEQCIQR 152
Crp EQPRSATVVAVM-PSDLVMIAKNDFRT I LQGNFEVAWR IMANLADRLRSADRKIESLALM 151
Nnr HEDYNARGIAES-DTVLMLLPKAEFDALLG-EPAFRNFVFHLFAERIADLMQLIEEVAFH 153
NnrR HGLFPADAIAIGGAVDVLSIRADALQEALETSVTVGFAINRALLQHTAALRAKIDIVSAG 145
Enr TELHSCNAIALE-DSEVCVIAYGKLEELSRVVEGLQHQFHKVMSREIVRDHGVMTLLGSM 162
DnrD1 | SGRERIVGYLLRQEE IDGEPRTNGYVSVRLPTSKGTIASRLNLTQEHFSRILHELIEAGL 236
Dnr SSTOQRVIGYLLQQVEQDG---ATGARDIQLPTSKQVIASRLNLTPETLSRIFHDLVNAGL 208
DnrE  SSTQRVAHYLVQHADCSAP--—-- HAEVRLSCDKQT IASQLNLTPETFSRVLNRLTRDGI 207
Crp DVYGRVARLLLEMSEEVNG----- AVVVVRKITKQD IAKMIGASREMVSRVMKDLAAQGL 206
Nnr RLDQRLAGQLLGKG--——=——=————— RVLHVTHQQLADELGSVREFISRLLKGFAAQGL 200
NnrR | SVPRRLAALMIYLIERFGRPTGAEAVVVEVNLSREE I SQLVSARAETVIRILSRWQKAGW 205
Fnr RAEERLAAFLLNMSQRFTAR-GFSAAEFHLRMTREE IGSYLGLKLETVSRAFSKFQEEGL 221
* - -- - - - * * - *

DnrD1 ICVEG-RTIHIPDIEKLRTTQGQF---- 259

Dnr ITVHG-KHIALHDPVGLAHYQG-—-—-- 229

DnrE IVPRGRRSITLTDLRSLQSIAA-————- 229

Crp IEETG-AGIVLRDRLQSV-—-——————- 223

Nnr VKLSR-EQIEILDPAGLRRMASEGRHE- 226

NnrR  LTSRP-GGMEITRADMLRRILDT----- 227

Fnr TAVQQ-KHIRILNICGLKKL IHHPSPRG 248

Figura 74. Alineamiento de las secuencias de aminoicidos de 7 proteinas de la superfamilia
Fnr/Crp cuyos genes estin presentes en el genoma de Azoarcus sp. EbN1. A la izquierda se indica
en nombre del gen que codifica cada una de las proteinas alineadas. Los niimeros de acceso de las
secuencias alineadas son los siguientes: DnrD1 YP 157133.1, Nnr YP 157619.1, DnrE
YP _159000.1, NnrR YP_159618.1, Dnr YP_159949.1, Fnr YP_159953.1, Crp YP_161022.1. Los
residuos de cada una de las secuencias estan numerados a la derecha. Las secuencias fueron alineadas
utilizando el programa de alineamiento multiple Clustal W2. Los aminoacidos han sido representados
mediante el codigo de una letra y los cuatro colores en que se muestran representan el grupo de
aminoacidos al que pertenecen: rojo = apolares; verde = polares sin carga; azul = acidos; rosa =
basicos. En la zona inferior del alineamiento, un asterisco (*) significa que los residuos de esa
posicion son idénticos en todas las secuencias; dos puntos () significa que existen sustituciones
conservadas, acordes con el codigo de colores mencionado anteriormente; un punto (.) significa que
existen sustituciones semi-conservadas. Por ultimo, se ha recuadrado en color gris la region que
incluye el motivo HTH en cada una de las secuencias.
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Discusion 2. Estudio del promotor P del gen bzdR y su implicacion en
la regulacion de la degradacion anaerdbica de benzoato en Azoarcus

sp. CIB

Los reguladores transcripcionales que controlan la expresion de promotores
catabdlicos de rutas de degradacion de compuestos aromaticos suelen controlar también
su propia expresion (Carmona, 2008; Diaz y Prieto, 2000; Tropel y van der Meer,
2004). Sin embargo, no parecen existir estudios sobre la autorregulacion de reguladores
transcripcionales que controlen la expresion de rutas anaerdbicas de degradacion de
compuestos aromaticos. Con objeto de profundizar en el estudio de estos procesos de
autorregulacion en rutas de catabolismo anaerdbico de compuestos aromaticos, se

procedio al estudio de la regulacion del promotor Pg del gen bzdR en Azoarcus sp. CIB.

2.1 BzdR se une a su propio promotor Pr v autorregula su expresion

Mediante experimentos in vivo e in vitro (Figs. 19, 22 y 23) se ha podido demostrar
que la proteina BzdR es capaz de unirse a su propio promotor Pgr y reprimir asi su
expresion, revelando un patrén de induccion dependiente de benzoil-CoA similar al
previamente estudiado entre BzdR y el promotor Py en Azoarcus sp. CIB (Barragan et
al., 2005). Ademas, se localiz6 la posicion +1 del inicio de la transcripcion del gen bzdR
a 39 pb upstream del codon ATG de iniciacion, asi como las cajas -10 (CACTAT) y -35
(TTGCAA) separadas por 17 pb, y que difieren de las cajas consenso -10 (TATAAT) y
-35 (TTGACA) reconocidas por la subunidad ¢’ de la RNAP de E. coli en 3 y 2 nt,
respectivamente. Los ensayos de proteccion frente a la digestion con DNasa I (Fig. 23B)
revelaron la region protegida por BzdR en el promotor Pgr, que se extendia desde la
posicion -33 a la +25 e incluia 3 repeticiones GCAC (Fig. 21). Por lo tanto, BzdR
protege tanto el sitio de inicio de la transcripcion (+1) como las cajas -10 y -35 del
promotor Pr, de un modo similar a la proteccion que ejerce sobre el promotor Py
(Barragan et al., 2005), lo que sugiere que ambos promotores, Py y Pg, estan sometidos
al mismo mecanismo de represion por la proteina BzdR. Por otro lado, y como ya se ha
observado en la interaccion BzdR-Py (Barragan et al., 2005), la union de BzdR al
promotor Pgr induce cambios en la estructura del DNA, tal y como ponen de manifiesto
los enlaces fosfodiéster que dan lugar a las bandas de hipersensibilidad a la digestion

por DNasa I en los ensayos de proteccion. No obstante, existen diferencias

163



Discusion

significativas en la afinidad del regulador BzdR por cada uno de sus promotores. Asi, si
bien en los ensayos de proteccion frente a la digestion con DNasa I fue necesaria una
concentracion de 50 nM de proteina purificada BzdR para proteger a la sonda Py
(Barragan et al., 2005), en el caso del promotor Pr fue necesaria una concentracion de
0.5-1 uM de BzdR para obtener niveles semejantes de proteccion (Fig. 24B). Estos
resultados parecen ser congruentes con la represion moderada (Figs. 19 y 22) y fuerte
(Barragan et al., 2005) ejercida por BzdR sobre los promotores Pr y Py,
respectivamente, y que puede ser un reflejo de la distinta arquitectura de estos
promotores. Asi, cabe destacar las tres regiones de unidn descritas en el promotor Py, en
las que repeticiones de la secuencia TGCA forman parte de los palindromos de las cajas
operadoras (Barragan et al., 2005). Esta arquitectura del promotor Py se asemeja a la de
una serie de promotores regulados por otros miembros pertenecientes a la familia de
reguladores transcripcionales HTH-XRE, tales como los represores Cro y 434 de los
bacteriofagos A y 434, respectivamente, los cuales también se unen a cortas secuencias
repetidas que, en la mayoria de los casos, se localizan dentro de regiones palindromicas
incluidas en los promotores (Cervin et al., 1998; Koudelka y Lam, 1993; Mandic-Mulec
et al., 1995; Weickert y Adhya, 1992). Por ¢l contrario, en el promotor Pr parece que
existe unicamente un operador reconocido por BzdR, y una Unica secuencia TGCA
situada entre las posiciones -32 y -29 de la region protegida (Fig. 21). Esta diferente
estructura a nivel de arquitectura entre los promotores Pr y Py podria ser la responsable

de las diferentes eficiencias de union entre dichos promotores y la proteina BzdR.

2.2 Papel del oxigeno y fuentes de carbono preferentes en la expresion del gen bzdR

La presencia o ausencia de oxigeno podria jugar un papel esencial en la expresion
del gen bzdR, tal y como sucede con la expresion de los genes cataliticos bzd, cuyo
promotor Py es inhibido por la presencia de oxigeno (véase apartado 1 de la Discusion).
Sin embargo, los resultados obtenidos indican que el promotor Pg presenta niveles de
actividad similares tanto en condiciones aerobicas como anaerobicas (Fig. 24), por lo
que parece no estar sujeto a una regulacion dependiente de oxigeno, lo cual esta de
acuerdo con el hecho de que la proteina AcpR no juega un papel en la regulacion del
promotor Pr (Fig. 24). La expresion aerdbica del gen bzdR contribuiria a reducir la
expresion basal del operon catabodlico bzd cuando las células crecen en presencia de

oxigeno, evitando asi la produccion residual de determinadas enzimas sensibles a
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oxigeno tales como la benzoil-CoA reductasa (BzdNOPQ) (Lopez Barragan et al.,
2004).

El promotor Py estd sometido a represion catabolica mediada por algunos acidos
organicos como succinato, malato y acetato (Lopez Barragan et al., 2004). Si bien la
base molecular de la represion catabolica ha sido estudiada en algunos cluster aerobicos
de degradacion de compuestos aromaticos, no ha sido asi en los cluster anaerobicos,
donde no existen datos sobre posibles factores involucrados en dicha represion
catabolica. En algunos trabajos se ha demostrado que la disminucién de la respuesta de
ciertos promotores de rutas catabolicas cuando las células crecen en presencia de un
sustrato particular y una fuente de carbono preferida, estd mediada por las variaciones
en los niveles de los reguladores transcripcionales especificos de cada ruta. Asi por
ejemplo, la represion catabolica que se produce en la ruta de degradacion de alcanos
(genes alk) codificada en el plasmido OCT de Pseudomonas putida GPol, es
consecuencia de una disminucion de la expresion del activador AlkS (Canosa et al.,
2000). De forma parecida, la represion catabolica de la ruta de degradacion del fenol
(genes phl) en P. putida H, involucra al regulador transcripcional PhIR (Muller et al.,
1996).

Por el contrario, los resultados obtenidos en esta tesis tanto por ensayos de actividad
B-galactosidasa (Fig. 19), ensayos de RT-PCR en tiempo real (Fig. 25) y ensayos de
Western Blot (Fig. 26), indican que la expresion del gen bzdR no esta sujeta a represion
catabolica mediada por acidos organicos, tales como succinato, en Azoarcus sp. CIB.

Los resultados obtenidos mediante RT-PCR cuantitativa (Fig. 26) confirman, no
obstante, la represion catabodlica a nivel transcripcional ejercida por el succinato sobre el
promotor catabdlico Py. En este punto se han descrito varias proteinas involucradas en
la represion catabodlica de diversas rutas de degradacion de compuestos aromaticos en
Pseudomonas, tales como Crc (Morales et al., 2004), PtsN y PtsO (sistema de nitrogeno
fosfotransferasa) (Aranda-Olmedo et al., 2005; Aranda-Olmedo et al., 2006; Cases y de
Lorenzo, 2005; Marqués et al., 2006), y algunas oxidasas terminales tipo “0” (Cyo)
capaces de detectar el estado rédox de la célula (Morales et al., 2006; Petruschka et al.,
2001; Rojo, 2004). Recientemente, se ha descrito un regulador de respuesta (BphQ) en
un sistema de regulacion de dos componentes que parece ser el responsable de la
represion  catabolica del operon bph que controla la degradacion de
policlorobifenilo/bifenilo en la B-proteobacteria Acidovorax sp. KKS102 (Ohtsubo et

al., 2006). Todas estas proteinas presentan su correspondiente ortoélogo en el genoma de
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Azoarcus sp. EbN1 (Rabus et al, 2005): Crc (ebA3323), PtsN/PtsO
(ebA27937/ebA2794), BphQ (ebA125) y tres ortdlogos de la proteina CyoB (ebA4228,
ebA 156, ebA4554). El papel de estas proteinas en la represion catabolica del promotor
Pn y las regiones de éste implicadas en dicha regulacion serdn objeto de estudios

futuros.

166



Discusion

Discusion 3. Estudio funcional y estructural de la proteina BzdR

Como se ha indicado en la Introduccion, los reguladores transcripcionales
encargados de controlar la expresion de promotores catabolicos de rutas de degradacion
aerdbica de compuestos aromaticos han sido ampliamente estudiados tanto a nivel de
funcion como de estructura (Carmona, 2008; Tropel y van der Meer, 2004). Sin
embargo, no existen estudios detallados sobre las relaciones estructura/funcion de
ningun regulador transcripcional que controle una ruta de degradacion anaerdbica de
compuestos aromaticos. Por ello, en esta tesis se profundiz6 en el estudio de la proteina
BzdR, el primer represor descrito hasta el momento en el catabolismo anaerobico de
compuestos aromaticos, y prototipo de una nueva subfamilia de reguladores
transcripcionales procariotas (Barragan et al., 2005).

Se habia sugerido previamente que la proteina BzdR se estructura en dos dominios,
el dominio N-terminal (NBzdR; residuos 1-90), capaz de reconocer y unir DNA por
medio de un motivo HTH, y el dominio C-terminal (CBzdR; residuos 131-298), capaz
de reconocer a la molécula inductora benzoil-CoA, ambos unidos por una secuencia
linker (LBzdR; residuos 91-130) (Fig. 6) (Barragan et al., 2005). En esta tesis se ha
podido demostrar que ambos dominios, NBzdR y CBzdR, pueden ser expresados y
producidos como proteinas independientes (Fig. 29), siendo capaces de unir DNA y
benzoil-CoA, respectivamente, y siendo el linker esencial para la transmision de la
informacion entre ambos dominios.

Para intentar validar los modelos propuestos sobre la estructura tridimensional de
los dominios NBzdR y CBzdR se intentd inicialmente cristalizar la proteina BzdR vy,
mediante difraccion de rayos X, obtener su estructura tridimensional por
reemplazamiento molecular, usando como modelos la estructura de la SKI de E. coli
para el dominio CBzdR y la estructura de la proteina SinR de B. subtilis para el dominio
NBzdR. Sin embargo, la proteina BzdR demostrd ser altamente insoluble e inestable y,
si bien se lograron concentraciones elevadas de proteina (hasta 11 mg/ml), no se
consiguid establecer unas condiciones Optimas de cristalizacion, las cuales requieren
bajas concentraciones de sales. No obstante, se lograron obtener algunos cristales cuya
estructura, al ser desordenada, impidié que difractaran adecuadamente al ser sometidos
a rayos X, razén por la cual no se pudo obtener el conjunto de datos que habrian

permitido la resolucion de la estructura tridimensional de BzdR.
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En este sentido se ha descrito que muchos reguladores transcripcionales parecen
presentar una baja capacidad de cristalizacion por su elevada inestabilidad y su
tendencia a formar agregados y precipitar a elevadas concentraciones, lo cual podria
deberse a su capacidad para sufrir cambios conformacionales y poseer zonas muy
flexibles, como de hecho ocurre con la mayoria de los miembros pertenecientes a la
familia LysR (revisado por Maddocks y Oyston, 2008), lo que impide la determinacién
de su estructura mediante difraccion de rayos X.

En determinados reguladores, ante la imposibilidad de obtener el cristal de la
proteina debido a este tipo de problemas, se opta por intentar cristalizar por separado y
de forma independiente cada uno de los dominios que conforman la proteina completa.
Asi, se han logrado obtener ciertas estructuras tridimensionales parciales que aportan
relevante informacion a nivel estructural y funcional. Un ejemplo que ilustra bastante
bien esta situacion es el caso del represor CI del fago A, del que se hablara mas adelante,
cuya estructura no pudo ser resuelta inicialmente con la proteina completa, razon por la
cual se cristalizo y determind por separado la estructura del dominio N-terminal
implicado en la union al DNA (Pabo y Lewis, 1982) y la del dominio C-terminal,
responsable de la cooperatividad en la union al DNA y de la dimerizacion de CI (Bell et
al., 2000). No obstante, la estructura de la proteina CI completa se ha conseguido
resolver recientemente (Stayrook et al., 2008). En cualquier caso, las estructuras de los
dominios N- y C-terminal de CI dieron una informacién muy valiosa y util en su
momento.

En el caso de la proteina BzdR, se intentaron cristalizar tanto el dominio
NBzdR/NBzdRL, como el dominio CBzdR de forma independiente. Tal y como ha
quedado plasmado en el apartado 3.2 de Resultados, no se obtuvieron cristales
adecuados en ninguno de los casos, a pesar de las mejores condiciones de cristalizacion,
la mayor concentracion y la mayor solubilidad obtenidas en el caso del dominio CBzdR.

Debido a la ausencia de resultados en el campo de la cristalografia, se optd por
otra técnica que pudiera aportar algun tipo de informacion acerca de la estructura
tridimensional de BzdR, por lo que se recurri6 a la microscopia electronica (ME). Con
esta técnica, si bien no se obtienen resoluciones tan elevadas como las obtenidas por
difraccion de rayos X, si se puede obtener informacion muy valiosa sobre la estructura
proteica.

Tal y como se describe en el apartado 3.1.2 de Resultados, la proteina BzdR pudo

ser detectada al microscopio electronico con una resolucion aceptable, lo que permitio,
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tras un exhaustivo estudio de las 5.741 micrografias, llevar a cabo un anélisis
bidimensional el cual sugeria una posible simetria bilateral. El andlisis tridimensional
posterior llevado a cabo con el paquete de programas EMAN (Ludtke et al., 1999),
también sugiri6 que BzdR poseia una simetria bilateral, a pesar de no asumir
inicialmente dicha simetria en el analisis. Al imponer dicha simetria bilateral, se pudo
obtener una estructura tridimensional con una resolucién final de 25 A, en la cual BzdR
es un homodimero en el que se distinguen dos dominios, uno mayor que otro, en cada

uno de los mondmeros, tal y como se muestra en la Figura 28.

Figura 75. Ajuste de los modelos de
CBzdR y NBzdR sobre la estructura
de BzdR obtenida mediante
microscopia electrénica. La estructura
del dimero de BzdR obtenida mediante
microscopia electronica se representa
mediante un volumen azul claro semi-
transparente. La zona que divide cada
uno de los mondmeros ha sido indicada
mediante una linea roja de puntos. El
dominio CBzdR se muestra en un
modelo de cintas de color amarillo,
coincidente con la region superior de la
estructura de BzdR. El dominio NBzdR
se muestra en un modelo de cintas de
color azul oscuro, coincidente con la
region inferior de la estructura de BzdR.

Con objeto de determinar de forma aproximada cémo se ajustaban los modelos
predichos para los dominios NBzdR y CBzdR a la estructura obtenida mediante
microscopia electronica, se llevd a cabo una superposicion de dichos modelos sobre la
estructura 3D, observandose un ajuste moderadamente aceptable entre ambas imagenes
(Fig. 75). Ademas, la estructura obtenida sugeria la posibilidad de que las interacciones
existentes entre los dominios NBzdR de cada uno de los mondmeros pudieran estar

involucradas en la estabilizacion del homodimero del regulador (Fig. 75).

3.1 El dominio NBzdR interacciona especificamente con el promotor Py

Los experimentos de retardo en gel y de proteccion frente a la digestion con DNasa [

revelan que el dominio NBzdR es capaz de unirse correctamente al promotor Py aunque
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con una afinidad algo menor que la mostrada por la proteina parental BzdR (Fig. 30).
Cuando los ensayos se realizaron con el dominio NBzdR conteniendo el linker
(NBzdRL) se pudo observar que la afinidad por el promotor Py en los ensayos in vitro
fue superior a la obtenida con NBzdR y similar a la de la proteina parental BzdR (Fig.
30). Por otro lado, tanto los ensayos de expresion in vivo como los de transcripcion in
vitro indicaron que ambas proteinas, NBzdR y NBzdRL, eran capaces de reprimir la
actividad del promotor Py tan eficazmente como lo hacia la proteina BzdR completa
(Fig. 31), lo que estaba de acuerdo con su correcto posicionamiento en las regiones
operadoras tal y como se observo en los ensayos de proteccion frente a la digestion con
DNasa I (Fig. 30B). Ademas, los ensayos de transcripcion in Vitro en presencia de
benzoil-CoA mostraron la incapacidad de las proteinas NBzdR y NBzdRL para
responder a la presencia del inductor, como cabria esperar de reguladores que no poseen
el dominio CBzdR supuestamente implicado en el reconocimiento de benzoil-CoA (Fig.
31B), lo que convierte al dominio NBzdR en un “super-represor” que, una vez unido al
promotor Py, es incapaz de permitir su actividad aun en presencia de la molécula
inductora.

Cuando se analiz6 el estado de oligomerizacion tanto de BzdR como de NBzdR y
NBzdRL, los resultados obtenidos por medio de ultracentrifugacion analitica indicaron
que las tres proteinas se encontraban en forma dimérica en solucion (Fig. 33, Tabla 8).
Sin embargo, los resultados obtenidos mediante el ensayo de crosslinking con
glutaraldehido (Fig. 32) parecian indicar una capacidad de dimerizacion menor en el
caso de NBzdR, lo cual sugeria un posible papel del linker en la estabilizacion del
homodimero de BzdR. Atendiendo al modelo propuesto de la estructura del dominio
NBzdR, éste consta de 5 a-hélices (Barragan et al., 2005). Para intentar delimitar con
mayor precision la region implicada en la dimerizacion y en la unién al DNA, se
elimind la quinta o-hélice (a5) del dominio NBzdR y se obtuvo la proteina NBzdRO
(residuos 1-76) (Fig. 6), la cual result6 ser inestable y no pudo ser detectada en extractos
celulares (resultados no mostrados). Este comportamiento ya ha sido descrito
previamente en el represor CI del fago A, cuya regiéon N-terminal (ANcl) también
presenta 5 hélices a y si se elimina la quinta hélice a, la proteina resultante pasa a ser
totalmente inestable (Branden y Tooze, 1999). Por lo tanto, NBzdR y ANcl comparten
similitudes estructurales y necesitan las 5 hélices o para mantener su integridad

estructural y funcional. Este tipo de dominio también es compartido con otros
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reguladores transcripcionales de la familia XRE tales como la proteina Cro y el dominio
N-terminal del represor del fago 434 (Mondragon et al., 1989a; Mondragon et al.,
1989b), la proteina Cro y el dominio N-terminal del represor C2 del fago P22 (De Anda
et al., 1983; Sauer et al., 1982) y la proteina Ner del fago Mu (Strzelecka et al., 1995).
La proteina Cro del fago A también posee un elevado grado de similitud a nivel del
motivo HTH, a pesar de que posee una estructura o+ (3 hélices o y 3 cadenas B), en
lugar de las 5 hélices a tipicas de la familia XRE (Anderson et al., 1981), cuyo origen
evolutivo parece encontrarse en las 5 hélices a del represor CI del fago A (LeFevre y
Cordes, 2003). De hecho, es la lamina B3 la responsable de la interaccion proteina-
proteina que da lugar al dimero de la proteina Cro (Matsuo et al., 1995; Ohlendorf et
al., 1998). Las demas proteinas parecen formar sus respectivas formas diméricas a
través de la hélice a5S. No obstante, la mayoria de estas proteinas no se encuentran en su
forma dimérica en solucion a concentraciones fisioldgicas, sino que se encuentran en
forma de mondmero, como se ha descrito en el caso de la proteina Cro del fago P22
(Newlove et al., 2004), la proteina Cro del fago 434 (Mondragon et al., 1989b) o la
proteina Ner del fago Mu (Kukolj et al., 1989), o en forma de equilibrio monoémero-
oligdmero, como se ha descrito en el caso del represor C2 del fago P22 (De Anda et al.,
1983). La proteina Cro del fago A parece ser la inica que se encuentra en forma de
dimero en solucion (Darling et al., 2000; Jana et al., 1997).

Curiosamente, el dominio NBzdR es un dimero no solo en solucidn, sino también a
concentraciones fisiologicas, como demuestran los ensayos in vivo llevados a cabo en E.
coli, donde NBzdR es capaz de reprimir la expresion de la fusion traduccional Py::lacZ
con la misma eficacia que la proteina BzdR parental (Fig. 31A). Estos resultados
sugieren que el dominio NBzdR es capaz de dimerizar eficazmente por si solo, a
diferencia de lo que sucede con el dominio N-terminal de las proteinas presentadas
previamente, excepto en el caso de Cro del fago A, la cual, curiosamente, presenta una
estructura a+f diferente y también dimeriza eficazmente en solucion.

Todos estos resultados demostraban que NBzdR era efectivamente un dominio
estructural y funcionalmente independiente implicado en la dimerizacion del represor

BzdR, y en su interaccion especifica con las cajas operadoras del promotor Py.
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3.2 El dominio CBzdR modifica su conformacion al unirse al inductor, benzoil-

CoA

El dominio CBzdR posee una significativa similitud con enzimas siquimato quinasa
no solo a nivel de secuencia (Barragan et al., 2005), sino también a nivel del contenido
en estructura secundaria. Asi, mediante dicroismo circular del dominio CBzdR revelo
un 40% de a-hélice, un 13.5% de estructura 3, y un 46.5% de estructura no ordenada
(Fig. 34), valores similares a los de la SKI de E. coli (a-hélice 46.5%, estructura 3 10%,
estructura no ordenada 44%), obtenidos a partir de la estructura tridimensional de la
enzima (Romanowski y Burley, 2002). Ademas, a nivel de estructura cuaternaria, tanto
el dominio CBzdR (Tabla 8) como la SKI (De Feyter, 1987) son mondémeros en
solucién. Sin embargo, cuando se llevaron a cabo ensayos de actividad siquimato
quinasa tanto con el dominio CBzdR como con la proteina BzdR completa, no pudo
observarse en ninguno de los dos casos dicha actividad (Fig. 35), indicando que CBzdR
no mantiene la misma funcién que SKI. Para confirmar experimentalmente la hipotesis
de que el dominio CBzdR interacciona con el inductor benzoil-CoA (Barragan et al.,
2005), se llevaron a cabo estudios del espectro de emision de fluorescencia de CBzdR
en presencia o en ausencia de benzoil-CoA. La proteina CBzdR posee tinicamente un
residuo de Trp (W229 en BzdR) y cinco de Tyr (Y180, 185, 188, 247 y 271 en BzdR)
en su secuencia. Los espectros de emision de fluorescencia se llevaron a cabo a dos
longitudes de onda de excitacion: 275 nm, a la cual absorben tanto tirosinas como
triptofanos, y 295 nm, a la cual absorbe unicamente el triptofano, si bien en ambos
casos la emision de fluorescencia es debida fundamentalmente a los residuos de
triptofano. Debido a que la emision debida a los triptéfanos excitando a 295 nm era muy
baja, las curvas de fluorescencia se llevaron a cabo excitando inicamente a 275 nm. Los
espectros de emision de fluorescencia mostraron que ésta disminuia significativamente a
medida que se incrementaba la concentracion de benzoil-CoA en la mezcla de reaccion
(Fig. 36), lo que sugeria un notable cambio de conformacion en el entorno del Trp229.
La constante de afinidad (Kg) calculada para el benzoil-CoA, asumiendo que cada
mondmero de BzdR posee unicamente un sitio de interaccion con el benzoil-CoA,
segiin se deduce del modelo de estructura propuesto para CBzdR (Barragan et al.,
2005), fue de 203 + 35 uM, indicando que la afinidad de CBzdR por el ligando benzoil-
CoA era moderada-débil. El regulador BenM, miembro de la familia LysR que controla

la ruta de degradacion de benzoato en la bacteria Acinetobacter bailyi ADP1 (Collier et
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al., 1998; Schell, 1993), posee una constante de disociacion semejante (0.28 mM) para
uno de sus efectores, el cis,cis-muconato, y un valor casi 5 veces superior (1.2 mM)
para su otro efector, el benzoato. En este caso, cuando se llevaron a cabo estos mismos
ensayos con el dominio C-terminal (BenM-EBD) implicado en el reconocimiento de los
efectores y, por tanto, equivalente a CBzdR, las afinidades obtenidas fueron superiores
(0.12 mM para el cis,cis-muconato y 1.1 mM para el benzoato) a las obtenidos con la
proteina BenM parental (Clark et al., 2004).

También cabe destacar la semejanza entre la constante de afinidad de CBzdR para el
benzoil-CoA (203 uM) y el valor de la Ky, de la SK para el ATP (160 uM; DeFeyter y
Pittard, 1986). De hecho, CBzdR muestra atin algo de afinidad por la molécula de ATP
(Kg 520 uM), lo cual no es extrafio, ya que esta molécula es muy semejante al 3P-ADP
que forma parte del grupo CoA del efector benzoil-CoA. Estos datos apoyan la hipdtesis
acerca del origen evolutivo de BzdR propuesto méas adelante.

Ademas, se pudo observar que el espectro de fluorescencia se desplazaba hacia
mayores longitudes de onda de emision (de 312 a 322 nm) a medida que se aumentaba
la concentracion de ligando afiadida al medio de reaccion, lo que indica un incremento
en la polaridad del entorno del triptéfano y, en menor medida, de alguna o todas las
tirosinas. Este incremento en la polaridad sugiere que probablemente el Trp229 se
encuentre en una nueva posicidbn mas cercana a la superficie de la proteina donde la
polaridad es mayor que en el interior de la proteina. De hecho, en el modelo de la
estructura de CBzdR se puede apreciar que la mayoria de residuos que rodean al Trp229
son de caricter apolar, i. e., Leul38, Ala274 e Ile277 (Fig. 76), con lo que muy
probablemente, cualquier variacion en la orientacion del triptéfano dard lugar a que éste
se encuentre en entornos mas polares, tal y como se deduce del espectro de emisioén en
presencia de benzoil-CoA.

Por otro lado, se pudo determinar las afinidades de CBzdR por analogos
estructurales del benzoil-CoA, tales como el fenilacetil-CoA, u otras moléculas que son
analogos o parte de la estructura del benzoil-CoA, tales como el CoA, el ATP o el
benzoato. Tan solo el fenilacetil-CoA, el CoA y el ATP mostraron interaccion con
CBzdR, aunque sus valores de Kgy, 443 + 183 uM, 426 + 206 uM y 520 + 214 uM,
respectivamente, fueron mayores que el obtenido para el benzoil-CoA. Ademads, en
ninguno de estos casos, se pudo apreciar un desplazamiento del espectro de emision,

que siempre se mantuvo constante en 312 nm, lo que indicaba que, a pesar de estar
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produciéndose un cambio conformacional que da lugar a una disminucion del espectro
de emision, el entorno del Trp229 no parece verse afectado como ocurre cuando el
ligando es el benzoil-CoA.

Dado que los ligandos fenilacetil-CoA, CoA y ATP también interaccionan de forma
especifica con CBzdR y el benzoato no es capaz de inducir ningin tipo de cambio
conformacional, se puede sugerir que CBzdR reconoce principalmente el CoA,
concretamente el grupo 3P-ADP de éste ultimo, en la molécula de benzoil-CoA, sin
poderse descartar un posible papel en dicho cambio de conformacién del grupo

pantotenato de la molécula de CoA.

Figura 76. Entorno del Trp229 en el
modelo estructural de CBzdR. La
secuencia de aminoacidos ha sido
representada mediante un diagrama de
cintas. Unicamente se muestran las
cadenas laterales de los aminoacidos que
rodean al Trp229.

Con el fin de aportar mas evidencias experimentales sobre el cambio de
conformacion producido en CBzdR tras su unién al benzoil-CoA se llevaron a cabo una
serie de ensayos de proteolisis parcial con tripsina, ya utilizados previamente para
demostrar la interaccion de moléculas inductoras con su correspondiente regulador,
como en el caso de la proteina FapR y su ligando el malonil-CoA (Schujman et al.,
2006). En el caso de CBzdR, aunque el patron de bandas de digestion de la proteina
obtenido en presencia y ausencia de benzoil-CoA es similar (Fig. 37), el porcentaje de
proteina digerida difiere significativamente. En presencia de benzoil-CoA, la proteina
CBzdR se encuentra claramente mas protegida frente a la accion de la tripsina, lo cual
sugiere un cambio de conformacidn en su estructura que conlleva una menor exposicion

de aquellos residuos diana para la tripsina (lisinas y argininas).
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En resumen, en esta tesis se ha demostrado experimentalmente que el dominio
CBzdR reconoce e interacciona especificamente con el inductor benzoil-CoA, lo que

conlleva un importante cambio conformacional en su estructura.

3.3 El linker de BzdR es imprescindible en la transmision de informacion entre los
dominios CBzdR v NBzdR

Cuando se llevo a cabo una prediccion de la estructura secundaria del linker de
BzdR (residuos 91-130) con el programa JPred 3 (Cole et al., 2008), se identificaron
dos posibles hélices a (Fig. 77). Ademas, el programa JPred 3 predijo que los residuos
que forman parte de las a-hélices del linker presentan una elevada probabilidad de no
encontrarse expuestos en la superficie de la proteina, sino que permanecerian en el

interior de ésta (Fig. 77).

@A) 91 101 111 121 130
B)  QSPELTLLIQYLSRFPPKTHEWARRLLQNELESSGRSARR
(©)  —---HHHHHHHH-———--- HHHHHHHHHHHHHH - - ————-
®) ----BBBBBBBB--B----B-BB--BB---B-——-=----

Figura 77. Secuencia del linker de BzdR (LBzdR). La fila (A) indica el nimero de residuo en la
proteina BzdR. La fila (B) indica la secuencia de aminoacidos. La fila (C) indica con la letra “H”
aquellos aminoacidos para los cuales el programa JPred 3 predice su implicacién en una estructura
secundaria de tipo hélice a. Los guiones indican residuos en estructura no ordenada. La fila (D)
indica con la letra “B” aquellos aminoacidos que, segun el programa JPred 3, presentan una
probabilidad inferior al 25% de hallarse en superficie.

Cuando se compar6 la secuencia del linker de BzdR con la base de datos PDB, se
encontrd una significativa similitud de la segunda hélices o del linker con una region de
la enzima formato deshidrogenasa dependiente de NAD" de Pseudomonas sp. 101, cuya
estructura tridimensional ya habia sido resuelta (Lamzin et al., 1992). Esta enzima es un
homodimero implicado en la obtencion de poder reductor en la célula mediante la
sintesis de NADH acoplada a la oxidacion de formato (Egorov et al., 1979; Popov et al.,
1978). Curiosamente, la region de la formato deshidrogenasa (residuos 159-174) que
alineaba con la region central del linker de BzdR formaba parte de una hélice a (otA)
que parecia estar implicada en la dimerizacion de la enzima (Lamzin et al., 1992),

formando una estructura en la que las dos hélices aA de cada uno de los mondmeros
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quedaban enfrentadas en sentido paralelo (Lamzin et al., 1994), tal y como se puede

apreciar en la Figura 78.

Figura 78. Estructura tridimensional
de la region oA de la formato
deshidrogenasa (PDB: 2NAD). Los
residuos de color naranja pertenecen a la
hélice oA de uno de los mondémeros y
los residuos amarillos a la hélice aA del
otro mondémero de la  formato
deshidrogenasa. Las lineas punteadas de
color rosa indican los posibles puentes
salinos entre el Glu170 y la Argl73.

Teniendo en cuenta que la hélice aA parece estar implicada en procesos de
dimerizacion, cabia especular con la posibilidad de que la region linker de BzdR
estuviera facilitando también la formacion de un dimero en BzdR, de forma que las
regiones linker de ambos mondémeros quedasen enfrentadas paralelamente. En base a
esta hipdtesis, se propusieron dos residuos (Glulll y Argll4, equivalentes a los
residuos Glul70 y Argl73 de la formato deshidrogenasa) que podrian estar formando
parte de sendos puentes salinos entre los mondémeros del dimero BzdR (Fig. 38)
interviniendo en la dimerizacion del regulador.

Para confirmar experimentalmente la hipdtesis de los puentes salinos, se disefiaron 3
mutantes en la region linker, dos sencillos que deberian impedir la formacion de dichos
puentes y, por tanto, el proceso de dimerizacion, denominados BzdR3 (E111R) y
BzdR4 (R114E), y un tercero denominado BzdRS5 con una doble sustitucion (E111R +
R114E) que le permitiria recuperar dicha capacidad de dimerizacion al restablecerse los
puentes salinos, aunque orientados en forma invertida respecto a la proteina BzdR
parental. En un principio, los resultados obtenidos con el mutante BzdR4 parecian
sugerir un papel ciertamente importante del linker en el proceso de dimerizacion de

BzdR, ya que cuando el residuo Argll4 era sustituido por Glu la proteina mutante
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disminuia drasticamente su capacidad de dimerizacion, tal y como mostraron los
ensayos de ultracentrifugacion analitica, donde se observaron mezclas heterogéneas de
monomero/dimero con un elevado porcentaje de formas monoméricas (52%) (Tabla 9).

Sin embargo, los resultados obtenidos con el mutante BzdR3 reflejaron que la
sustitucion del residuo Glul11 por Arg, que también deberia ocasionar la ruptura de los
supuestos puentes salinos, no implicaba una pérdida significativa en la capacidad de
dimerizacion de la proteina (Tabla 9). Consistente con este ultimo resultado, el doble
mutante BzdR5 no recuperé la capacidad de dimerizacion y los resultados de
ultracentrifugacion analitica indicaron un 88% de formas monoméricas (Tabla 9), un
porcentaje ligeramente superior al observado para el mutante BzdR4. Del andlisis de
todos estos resultados parece concluirse que el linker de BzdR no es imprescindible para
la formacion del homodimero del regulador si bien la sustitucion del residuo Argl14
por un residuo de Glu, y por tanto la disminucion de la carga neta positiva de la region
LBzdR de la proteina, podrian dificultar seriamente la estabilizacion del dimero del
regulador.

De los estudios de interaccion de los reguladores mutantes BzdR3, BzdR4 y BzdR5
con la region promotora Py (Fig. 39) se puede concluir que dicho regulador sélo es
capaz de interaccionar eficazmente con su DNA diana en estado de homodimero
(BzdR3), siendo las formas monoméricas (BzdR4 y BzdRS5) incapaces de unirse al
promotor regulado. El represor CI del fago A comparte esta caracteristica, siendo
incapaz de unirse a su DNA diana si no es en forma de dimero (Pabo y Lewis, 1982;
Weiss et al., 1987). De hecho, el dominio N-terminal de CI (NTDcl) ve muy disminuida
su capacidad de union al DNA debido a que, sin el dominio C-terminal responsable de
la dimerizacion, su capacidad de formar homodimeros se ve drasticamente reducida
(Weiss et al., 1987). Igualmente, cuando se lleva a cabo una mutacion del residuo
Ser228 en la proteina CI se ve afectada la capacidad de dimerizacion del represor, lo
que reduce su capacidad de unirse al DNA diana (Burz et al., 1994).

Con el fin de determinar el papel funcional del linker en el regulador BzdR y poder
concluir definitivamente si esta implicado en la dimerizacion de BzdR, se utilizd un
sistema genético de mono-hibrido basado en la construccion de proteinas quiméricas
con el dominio N-terminal del represor CI del fago A (NTDcl) y en el estudio de su
capacidad de reprimir el promotor Pr de dicho fago (Di Lallo et al., 1999; Hu et al.,

1990; Longo et al., 1995). Dado que tanto la quimera QA, que incorpora el dominio
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NTDclI fusionado a la regiéon LBzdR y al dominio CBzdR (Fig. 40), como la quimera
QA2, que incorpora el dominio NTDcl fusionado directamente a CBzdR, mostraron
capacidad de dimerizar en el ensayo de mono-hibrido, ya que reprimian eficazmente al
promotor Pg del fago A al igual que la proteina de fusion dimérica control NTD-Cat (Di
Lallo et al., 1999) (Fig. 40), se podia concluir que la region linker no parecia ser
necesaria en el proceso de dimerizacion. Estos resultados estaban de acuerdo con el
hecho de que la proteina de fusion NTD-LBzdR, que solo incluia la region linker de
BzdR, apenas si mostro represion del promotor Pr (Fig. 40), lo que indicaba de nuevo
que la region LBzdR no conferia unos niveles significativos de dimerizacion.

En este punto, cabe destacar que el dominio NTDcl incorpora, ademas del motivo
HTH de unioén a DNA, la region linker de la proteina parental CI (residuos 93-131; Fig.
40). Mediante experimentos de RMN se ha demostrado que el linker de CI posee una
gran flexibilidad que permite a ambos dominios, N- y C-terminal, rotar
independientemente uno de otro (Weiss et al., 1983). Esta flexibilidad seria la
responsable de que el dominio CBzdR, un monomero en solucion (Tabla 8), pudiera
establecer las interacciones necesarias con el dominio NTDcl para incrementar
significativamente la ligera dimerizacidn intrinseca de éste, lo que le permitiria a las
quimeras QA2 y QA dimerizar eficazmente.

Si bien la regiéon LBzdR no parece contribuir significativamente a la dimerizacion
del regulador BzdR, los resultados obtenidos in vivo con la fusion Pg::lacZ (Fig. 41)
sugieren que el linker es imprescindible en el proceso de transmision del cambio
conformacional inducido por el benzoil-CoA desde el dominio CBzdR al NBzdR. Asi,
mientras que la quimera QA, que incluye el linker de BzdR, es capaz de responder a la
presencia de benzoil-CoA en la célula permitiendo la activacion del promotor Pg, la
quimera QA2, que no incluye el linker de BzdR, es incapaz de responder a la presencia
de benzoil-CoA (Fig. 41). El papel esencial del linker en la transmision del cambio
conformacional sufrido por un dominio de interaccion con ligando (sustrato) hasta el
dominio NBzdR también queda patente en el estudio de las quimeras Q4 y Q5 (Figs. 58
y 59).

Las regiones linker de los diversos reguladores transcripcionales descritos en la
literatura no presentan una significativa similitud de secuencia. Son frecuentes las
regiones linker con abundancia de residuos de glutamina, arginina, glutamico, serina y

prolina, siendo denominados Q-linkers por el elevado nimero de residuos de glutamina
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(Q) que suelen presentar (Argos, 1990; Wootton y Drummond, 1989). En algunos Q-
linkers, como los presentes en las proteinas NtrB, NtrC, NifA y NifL implicadas en la
regulacion del nitrogeno (Drummond et al., 1986; Drummond y Wootton, 1987), se ha
sugerido que su papel consiste en unir los dos dominios de la proteina, de forma que
puedan producirse las interacciones funcionales necesarias entre ambos, pero sin actuar
de forma directa en la transmision de informacion (Wootton y Drummond, 1989). Asi,
si se producian mutaciones de estos Q-linkers por adicion, delecion o sustitucion de
residuos, no se veian afectadas sus respectivas actividades reguladoras, y solo si el Q-
linker era eliminado por completo se podian observar efectos negativos en dicha
actividad (Wootton y Drummond, 1989). Sin embargo, también se han descrito ciertos
reguladores transcripcionales cuyos linkers no se ajustan a este modelo, como es el caso
de OmpR 6 DmsR. Ambos reguladores poseen regiones linker semejantes a los Q-
linkers que, sin embargo, parecen poseer un papel mas relevante en la transmision de la
informacion entre ambos dominios. De esta forma, cuando estos linkers incorporaban
determinadas mutaciones puntuales, la funcionalidad de los reguladores se veia
totalmente afectada, lo que sugeria que ambas regiones linker estaban implicadas de
forma directa en la transmision de informacion de un dominio a otro (Aiba et al., 1994;
Mattison et al., 2002; Yamamoto et al., 1999).

Al igual que ocurre con otros Q-linkers, el linker de BzdR es abundante en residuos
de glutamina (3), arginina (6), glutdmico (4), serina (5) y prolina (3) (Fig. 77). El papel
de la region LBzdR se asemejaria al del linker del regulador OmpR, ya que, el hecho de
que la quimera QA2 no sea capaz de desreprimir al promotor Pr en presencia de
benzoil-CoA a pesar de poseer la region linker del regulador CI (ALcl) (Figs. 40 y 41),
sugiere que se necesita una determinada secuencia de aminoacidos (y asi una
determinada estructura) en la region linker para la correcta transmision del cambio
conformacional inducido por el benzoil-CoA en el dominio CBzdR, y que dicha
transmision no es posible por medio de cualquier otro linker que simplemente actie
como conector de los dos dominios de la proteina.

Todos estos datos tomados en conjunto, sugieren que el linker de BzdR presenta un
papel crucial en la funcion del regulador y que, lejos de ser una simple secuencia que
une dos dominios, interactia de forma activa, transmitiendo informacion desde el

dominio regulador al dominio efector.
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3.4 Un modelo de accion para la proteina BzdR

En esta tesis se han obtenido una serie de evidencias que demuestran un cambio
conformacional de la proteina BzdR cuando se encuentra unida a benzoil-CoA. En
primer lugar, los experimentos de espectroscopia de fluorescencia revelan una
disminucién significativa del méaximo del espectro de emision cuando BzdR se
encuentra en presencia de benzoil-CoA (Fig. 42) lo que implica un cambio
conformacional, atribuible al dominio CBzdR como se ha discutido anteriormente, y
que quizas también impliquen al Trpl12 incluido en la region linker de BzdR. En
segundo lugar, los experimentos de interferencia en ultracentrifugacion analitica
permitieron detectar pequenas diferencias del coeficiente de friccion de BzdR en
presencia o ausencia de benzoil-CoA (Tabla 10), lo que podria estar indicando un
posible cambio conformacional hacia una estructura mas compacta del regulador
cuando la molécula inductora se encuentra unida. En tercer lugar, los experimentos de
proteolisis parcial con tripsina revelaron, al igual que en el caso de CBzdR, una mayor
resistencia a la digestion por la proteasa para la proteina BzdR en presencia de benzoil-
CoA (Fig. 43), lo que suponia, de nuevo, un cambio conformacional hacia una
estructura mas compacta cuando el regulador interacciona con el inductor.

El cambio conformacional inducido por el benzoil-CoA en el dominio CBzdR del
regulador BzdR se model6 en base a las semejanzas estructurales existentes entre dicho
dominio y la enzima SKI de E. coli, y teniendo en cuenta el mecanismo de accion
conocido para ésta ultima. La actividad enzimatica de las siquimato quinasas tiene lugar
a través de un preciso cambio conformacional inducido por la unioén del sustrato (Gu et
al., 2002). Las siquimato quinasas se componen de 3 regiones: nucleo, LID (tapa) y
NMPB (Nucleotide Mono Phosphate Binding; unién de nucleétidos monofosfato). El
nucleo presenta una secuencia altamente conservada de regiones de union a fosfato (P-
loop o motivo Walker A). La region NMPB es la responsable del reconocimiento y la
unidon de una molécula de ATP. La region LID actiia como una tapa que se cierra y
cubre la molécula de ATP cuando ésta se une a la siquimato quinasa por medio de una
serie de residuos esenciales (Fig. 79). La region LID de las NMP quinasas es muy
flexible y es capaz de sufrir cambios conformacionales drasticos tras la union de los
sustratos (ATP y siquimato). Normalmente, suele adoptar una conformacion “cerrada”
cuando el nucleétido trifosfato se encuentra unido al centro activo de la enzima, para

evitar la hidrolisis del grupo fosfato (Gu et al., 2002) (Fig. 79).
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A

O LID

O Dominio de unién a
nucleétidos (NMPB)

O Dominio de unién a
siquimato

O Motivo
Walker A

LID abierto

Siquimato quinasa

Benzoil-CoA

CBzdR + benzoil-CoA

Figura 79. Estructura de la siquimato quinasa en presencia y ausencia de los sustratos siquimato y
ADP, y modelo de la estructura del dominio CBzdR en presencia de benzoil-CoA. El panel A
representa la estructura de la SKI en presencia de siquimato y ADP (andlogo del verdadero sustrato, ATP,
que permite mantener a la enzima cataliticamente inactiva), donde el LID queda cerrado (N° de acceso
PDB: 2iyq). En la zona superior derecha se indica el codigo de colores que identifica cada una de las
regiones o motivos en la estructura de la SKI. El panel B representa esta misma estructura en ausencia de
sustratos, donde el LID queda abierto (N° de acceso PDB: 2iyt). El panel C representa el modelo de la
estructura de CBzdR en presencia de benzoil-CoA. El modelo fue obtenido a partir de la estructura de la
siquimato quinasa de M. tuberculosis en presencia de siquimato + ADP, sustituyendo el siquimato por el
grupo benzoilo del benzoil-CoA y el ADP por el grupo 3P-ADP del inductor. La figura fue realizada con
el programa PyMol.

En el modelo propuesto para el dominio CBzdR también se identifica una posible

region LID contigua al motivo Walker A implicado en la union de fosfato (Walker et
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al., 1982) (Fig. 79), y cuya secuencia (GLRGAGKT) es compatible con la secuencia
consenso (GXXXXGKT/S) de dicho motivo (Saraste et al., 1990). En el caso de BzdR,
el motivo Walker A se sitia entre la lamina B1 y la hélice a6, concretamente entre las
posiciones 137 y 143 de la secuencia (Fig. 6).

De esta forma, se propone un modelo de accidn para la proteina BzdR en el que la
region LID seria capaz de mantenerse en una conformacion “abierta” cuando la
molécula inductora, el benzoil-CoA, no estuviera presente, y adquirir una conformacion
“cerrada” cuando el benzoil-CoA se encontrara unido al dominio CBzdR, de una forma
semejante a como sucede en el caso de la siquimato quinasa (Figs. 79 y 80). Esta
interaccion entre proteina e inductor seria la responsable de un cambio conformacional
que se transmitiria al dominio NBzdR a través de la region linker, logrando asi que la
proteina BzdR sea incapaz de unirse eficazmente al DNA (Fig. 80). El efecto especifico
del benzoil-CoA sobre la represion ejercida por BzdR en el promotor Py se ha
demostrado en esta tesis mediante ensayos de transcripcion in vitro (Fig. 44). Estos
ensayos confirmaron que el papel inductor se restringe al benzoil-CoA y, en menor
medida, al fenilacetil-CoA y al ATP, siendo el benzoato incapaz de inducir la activacion
del promotor Py, lo que coincide con los resultados obtenidos por espectroscopia de

fluorescencia que revelaban la interaccion de CBzdR con estos ligandos (Fig. 36).

" NBzdR LBzdR CBzdR

]
Py —
R
Benzoil-
CoA
NBzdR  LBzdR CBzdR

Figura 80. Modelo de acciéon de la proteina BzdR al interaccionar con su inductor, el benzoil-
CoA. La imagen superior representa la proteina BzdR (dominios NBzdR y CBzdR conectados por la
region linker LBzdR) en ausencia de inductor y, por tanto, interaccionando con el DNA diana
(promotor Py). La imagen inferior representa el cambio conformacional sufrido por el dominio CBzdR
en presencia de inductor, benzoil-CoA, que es transmitido (flecha negra) al dominio NBzdR por medio
de la region linker, lo que impide una interaccion eficaz de éste con Py.
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Discusion 4. Utilizacion de la proteina BzdR como modelo para la

generacion de nuevos reguladores transcripcionales

Como se ha discutido anteriormente en esta tesis, la proteina BzdR posee una
arquitectura modular consistente en dos dominios, NBzdR y CBzdR, unidos por una
secuencia que actGa como linker y parece ser capaz de transmitir cambios de
conformacion del dominio CBzdR al NBzdR. Si bien se han descrito diversas proteinas
con este tipo de arquitectura en organismos procariotas, como los reguladores
transcripcionales de la familia LysR e IcIR entre otros (Tropel y van der Meer, 2004),
con ninguno de ellos se ha demostrado que dichos dominios funcionales sean
independientes y capaces de generar nuevos reguladores transcripcionales (quimeras)
que respondan a nuevos inductores, al ser fusionados a otras proteinas o dominios. A
continuacion se discutirdn los resultados obtenidos al respecto con los dominios de

BzdR.

4.1 La proteina quimérica QA es capaz de controlar el ciclo litico del fago A

utilizando benzoil-CoA como inductor

Los resultados obtenidos y discutidos anteriormente en esta tesis han demostrado
que la proteina quimérica QA, construida a partir de una fusion entre el dominio N-
terminal del represor CI del fago A (NTDcl) y el dominio CBzdR, es una proteina capaz
de reprimir el promotor Pr del fago A y permitir su actividad en presencia de benzoil-
CoA (Fig. 41). El promotor Pr controla la expresion de los genes implicados en la
entrada en el ciclo litico del fago A tras la infeccion celular (Meyer et al., 1975; Ptashne
y Hopkins, 1968). Por ello, la produccion de la proteina QA en E. coli deberia ser capaz
de conferir proteccion a la cepa recombinante frente a la lisis inducida por el fago A.

Cuando células de la cepa E. coli MV 1190 que expresan la quimera QA y la enzima
benzoato-CoA ligasa (BzdA) eran cultivadas en presencia de benzoato y posteriormente
infectadas con el fago A, se obtuvo un numero de placas de lisis significativamente
superior al numero de placas de lisis observado con la misma cepa cultivada en ausencia
de benzoato (Fig. 42). Este resultado indicaba que la quimera QA se comportaba como
un nuevo regulador transcripcional del ciclo litico del fago A, el cual pasaba de ser
controlado por la presencia de la proteina RecA (Roberts et al., 1978), a ser controlado

por los niveles de benzoil-CoA en la célula: en ausencia de este inductor, la quimera QA

183



Discusion

se une al promotor Pgr ¢ impide la entrada del fago A en ciclo litico; en presencia del
inductor, la quimera QA interacciona con ¢éste a través de su dominio CBzdR, lo que
impide su interaccion con el promotor Py tras la infeccion de las células con el fago A,

induciéndose asi el ciclo litico.

QA

! | Genes del ciclo litico PNA
fago A
Pg

B A
Benzoil-CoA
QA Fago A

o 8

Py

DNA

Genes del ciclo litico
fago A

v

Lisis

Figura 81. Modelo de accion de la quimera QA sobre el ciclo litico del fago A. En el panel A se
muestra a la quimera QA (CBzdR en azul oscuro, LBzdR en verde, NTDcl en amarillo) reprimiendo
al promotor Py (verde oscuro) del fago A e impidiendo la expresion de los genes liticos (rojo). En el
panel B se muestra a la quimera QA unida al benzoil-CoA (tridngulo naranja) y no pudiendo
interaccionar con el promotor Pg, lo que permite la expresion de los genes liticos y, por tanto, la
induccion del ciclo litico del fago A.

En la literatura se pueden encontrar algunas otras fusiones semejantes a QA capaces
de conferir resistencia a la lisis por el fago A, como es el caso de la fusion entre el
dominio NTDcl y la proteina dimérica cloranfenicol acetiltransferasa o Cat (que
confiere resistencia al cloranfenicol) (Di Lallo et al., 1999), o la fusién del dominio
NTDcl con el dominio C-terminal de la proteina transmembrana ToxR de Vibrio
cholerae que regula la expresion de la toxina colérica (Dziejman y Mekalanos, 1994).

Sin embargo, en ninguno de estos casos se ha descrito la induccion de la lisis mediante
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la adicion de un inductor, lo que convierte a la quimera QA en el primer ejemplo de
regulador transcripcional disefiado artificialmente capaz de controlar el ciclo litico del
fago A mediante la presencia o ausencia de benzoato en el medio de cultivo (benzoil-

CoA en la célula), tal y como se esquematiza en la Figura 81.

4.2 La proteina quimérica Ql: un represor transcripcional con actividad

enzimatica

La proteina quimérica Q1 es el resultado de la fusion del dominio NBzdRL con la
enzima SKI de E. coli. La siquimato quinasa (EC 2.7.1.71) es la quinta enzima de la
ruta biosintética central de compuestos aromaticos (aminoacidos, determinados
cofactores, ubiquinona y algunos otros compuestos ciclicos o aromaticos) (Bentley,
1990; Haslam, 1993). Es una ruta esencial en algas, plantas superiores, bacterias,
hongos y parasitos, pero se encuentra ausente en mamiferos (Haslam, 1993; Kishore y
Shah, 1988), lo que la convierte en diana potencial para el desarrollo de agentes
bactericidas (Davies et al., 1994), herbicidas (Coggins, 1989) y drogas antiparasitarias
(Ridley, 1998), sin toxicidad para los mamiferos. La siquimato quinasa cataliza
especificamente la reaccion de fosforilacion de un grupo 3-OH del siquimato utilizando
ATP como cosustrato. En E. coli, la actividad siquimato quinasa es debida a dos
enzimas que comparten un 30% de identidad en su secuencia, la siquimato quinasa I
(SKI), codificada por el gen aroK, y la siquimato quinasa II (SKII), codificada por el
gen aroL (Whipp y Pittard, 1995). La expresion del gen aroK parece ser constitutiva, a
diferencia del gen aroL, que es controlado por los represores TyrR y TrpR (Ely y
Pittard, 1979). Segiin se deduce de la literatura, la diferencia mas destacable entre
ambas enzimas es su afinidad por el siquimato. Asi, mientras que la SKI posee una Ky,
para el siquimato de 5-20 mM, la SKII posee una Ky de 0.2 mM (De Feyter, 1987,
DeFeyter y Pittard, 1986). Sin embargo, el valor de Ky, descrito para la SKI se basa en
resultados preliminares y en absoluto concluyentes, ya que en el proceso de purificacion
de la enzima se obtenian muestras heterogéneas de oligdmeros con distinta masa
molecular (De Feyter, 1987). En este trabajo, la SKI fue purificada con un tag de
histidinas obteniéndose la enzima SKI en un tnico estado de agregacion compatible con
un monoémero, y con un valor de Ky para el siquimato de 0.4 mM. Estos datos, junto
con el hecho de que la SKI es suficiente para que un mutante E. coli aroL™ pueda
sintetizar aminoacidos aromaticos, al contrario de lo que sucede con el doble mutante

(aroK™ aroL’) que se convierte en auxdtrofo para los aminoacidos aromaticos (Lobner-
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Olesen y Marinus, 1992), sugieren que la Ky, de la SKI es incompatible con valores de
5-20 mM como se habia descrito y avalan una Ky, en torno a 0.4 mM, tal y como se ha
descrito en este trabajo. En cualquier caso, la SKII parece ser la enzima principal de esta
ruta de biosintesis en E. coli, mientras que la SKI estaria jugando un papel secundario
en esta ruta a la vez que podria estar implicada en alglin otro proceso celular aun no
descrito (DeFeyter et al., 1986). De hecho, se ha descrito que la pérdida de la SKI en E.
coli confiere resistencia al mecilinam (Romanowski y Burley, 2002; Vinella et al.,
1996), un antibidtico B-lactamico que se une a la proteina PBP2 (Penicillin-Binding
Protein 2) de E. coli (Sougakoff y Jarlier, 2000). No obstante, la mayoria de las
bacterias poseen Unicamente una enzima siquimato quinasa que suele ser la codificada
por el gen aroK (SKI), aunque en algunos organismos, como Erwinia carotovora, es la
SKII codificada por el gen aroL.

Los resultados obtenidos con la quimera Q1 demostraron que ésta es capaz de unirse
al promotor Py en ensayos de retardo en gel (Fig. 47A) con una afinidad similar a la de
la proteina BzdR. En el ensayo de proteccion frente a la digestion con DNasa I se puede
observar que tanto BzdR como la quimera Q1 reconocen las mismas regiones del
promotor Py con una afinidad similar (Fig. 58C). La quimera Q1 también fue capaz de
reprimir in vivo la actividad del promotor Py de forma tan eficiente como BzdR (Fig.
47B). Todos estos resultados indicaban que el dominio NBzdRL era funcional y, por
tanto, se debia encontrar correctamente plegado y en configuracion dimérica. Los
resultados obtenidos mediante ultracentrifugacion analitica confirmaron efectivamente
que la proteina Q1 era un dimero en solucion (Tabla 11), a pesar de que la enzima SKI
activa es un monémero (Krell et al., 1997; Millar et al., 1986). Por otro lado, el dominio
SKI de la quimera Q1 también mantuvo su funcionalidad, mostrando una actividad
enzimatica y una Ky, (0.59 mM) similares a la de la enzima SKI de E. coli (Fig. 49). La
quimera Q1 expresada en un doble mutante aroK™ aroL™ de E. coli (auxotrofo para los
aminoacidos aromaticos) permitid el crecimiento de este mutante en medio minimo sin
aminoacidos aromaticos (Fig. 50), lo que demostraba que la quimera Q1 también era
funcional in vivo y podia restituir el papel que cumplen la SKII y/o la SKI en E. coli.

Una vez demostrado que ambos dominios de la quimera QI mantenian sus
respectivas actividades, se disefiaron una serie de experimentos con el fin de establecer
si Q1 era capaz de actuar como un nuevo regulador transcripcional que respondiese a
los niveles de siquimato y/o ATP. Los ensayos de retardo en gel demostraron que la

quimera Q1 disminuia su capacidad de interaccion con el promotor Py en presencia de
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siquimato, de siquimato y ATP y, en menor medida, en presencia s6lo de ATP (Fig. 51).
Aunque los ensayos de transcripcion in vitro también mostraron que la represion del
promotor Py mediada por Q1 se revertia en presencia de siquimato, no se podia apreciar
actividad del promotor Py cuando la reaccion de transcripcion era llevada a cabo en
presencia de siquimato y ATP o so6lo de ATP (Fig. 48). Estos tultimos resultados
también estaban de acuerdo con los ensayos in Vvivo en los cuales no se pudo detectar la
desrepresion del promotor Py tras cultivar las células en presencia de siquimato 5 mM
(Fig. 52). Todos estos resultados revelaban un comportamiento diferente de la quimera
QI en presencia de siquimato y ATP en los ensayos de retardo en gel, por un lado, y en
los ensayos de transcripcion in Vvitro y/o control del promotor Py in vivo, por otro. Con
el fin de tratar de explicar esta aparente discrepancia era necesario analizar en detalle los
cambios conformacionales que se han descrito asociados a la actividad catalitica de la
enzima siquimato quinasa.

Como se ha descrito anteriormente, la SKI sufre un cambio de conformacion que
ocasiona una bajada de la region LID (tapa) cuando une cualquiera de sus dos sustratos
(siquimato o ATP) (Hartmann et al., 2006) (Fig. 82, conformacion B; y B;). La union
posterior del segundo sustrato, ATP o siquimato segin el caso, no parece generar
cambios conformacionales importantes en la estructura de la enzima (Hartmann et al.,
2006) (Fig. 82, conformacion C). La region LID adquiere asi una conformacion
“cargada” o cerrada, que unicamente durara el tiempo necesario para que tenga lugar la
reaccion de hidrolisis del ATP, la transferencia del grupo fosfato al siquimato y la
sintesis de los productos correspondientes, ADP y 3P-siquimato, que seran liberados al
medio, a la vez que la region LID adquiere de nuevo una conformacion descargada o
abierta (Fig. 82, conformacion A). Estas dos diferentes conformaciones de la region
LID indican una elevada flexibilidad en su estructura (Hartmann et al., 2006). Es
interesante destacar aqui que el cation Mg>™ actia como cofactor indispensable en la
catalisis llevada a cabo por la siquimato quinasa (DeFeyter y Pittard, 1986). En el caso
de la SKI de M. tuberculosis se ha demostrado que los residuos Thr16 y Asp32 estan
coordinados con un catiéon Mg”", y el residuo Asp34 forma un puente de hidrogeno con
una molécula de agua, la cual se coordina también con el cation Mg”" (Gu et al., 2002).
La ausencia de cationes Mg”" en el medio de reaccién permite la unién de los dos
sustratos al centro activo de la enzima, dando lugar al cambio de conformacién
correspondiente, el cual se mantendra de forma estable al no poder proseguir la reaccion

enzimatica.
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+ Siquimato

Figura 82. Esquema del cambio conformacional sufrido por la SKI de M. tuberculosis durante su ciclo
catalitico. (A) Esquema de la conformacion de la SKI en ausencia de sustratos. En negro se representa la
region LID; en verde se representa la region NB, responsable del reconocimiento de nucleétidos; en azul se
representa la region ESB, responsable del reconocimiento del siquimato; en rojo se representa la region RC,
que se corresponderia con el resto de la estructura de la SKI. (B;) Conformacion de la SKI en presencia de
siquimato. (B,) Conformacion de la SKI en presencia de ATP. (C) Conformacion de la SKI en presencia de
siquimato y ATP. La flecha negra central representa la catalisis enzimatica de la SKI, que precisa la
presencia del cation Mg®" y libera dos productos, ADP y 3P-siquimato. Adaptado de Hartmann et al. (2006).

En base a los cambios conformacionales que tienen lugar durante el ciclo catalitico
de la SK, los resultados obtenidos con la quimera QI pueden ser explicados y
reinterpretados desde una nueva perspectiva. En los ensayos de retardo en gel se utiliza
un tampén que no lleva Mg, por lo que ni la quimera Q1 ni la SKI muestran actividad
enzimatica en dicho tampon (Fig. 53A). Esto implica que en las reacciones llevadas a

cabo en presencia de siquimato y ATP, no puede catalizarse la reaccion enzimatica, con
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lo que ambos sustratos permaneceran unidos al dominio SKI (LID “cargado™) de la
quimera Q1, manteniéndose asi el cambio conformacional que podra ser transmitido al
dominio NBzdRL con el consiguiente despegue del DNA. Esta hipodtesis daria
explicacion a los resultados obtenidos en los ensayos de retardo en gel, donde la
quimera Q1 se despega del promotor Py tanto en presencia de siquimato, y en menor
medida de ATP, como en presencia de ambos sustratos (Fig. 51).

En los ensayos de transcripcion in vitro el tampon utilizado si lleva Mg®" con lo que
en presencia de siquimato y ATP el dominio SKI si puede catalizar la reaccién
enzimatica (Fig. 53B), y no mantendra el cambio conformacional debido a la unién de
los sustratos, sino que volvera rapidamente a su conformacién inicial (LID
“descargado”) (Hartmann et al., 2006), por lo que no habra transmisiéon del cambio
conformacional del dominio SKI al dominio NBzdRL, el cual se mantendra unido al
promotor Py. Esto explica los resultados obtenidos en los ensayos de transcripcion in
vitro (Fig. 48), donde se puede apreciar que, al contrario de lo que sucede en los
ensayos de retardo en gel, la quimera Q1 mantiene la represion (unioén) del promotor Py
cuando las reacciones son llevadas a cabo en presencia de ATP y siquimato, ya que
conserva su actividad enzimatica impidiendo que se transmita el cambio de
conformacion al dominio NBzdRL. Por el contrario, cuando en la reaccion de
transcripcion in vitro con la quimera Q1 se afiade unicamente siquimato, si se recupera
la actividad del promotor Py ya que la actividad enzimatica del dominio SKI no tiene
lugar sin ATP, con lo que el cambio conformacional provocado por el siquimato (LID
“cargado”) se mantiene y, por tanto, puede ser transmitido al dominio NBzdRL
impidiendo la interaccion de la quimera Q1 con el promotor Py.

Los resultados obtenidos en los experimentos de expresion de la fusion Py::lacZ,
donde la quimera Q1 mantiene los mismos niveles de represion del promotor Py en
ausencia o presencia del inductor siquimato (Fig. 52), se explican por la presencia de
cationes Mg”" y ATP en la célula que permiten la actividad enzimatica del dominio SKI
en presencia de siquimato, con lo que la enzima adquiere rapidamente su conformacion
original (LID “descargado”) (Fig. 82, conformacion A) y no permite la transmision del
cambio conformacional al dominio NBzdRL, manteniéndose la quimera Q1 unida al
promotor Py de forma analoga a lo que sucede en los experimentos de transcripcion in
vitro.

En conclusion, la quimera Q1 es un nuevo regulador artificial bifuncional capaz de

reprimir la actividad del promotor Py a la vez que presenta actividad enzimatica
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siquimato quinasa. En aquellas condiciones in vitro en las que la actividad enzimatica
del dominio SKI est4 inhibida, la quimera Q1 es capaz de permitir la actividad del
promotor Py en presencia de siquimato.

Aunque hasta ahora no se habian descrito en la literatura proteinas artificiales
bifuncionales de este tipo, si se han descrito algunos reguladores transcripcionales
naturales que presentan también actividad enzimatica. Entre este tipo de proteinas cabria
destacar la flavoproteina PutA (Proline utilization A), involucrada en el metabolismo de
la prolina, que presenta la capacidad de asociarse a membrana, catalizar la reaccion de
oxidacion que transforma la prolina en glutamato mediante dos actividades enzimaticas
diferentes, y controlar la expresion de los genes put (Becker y Thomas, 2001; Brown y
Wood, 1993; Menzel y Roth, 1981; Surber y Maloy, 1998; Vinod et al., 2002; Zhu y
Becker, 2003). La proteina NadR, implicada en la sintesis de NAD en la célula, presenta
dos actividades enzimaticas, nucledsido quinasa y adenililtransferasa, y controla la
expresion de los genes nadB, nadA, pnuC y pncB (Foster et al., 1990; Grose et al.,
2005; Penfound y Foster, 1999). Otro ejemplo de regulador bifuncional es la proteina
BirA, involucrada en la sintesis de biotina, que cataliza la sintesis de biotinil-5’-AMP y
controla la expresion de los genes del operon bio (Cronan, 1989; Eisenberg et al.,
1982).

No obstante, si bien en los reguladores bifuncionales naturales hay una relacion
directa entre la actividad enzimatica del regulador y los genes regulados, en el caso de la
quimera Q1 la actividad enzimatica siquimato quinasa, relacionada con la biosintesis de
corismato, no esta ligada funcionalmente con la regulacion transcripcional del promotor
Py, relacionado con la degradacion anaerdbica de benzoato.

Este tipo de proteinas que atnan dos funciones tan dispares como son catalizar una
reaccion enzimadtica y regular la transcripcion génica es muy probable que no sean
favorecidas desde el punto de vista evolutivo, ya que una unica mutaciéon de su
secuencia podria dar lugar a la pérdida de ambas funciones. De hecho, esa podria ser la
razén por la que se han descrito tan pocos casos de reguladores bifuncionales. Sin
embargo, estas proteinas podrian ser consideradas como intermediarios evolutivos que
en algin momento del transcurso de la evolucion perderan alguna de sus funciones para
especializarse en la otra, incrementando su efectividad. En este sentido, la quimera Q1
podria representar un modelo del ancestro evolutivo que gener6 los reguladores de la

subfamilia BzdR (ver mas adelante).
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4.3 La proteina quimérica Q2: un regulador artificial de la subfamilia BzdR que

responde a siquimato en la célula

Una vez estudiado el comportamiento de la quimera bifuncional Q1, la cual actuaba
como un regulador transcripcional del promotor Py en presencia de siquimato sélo
cuando se anulaba la actividad enzimatica del dominio SKI, se disefi6 una segunda
quimera (Q2) carente de actividad siquimato quinasa pero capaz de permanecer en su
conformacién “cargada” en presencia de siquimato.

Debido a que el Mg®" es imprescindible para la catélisis, coordinandose con los
residuos Thr16, Asp32 y Asp34 de la SKI de M. tuberculosis (Gu et al., 2002), se
identificaron los residuos equivalentes (Thr19, Asp34 y Asp36) en la secuencia de la
SKI de E. coli (Fig. 83A), los cuales se corresponden con las posiciones Thrl51,
Aspl66 y Asp168 del dominio SKI de la quimera Q1.

Figura 83. (A) Modelo de la SKI de E. coli unida a sus sustratos (siquimato y ATP) y a su
cofactor Mg®". (B) Modelo de la estructura de la SKI mutante de E. coli unida a sus sustratos
(siquimato y ATP). En ambos modelos se han representado en amarillo las estructuras moleculares de
los sustratos, siquimato (SK) y ATP; en rojo los residuos de Asp34 y Asp36 en el panel A y los
residuos de Asp34 y Ala36 en el panel B; en verde el cation Mg®"; en azul el resto de la estructura de la
SKI. Ambos modelos se realizaron utilizando el programa LOOPP (Teodorescu et al., 2004) y se
representaron con el programa PyMol.

Asumiendo que los residuos Aspl66 y Aspl68 estan también implicados en la
coordinacion del Mg en el dominio SKI de la quimera QI, la quimera mutante fue
construida mediante mutagénesis dirigida sustituyendo el residuo Asp168 (Asp36 en la
SKI, Fig. 83A) por Ala (Fig. 83B), generando asi la quimera Q2 (Q1D168A), la cual
deberia ser incapaz de unir cationes Mg>" y, por tanto, deberia carecer de la actividad
enzimatica siquimato quinasa aun siendo capaz de reconocer y unir ATP y siquimato.

Corroborando esta hipdtesis, la quimera Q2 no mostro6 actividad siquimato quinasa (Fig.
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54B). Con el fin de descartar que la ausencia de actividad fuera debida a algiin cambio
conformacional drastico causado por la mutacion efectuada, se realizé una comparacion
entre el modelo tridimensional de la estructura de una SKI con dicha mutacion y la SKI
silvestre cristalizada de E. coli (PDB: lkag) (Romanowski y Burley, 2002) (Fig. 83).
Dicha comparacion puso de manifiesto que la variacién estructural entre ambas
proteinas era minima, lo cual sugeria que la pérdida de actividad enzimatica de la
quimera Q2 no se debia a variaciones estructurales importantes sino a la pérdida de la
capacidad del dominio SKI de unir cationes Mg*",

Cuando se determind la capacidad de unién de la quimera Q2 al promotor Py
mediante ensayos de retardo en gel, se comprobd que apenas diferia de la obtenida para
la quimera Q1 6 BzdR (Fig. 54). De igual forma, se pudo constatar que su capacidad de
interaccion con el promotor Py se inhibia en presencia de siquimato, de forma similar a
lo observado con la quimera Q1. Sin embargo, tanto en los ensayos de transcripcion in
vitro como en los ensayos de control de la expresion de la fusion Py::lacZ en E. coli se
puso de manifiesto que, a diferencia de la quimera Q1, la quimera Q2 permitia la
activacion del promotor Py en presencia de siquimato y ATP (Figs. 55 y 56). Estos
resultados parecian indicar que, efectivamente, el hecho de impedir que se produzca la
reaccion enzimatica permite que el ATP y el siquimato permanezcan unidos al dominio
SKI y asi el cambio conformacional sufrido por este dominio (conformacion “cargada’)
puede ser transmitido al dominio NBzdRL de la quimera Q2, permitiendo la activacion
del promotor Py.

De este modo, la quimera Q2 podria definirse como un nuevo regulador artificial
similar a BzdR, capaz de controlar la activacion del promotor Py tanto in vitro como in
vivo mediante una nueva molécula inductora, el siquimato. El posible papel de un
ancestro evolutivo similar a la quimera Q2 en la evolucion de los reguladores tipo BzdR
sera discutido mas adelante en el apartado 4.4.

Merece la pena mencionar los experimentos llevados a cabo con las quimeras Q1 y
Q2 que no poseen la region LBzdR. Estas dos nuevas quimeras, Q4 (Q1 sin linker) y Q5
(Q2 sin linker), fueron incapaces de transmitir el cambio conformacional mediado por el
siquimato desde el dominio SKI hasta el dominio NBzdR, tanto en los ensayos de
retardo y transcripcion in vitro (Figs. 58A, 58B y 59A) como en los ensayos in Vivo
(Fig. 59B), lo que confirmaba que el papel del linker de BzdR era crucial en el proceso
de transmision de la informacion entre ambos dominios, como ya se habia demostrado

previamente con las quimeras QA y QA2. Ademas, los resultados obtenidos con las
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quimeras QA, Q1 y Q2 revelan que el linker de BzdR es capaz de transmitir eficazmente
la informacion entre dominios que no se encuentran presentes en la proteina BzdR
parental, como es el caso del dominio de unién a DNA del represor CI del fago A
(quimera QA) o el dominio SKI de interaccion con siquimato (quimeras Q1 y Q2). El
papel del linker LBzdR en la transmision de informacion entre distintos tipos de
dominios de interaccion con DNA vy distintos dominios de interaccion con distintos
ligandos serd objeto de futuras investigaciones, y podria revelar a la region LBzdR

como una herramienta de gran interés en ingenieria de proteinas.

4.4 Modelo sobre el origen evolutivo de 1a proteina BzdR

Dada la similitud existente entre la enzima siquimato quinasa y el dominio CBzdR,
y entre el dominio de unién a DNA de la familia de reguladores XRE (Cro/CI) y el
dominio NBzdR, se puede establecer una hipdtesis acerca del origen evolutivo de la
proteina BzdR.

A priori, se puede especular bien con la existencia de un dominio ancestral comun
que dio origen tanto a la siquimato quinasa (enzima) como al dominio CBzdR
(regulador), o bien con una posible evolucion de la proteina siquimato quinasa hacia un
dominio regulador CBzdR por pérdida de su actividad enzimatica y adaptacion del
bolsillo de reconocimiento para el ligando benzoil-CoA. Sin embargo, dado que la
enzima siquimato quinasa estd ampliamente distribuida tanto en procariotas como en
eucariotas y actiia en la ruta de biosintesis de compuestos aromaticos, tales como
algunos aminoacidos (Bentley, 1990; Haslam, 1993) que son moléculas basicas y
esenciales en el desarrollo de la vida desde su inicio, cabria pensar que esta enzima tiene
un origen evolutivo muy antiguo y anterior a la aparicion de los reguladores
transcripcionales de la subfamilia BzdR implicados en la regulaciéon de una ruta de
degradacion sumamente compleja como la del benzoil-CoA, y que tan solo se han
identificado en proteobacterias de los subgrupos o y B. La observacion de que ciertas
bacterias, como por ejemplo algunas enterobacterias, posean dos siquimato quinasas de
las cuales una de ellas (SKI) parece desempenar un papel secundario en la biosintesis de
3P-siquimato, pudiendo ejercer otro papel bioldgico todavia desconocido (Vinella et al.,
1996), también sugiere que el dominio siquimato quinasa estd evolucionando y
generando proteinas con nuevas funciones, ¢. g., el dominio CBzdR, la SKI de E. coli, o

un dominio similar a SKI situado en el extremo N-terminal de un presunto regulador de
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Legionella pneumophila (YP 122269.1) que presenta un motivo HTH de unién a DNA
en el extremo C-terminal. Asi, cabe sugerir que el gen aroK haya sufrido duplicaciones
en algiin punto de la evoluciéon, de modo que cada una de las copias ha podido
evolucionar de diferente forma, generando finalmente, en algunos casos, dos siquimato
quinasas, y en otros, un dominio de reconocimiento de ligandos, como podria ser el caso

de CBzdR.

145 160 162 Benzoilo
BzdR ----QRIAFIGLRGAGKTT _GTMLAEHLGVPFLELAKVIEQEAGADLSEIFSLYGQTAYR 186
SKI MAEKRN I FLVGPMGAGKST IGRQLAQQLNMEFYDSDQE IEKRTGADVGWVFDLEGEEGFR 60
s modk kkdkkeskdk ks -k - k- - ks mdkkks =k k- =k
19 3436 Siquimato
BzdR RYERRGLESVVASNEARVLIAGGS|I VSEPANFDLLLSSCFTIWLCASPEEHMARVMEQGD 246
SKI DREEKVINELTEK-QGINVLATGGGSVKSRETRNRLSARGVVVYLETTIEKQLARTORDKK 119
A - == o= e T = * - X - e T s -
BzdR YRPMHGNQEAMDDLKRILAGRTTMYSK—ADAIIDTSGRTﬂEQSFLDILEVLAR— 298
SKI RPLLHVETPPREVLEALANERNPLYEEIADVT KVVANQI IHMLESN 173
-x - - K- - K ek = kK Kk Kk == = k- ek

Figura 84. Alineamiento de secuencias de BzdR y la siquimato quinasa I de E. coli (SKI). Los residuos
de cada una de las secuencias estan numerados a la derecha. Las secuencias fueron alineadas utilizando el
programa de alineamiento multiple ClustalW2. Los aminoacidos han sido representados mediante el codigo
de una letra y los cuatro colores en que se muestran representan el grupo de aminoacidos al que pertenecen:
rojo = apolares; verde = polares sin carga; azul = acidos; rosa = basicos. En la zona inferior del
alineamiento, un asterisco (*) significa que los residuos de esa posicion son idénticos en todas las
secuencias; dos puntos (©) significa que existen sustituciones conservadas, acordes con el codigo de colores
mencionado anteriormente; un punto () significa que existen sustituciones semi-conservadas. Se han
remarcado con un rectangulo amarillo los residuos que constituyen el motivo Walker A; en violeta los
residuos implicados en la union de siquimato o del grupo benzoilo de la SKI y de BzdR, respectivamente; en
verde el motivo Walker B; en azul los residuos pertenecientes a la region LID; y en rojo el motivo de union
a adenina. Por ultimo, se han sombreado en color gris la treonina (Thr19) y los dos asparticos (Asp34 y
Asp36) de la SKI implicados en la union del cation Mg**, asi como los residuos correspondientes de BzdR
(Thr145, Glul60 y Alal62).

En esta tesis se propone que la fusion de un dominio con actividad siquimato
quinasa a un dominio capaz de reconocer DNA, probablemente de la familia Cro/CI,
con una region linker capaz de transmitir los cambios conformacionales en respuesta a
la presencia del ligando correspondiente, habria dado lugar a un intermediario evolutivo
semejante a la quimera Q1. Este intermediario mantendria su actividad enzimatica, pero
ya habria adquirido la capacidad de unirse al DNA y actuar como un regulador
transcripcional, todavia poco eficaz, del promotor Py. En el transcurso de la evolucion,
este intermediario semejante a Q1 habria perdido la actividad enzimatica convirtiéndose
en un nuevo intermediario evolutivo semejante a la quimera Q2, capaz de actuar de

forma mas eficiente como regulador transcripcional. Curiosamente, si se realiza un
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alineamiento entre BzdR y la SKI de E. coli (Fig. 84) se puede apreciar que de los tres
residuos implicados en la unién de Mg®" en la SKI (Thr19, Asp34 y Asp36) (Gu et al.,
2002), la proteina BzdR conserva dos de ellos (Thr145 y Glul60), siendo sustituido el
Aspl62 por Ala, la misma sustitucion introducida en la quimera Q2. Asi, una mutacion
similar pudo ser la responsable de la pérdida de actividad enzimatica del intermediario

evolutivo Q1 propuesto dando lugar al intermediario Q2.

Fusion

Siquimato
uinasa
Dominio de 1
unién a ADN
(Familia Cro/CI)
Intermediario

Intermediario Pérdida de

Q1 (bifuncional) actividad
enzimatica

'.\

Modificacién del sitio e
de reconocimiento de
ligando

Figura 85. Modelo propuesto del origen evolutivo de la proteina BzdR. Las flechas moradas indican la
fusion de la enzima siquimato quinasa con el motivo HTH de un miembro de la familia Cro/CI. Las dos
estructuras representadas se corresponden con la SKI de M. tuberculosis (PDB: 2iyt) y con el modelo del
dominio NBzdR. La region linker se indica en azul y la estructura presentada es hipotética. Las flechas
verdes indican mutaciones sufridas en el proceso evolutivo de los intermediarios Q1 y Q2.
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Posteriormente, el intermediario evolutivo semejante a Q2 habria sufrido una serie
de cambios en el sitio de reconocimiento de sustrato, perdiendo la capacidad de
reconocer eficazmente siquimato y ATP para reconocer de forma especifica benzoil-
CoA, dando lugar finalmente a la proteina BzdR actual (Fig. 85). En este sentido, cabe
destacar la semejanza estructural que presentan las estructuras del benzoil-CoA por un
lado, y del ATP y siquimato, por otro. Como se puede apreciar en la Figura 86, los
extremos de la molécula de benzoil-CoA se encuentran formados por un grupo 3P-ADP,
un analogo de la molécula de ATP, y por un grupo benzoilo, que presenta cierta
similitud con la molécula de siquimato, a pesar de que este ultimo no posee un anillo
bencénico en su estructura y, por tanto, no es una estructura plana. Los resultados
obtenidos en los ensayos de fluorescencia con CBzdR en presencia de ATP (Fig. 36) y
en los ensayos de transcripcion in vitro con BzdR en presencia de ATP (Fig. 44) han
demostrado que el dominio CBzdR aun mantiene la capacidad de reconocer, con una

baja afinidad, la molécula de ATP.

Benzoil-CoA
.
-~ N
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Figura 86. Estructura molecular del benzoil-CoA, del siquimato y del ATP. En la parte superior se han
indicado cada uno de los grupos que componen la molécula de benzoil-CoA, i. e., benzoilo, cisteamina,
pantotenato y 3P-ADP, y en la parte inferior de la figura se detallan la molécula de siquimato y de ATP. Las
lineas punteadas agrupan a aquellas estructuras moleculares semejantes.
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El hecho de que la molécula reconocida por BzdR sea benzoil-CoA, y no el propio
benzoato, esta de acuerdo con el hecho de que el benzoil-CoA (y no el benzoato) es un
intermediario central en el que convergen diferentes rutas periféricas del catabolismo
anaerdbico de un gran nimero de compuestos aromaticos (Harwood et al., 1999; Fuchs,
2008; Carmona et al., 2009), lo que permite que la activacion de la ruta central (cluster
bzd) necesaria para el metabolismo de todos estos compuestos sea compartida y
responda al mismo mecanismo, lo que supone un evidente ahorro energético para la
célula.

En la literatura se han descrito s6lo unos pocos ejemplos, la mayoria en organismos
eucariotas, de reguladores transcripcionales cuyo origen evolutivo podria residir en
dominios enzimaticos que ya han perdido su actividad enzimdtica y unicamente poseen
una actividad reguladora. Uno de estos reguladores transcripcionales es Gal80, un
represor que interacciona directamente con Gal4, el activador transcripcional de los
genes del catabolismo de la galactosa (GAL) en Saccharomyces cerevisiae y en
Kluyveromyces lactis (Lohr y Lopez, 1995; Zenke et al., 1996). La secuencia del
represor Gal80 indica que posee un elevado grado de identidad con la familia de
oxidorreductasas GFOR (Glucose Fructose OxidoReductases) (Aravind y Koonin,
1998). De hecho, la proteina Gal80 conserva un motivo Rossmann (Rossmann fold)
tipico de la familia GFOR, implicado en la unién de dinucleodtidos. Sin embargo, la
familia GFOR posee un motivo Glu-Lys-Pro conservado en su centro catalitico, que ya
no aparece en la secuencia de Gal80, lo que sugiere que Gal80 no posee actividad
enzimatica oxidorreductasa (Aravind y Koonin, 1998), aunque si mantiene su capacidad
de unir nucledtidos, lo cual probablemente esté relacionado con que la reaccion de
activacion dependa, no solo de galactosa, sino también de ATP (Yano y Fukasawa,
1997). No obstante, si bien Gal80 es un represor de la transcripcion, no lo hace
directamente uniéndose al DNA, ni ha adquirido la capacidad de reconocer un nuevo
sustrato, por lo que las modificaciones que haya sufrido, suponiendo que provenga de
un miembro de la familia GFOR, no han sido muy drésticas.

Otro caso destacable es el de la proteina TAF;;150 de Drosophila melanogaster, uno
de los componentes del complejo TFIID, que se une al DNA en regiones cercanas a los
promotores (Verrijzer et al., 1995), controlando la activacion de la transcripcion
mediada por la RNAP-II en células eucariotas (Verrijzer et al., 1994). La proteina
TAF;150 posee una elevada similitud con la familia de aminopeptidasas N (AMPN)

(Aravind y Koonin, 1998), que incluye diversas enzimas implicadas en la degradacion
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de gran variedad de péptidos y leucotrienos, conservando practicamente todos los
residuos esenciales excepto las dos histidinas encargadas de unir los cofactores
metalicos fundamentales en la actividad enzimatica de los miembros de esta familia
(Aravind y Koonin, 1998). De esta forma, la proteina TAF;;150 probablemente no posea
actividad enzimatica, aunque podria mantener la capacidad de unir alguno de los
sustratos reconocidos por las aminopeptidasas (Aravind y Koonin, 1998). En este caso,
TAF;150 si esta directamente involucrado en la unién al DNA, pero no parece que
reconozca nuevos ligandos, y, de ser asi, nada indica que pudiera tener relacion con su
actividad de regulador transcripcional. Cabria mencionar un caso similar al de la
proteina TAF;150, el del regulador Cdc68/Spt16, una proteina asociada a cromatina que
actia como activadora de la transcripcion en Saccharomyces cerevisiae (Aravind y
Koonin, 1998).

Por ultimo, cabe mencionar un caso descrito en procariotas, el de los factores de
transcripcion de la subfamilia HutC, pertenecientes a la familia de reguladores GntR.
Entre las proteinas de esta subfamilia se encuentran la proteina HutC de P. putida,
implicada en la represion de los genes de utilizacion de histidina e inactivada por la
unién de uroconato (Allison y Phillips, 1990), o la proteina FarR de E. coli, que controla
la expresion de los genes del ciclo del 4cido citrico y responde a acidos grasos (Quail et
al., 1994). Todos los miembros de esta subfamilia poseen dos dominios, el N-terminal
implicado en el reconocimiento de DNA y el C-terminal implicado en el reconocimiento
de la molécula efectora (Gorelik et al., 2006; Haydon y Guest, 1991) y que contiene un
motivo similar al motivo de unién a sustrato que posee la enzima corismato liasa,
implicada en la ruta de biosintesis de compuestos aromaticos (Aravind y Anantharaman,
2003). Esta relacion sugiere que el dominio C-terminal de la subfamilia HutC une
moléculas de pequefo tamafo, tales como uroconato (HutC) (Allison y Phillips, 1990),
acidos grasos (FarR) (Quail et al., 1994), aztcares (TreR) (Schock y Dahl, 1996) o
alquilfosfonato (PhnF) (Metcalf y Wanner, 1993), en un motivo similar al sitio de union
de sustrato de la enzima corismato liasa, aunque ninguno de estos reguladores
transcripcionales ha conservado los residuos cataliticos de la corismato liasa (Aravind y
Anantharaman, 2003). Ademads, se ha podido comprobar que la corismato liasa se
encuentra tanto en organismos procariotas como eucariotas y arqueas, a diferencia de
los reguladores de la subfamilia HutC, que s6lo han sido descritos en bacterias. De esta
forma, se ha sugerido la existencia de un dominio ancestral de reconocimiento de

moléculas pequefias que evoluciond dando lugar a una variante enzimatica (corismato
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liasa) y a otra variante no enzimadtica (subfamilia de reguladores HutC) por medio de
diferentes presiones selectivas a lo largo de la evolucion (Aravind y Anantharaman,
2003). Aunque en el modelo del origen evolutivo de la proteina BzdR se hipotetiza que
el dominio no catalitico CBzdR procede de un dominio con actividad siquimato quinasa
(Fig. 85), tampoco puede descartarse que ambos dominios deriven de un ancestro
comun sin actividad catalitica, el cual habria evolucionado posteriormente en una
direccion para originar las enzimas siquimato quinasas y, en otra direccidon, para
fusionarse a un dominio de unién a DNA vy originar asi los reguladores de la subfamilia
BzdR, de forma analoga a lo que se ha propuesto para la evolucion de los reguladores
de la subfamilia HutC.

En conclusion, y hasta donde se ha podido saber, la proteina BzdR y las quimeras
Q1 y Q2 constituyen el primer y unico modelo descrito hasta la fecha sobre el origen
evolutivo de un regulador transcripcional procariota, a partir de una actividad
enzimatica original y mediante la adquisicion de un dominio de unién a DNA, dando

lugar a la aparicion de una nueva funcion reguladora de la transcripcion.
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Discusion 5. Estudio de la arquitectura del promotor Py y su

interaccion con la proteina BzdR

La proteina BzdR reconoce a través de su dominio NBzdR tres regiones operadoras
del promotor Py que presentan secuencias palindromicas del tipo TGCA (Barragan et
al., 2005). En la region operadora I se localizan dos secuencias palindromicas, y al
menos una secuencia palindromica mas en cada una de las regiones II y III (Barragéan et
al., 2005) (Fig. 60).

El dominio NBzdR (residuos 1-90) muestra un elevado porcentaje de similitud (34%
de identidad con la proteina SinR de B. subtilis) con los dominios de union a DNA de
los reguladores transcripcionales pertenecientes a la familia HTH-XRE (Barragan et al.,
2005), que incluye a mas de 1300 proteinas de diversos organismos eucariotas,
procariotas, arqueas e incluso bacteriofagos, como la proteina Cro y el represor CI del
fago A, dos de los reguladores HTH-XRE mejor caracterizados hasta el momento (Pabo
y Lewis, 1982; Roberts et al., 1977; Sauer et al., 1982). La secuencia reconocida por
estos dos represores fagicos en sus correspondientes promotores consta de 3 regiones de
17 pb cada una, denominadas OR3, OR2 y ORI, y dispuestas entre los genes
divergentes que codifican el represor CI y la proteina Cro. Los operadores OR son
similares, pero no idénticos, y contienen secuencias palindromicas en sus extremos
(Ptashne y Hopkins, 1968; Ptashne et al., 1976). Este tipo de estructuras palindromicas
es muy comun en promotores no constitutivos que se ven sometidos a algin tipo de
regulacion mediada tanto por activadores como por represores transcripcionales.
Concretamente, las secuencias palindrémicas del tipo TGCA reconocidas por la
proteina BzdR ya han sido descritas en otras regiones operadoras como las que
interaccionan con la proteina CopG, un homodimero de 45 aa codificado en los
plasmidos de la familia pMV158 que controla la expresion de los genes copG y repB
(implicados en la replicacion del pldsmido) mediante la represion del promotor P, (del
Solar et al., 1990). CopG presenta un motivo RHH (Ribbon-Helix-Helix) de unién a
DNA vy la region operadora del promotor Py que reconoce se extiende a lo largo de unos
50 pb que incluyen una secuencia palindrémica central del tipo TGCA que solapa con la
caja -35 de union de la RNAP (del Solar et al., 1990; Gomis-Ruth et al., 1998). Otro
ejemplo de proteina reguladora que reconoce cajas operadoras que incluyen la secuencia

TGCA es el regulador XylS, que controla la expresion del operén meta del catabolismo
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de xilenos y otros hidrocarburos en P. putida. La proteina XylS actia como un
activador uniéndose a una region del promotor Py que incluye dos palindromos
imperfectos del tipo TGCA-Ns-GGNTA (Gonzalez-Pérez et al., 1999). La proteina
reguladora BenR, implicada en la regulacion del catabolismo de benzoato y otros
analogos en P. putida, también parece reconocer este tipo de palindromo imperfecto
(Cowles et al., 2000). Estudios llevados a cabo sobre las secuencias de los promotores
implicadas en la interaccion con los reguladores transcripcionales han determinado que
la secuencia TGCA debe presentar algtin tipo de estructura que se ha visto relativamente
favorecida a lo largo de la evolucion como zona de reconocimiento de proteinas, como
pone de manifiesto el hecho de que aparezca con el doble de frecuencia que su
secuencia reciproca CATG (Ohno, 1990).

Con el fin de profundizar en la estructura del promotor Py y su interaccion con el
represor BzdR, se purificaron por separado las tres regiones operadoras I, IT y IIT (Fig.
60). Los ensayos de proteccion frente a la digestion con DNasa I mostraron que las
secuencias de reconocimiento de la proteina BzdR en las regiones I, II y III (Fig. 62)
coinciden con las secuencias previamente establecidas con la sonda Py completa
(Barragan et al., 2005), indicando una interaccion correcta de la proteina BzdR con las
regiones operadoras independientes. Sin embargo, los ensayos de retardo en gel
pusieron de manifiesto una significativa mayor afinidad de BzdR por la region
operadora I (Kq ~10 nM) que por las regiones II (Kg ~ 250 nM) y IIT (Kg ~ 50 nM) (Fig.
61). Desde el punto de vista mecanistico, este dato es consistente con el hecho de que la
region operadora I posea dos secuencias palindromicas TGCA mientras que las regiones
IT y III so6lo poseen una (Fig. 60). Ademas, dado que el promotor Py completo se retarda
a concentraciones de regulador BzdR del orden de 50 nM (Fig. 30A), los resultados
obtenidos con las regiones operadoras independientes sugieren la existencia de
cooperatividad en la unién del regulador BzdR al promotor Py. De este modo, el
represor BzdR interaccionaria inicialmente con la region operadora I (primera banda de
retardo en el segundo panel de la Fig. 30A; ver también Fig. 58A) y el complejo
formado serviria para facilitar la interaccion con las regiones II y III (segunda y tercera
bandas de retardo en el segundo panel de la Fig. 30A; ver también Fig. 58A).

Para estudiar el posible papel de las regiones operadoras I, I y III en el promotor
Pn, se llevaron a cabo una serie de ensayos en los que se compard la actividad del
promotor Py (que incluye las tres regiones I, II y III) con la actividad promotora de la

region [ (Pnl) y de la region I+IT (Pyl+I1), utilizando fusiones de estos promotores con
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el gen reportero lacZ. Tal y como muestran los resultados obtenidos en E. coli (Fig. 63),
la actividad promotora en todos los casos fue practicamente la misma. Ademas, la
proteina BzdR expresada en multicopia fue capaz de reprimir eficazmente la actividad
de los 3 promotores. Estos datos sugerian que el promotor Pyl permitia tanto la
activacion de la transcripcion, lo que esta de acuerdo con el hecho de que la region de
interaccion con el activador AcpR esta localizada en el promotor Pyl (Fig. 60), como su
represion en presencia de la proteina BzdR, lo que esta de acuerdo con el hecho de que
la region operadora I solape con el sitio de inicio de la transcripcion (+1) del gen bzdN y
con la caja -10 de reconocimiento de la RNAP, impidiendo asi la correcta interaccion de
ésta con el promotor.

Cuando los ensayos de actividad promotora se realizaron en Azoarcus sp. CIB
donde el gen regulador bzdR se localiza en monocopia en el cromosoma de la bacteria,
si se pudo apreciar una diferencia entre los niveles de represion de los promotores,
siendo mayores en el promotor Py completo y en Pyl+Il que en Pyl (Fig. 64). Este
resultado sugiere que el papel de las regiones operadoras Il y III es incrementar la
represion ejercida por BzdR sobre la region I 'y asi reducir el nivel basal de actividad del
promotor Py en ausencia del inductor benzoil-CoA en Azoarcus sp. CIB. No obstante, la
funcion de las 3 regiones operadoras del promotor Py en el mecanismo de represion por
BzdR y en la activacion por benzoil-CoA necesita ser estudiado con mas detalle en el
futuro.

Los resultados mostrados hasta el momento revelan la interaccion de la proteina
BzdR con las tres regiones operadoras del promotor Py, las cuales abarcan en total una
secuencia de 177 pb (Fig. 60). Con el fin de elucidar el nimero de moléculas de
represor BzdR que interaccionan con dichas regiones del promotor Py, se llevaron a
cabo ensayos de ultracentrifugacion analitica.

Los ensayos de interaccion proteina-DNA llevados a cabo mediante
ultracentrifugacion analitica demostraron que el dominio NBzdRL se une al promotor
Pn con una relacion molar 8:1, cuando la concentracion de proteina utilizada (2 pM) era
10 veces superior a la de DNA (0.2 uM). Puesto que ya habia sido demostrado que el
dominio NBzdRL era un dimero en solucién (Tabla 8), todo indicaba que se unen 4
dimeros (8 moléculas) del regulador al promotor Py. Ademads, los datos indicaban que
esta union se producia de un modo cooperativo, ya que al incrementar la concentracion

de NBzdRL de 1 a 2 uM, el nimero de moléculas de proteina unidas a Py pasaba de 1 a
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4 dimeros, y no seguia aumentando aunque se incrementase la concentracion de
NBzdRL hasta 8 uM (Fig. 65). Sin embargo, estos estudios no pudieron llevarse a cabo
con tanta precision con la proteina completa BzdR, debido a su tendencia a agregar. No
obstante, los datos obtenidos permitieron estimar que a una concentraciéon de proteina
BzdR de 1 uM se unia un dimero, y que a una concentracion de 2 uM se unian entre 8 y
10 moléculas, es decir, entre 4 y 5 dimeros de BzdR, lo que indica un comportamiento
similar al de NBzdRL. Dado que se localizan dos regiones palindromicas TGCA en la
caja operadora I, y dos mas en las cajas operadoras II y III, respectivamente (Fig. 60),
parece logico asumir que dos dimeros de BzdR se unan a la region I, y los otros dos
dimeros a las regiones Il y III del promotor Py (Fig. 87). Esta hipotesis estaba de
acuerdo con los ensayos de interaccion entre NBzdRL y la region operadora I, que
indicaban la uniéon de dos dimeros (4 moléculas) del regulador de forma cooperativa, ya
que al incrementar la concentracion de NBzdRL de 1 a 2 uM, el nimero de moléculas
de proteina unidas a la region I pasaba de 1 a 2 dimeros, y no aumentaba aunque se
incrementase la concentracion de la proteina hasta 8 uM (Fig. 66).

Este tipo de union cooperativa del regulador al promotor regulado ya se ha descrito
para otros reguladores de la familia XRE, como es el caso de los represores Cro (Jana et
al., 1997) y CI (Bell et al., 2000; Johnson et al., 1981) del fago A, o del represor CI del
colifago 186 (Dodd y Egan, 1996), y es coherente con el papel bioldgico desempefiado
por este regulador, de forma que en ausencia de benzoil-CoA en el medio, BzdR debe
ser capaz de reprimir eficiente y rapidamente la expresion de los genes bzd, ya que de lo
contrario su expresion supondria un gran gasto energético inutil para la célula.

Con el objetivo de confirmar y visualizar la interaccion entre la proteina BzdR y el
promotor Py se utilizd la técnica de la microscopia de fuerzas atomicas (AFM). Esta
técnica permitid la obtencion de una serie de imagenes que, si bien no permitieron
determinar el nimero exacto de moléculas de BzdR que se unen al promotor Py (entre 4
y 5 dimeros), si permitieron caracterizar qué tipo de complejos se forman entre la
proteina BzdR y las regiones operadoras I, II y III del promotor Py. Entre la diversidad
de complejos observados (Fig. 68) cabe destacar la existencia de una superestructura
que implicaba a las tres regiones operadoras (Fig. 69). El andlisis de varias
superestructuras permitio establecer un modelo de unidn tipo lazo, en el cual el DNA
abrazaba a las moléculas de proteina dando un giro sobre si mismo (Fig. 69A). Este tipo

de unién también ha sido descrito para otros complejos DNA-proteina como es el caso
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del complejo formado por la proteina MutS con el DNA (Jia et al., 2008), si bien otros
reguladores transcripcionales, como por ejemplo la proteina TodT que controla la ruta
tod de degradacion aerdbica de tolueno en P. putida, interaccionan con el DNA diana
siguiendo un modelo tipo horquilla (Lacal et al., 2008). Merece la pena destacar que los
estudios de AFM revelaron que el complejo formado entre BzdR y la region operadora |
(Fig. 68) era compatible con la uniéon de dos dimeros de BzdR (Fig. 68C), lo cual esta
de acuerdo con los resultados obtenidos por ultracentrifugacion analitica y con la
existencia de dos secuencias palindrémicas en dicha region operadora I, cada una de las
cuales uniria un dimero de BzdR. Por otro lado, la adicion de benzoil-CoA en los
experimentos de AFM revel6 una disminucion notable del nimero de complejos DNA-
proteina observados (Fig. 70), lo que estaba de acuerdo con el papel inductor del
benzoil-CoA desfavoreciendo la interaccion BzdR/Py y facilitando el despegue del

represor de sus cajas operadoras en el promotor Py.

5.1 Modelo del mecanismo de interaccion BzdR/Py

En base a todos los datos presentados en esta tesis, se propone un modelo de
regulacion del promotor Py que se esquematiza en la Figura 87. Seglin este modelo, la
proteina dimérica BzdR se une al promotor Py en forma de 4 dimeros que podrian
establecer interacciones proteina-proteina entre ellos con el fin de estabilizar el
complejo. Dos dimeros se unen inicialmente a la region operadora I y el complejo
formado favorece la interaccion de otros dos dimeros en las regiones operadoras 11 y I11.
En el complejo BzdR/Py formado la hebra de DNA rodearia a los cuatro dimeros de
BzdR, que permanecerian en el interior de esta superestructura, manteniendo el sitio +1
y la caja -10 inaccesibles para la RNAP, razon por la cual en esta conformacion el
promotor Py se mantendria reprimido.

En el modelo propuesto, el activador AcpR podria estar unido también en el
complejo nucleoproteico, ya que su region de reconocimiento no solapa con ninguna
region operadora de BzdR, entre el dimero de BzdR de la region II y uno de los dimeros
de la region I (Fig 87) o podria unirse a su region operadora en alguna fase posterior de
la activacion del promotor.

La presencia de benzoil-CoA generado por la benzoato-CoA ligasa cuando Azoarcus
sp. CIB encuentra benzoato en su medio de cultivo, permitiria la interaccion de este
ligando con el dominio CBzdR del represor, lo cual se traduciria finalmente en un

cambio conformacional conducente al despegue de los dimeros de BzdR de sus regiones
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operadoras en el promotor Py, permitiendo asi que la proteina AcpR reclute a la RNAP
de modo que pueda interaccionar con dicho promotor e iniciar su transcripcion (Fig.

87).

Region I

bzdN

~7~ _— @ Benzoil-CoA
A &dB J
| R~
S BzdR
A

B

Region II N J
Region I

Regioén III

Figura 87. Esquema del modelo de regulacion del promotor Py. (A) Esquema de la “superestructura” del
complejo BzdR/Py en ausencia de inductor no permitiendo la interacciéon con la RNAP. (B) Esquema del
promotor Py en presencia de inductor, benzoil-CoA, con AcpR y la RNAP en disposicion de comenzar la
transcripcion. Las lineas rosas punteadas indican posibles interacciones proteina-proteina.

De esta forma, queda modelada la interaccion y el mecanismo molecular subyacente
entre el promotor Py, las proteinas implicadas en su regulacion y el inductor, mostrando
un sistema complejo, sutil y robusto, dada la eficacia de la represion y la eficiente
respuesta ante la aparicion del efector. No obstante, quedan todavia numerosos

interrogantes sobre el mecanismo de regulacion especifica del promotor Py, como por
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ejemplo el papel de las cajas operadoras II y III, el mecanismo de competicién con la
RNAP, etc. Ademads, a esta regulacion especifica mediada por BzdR se sobreimpone
una regulacion que depende de las condiciones existentes en el medio como la
disponibilidad de oxigeno, mediada, como se ha visto, por el activador AcpR, o la
disponibilidad de diferentes fuentes de carbono simultaneamente, que da lugar a una
represion catabolica mediada por factores desconocidos por el momento.

En conclusion, con los resultados presentados en esta tesis, el sistema regulador
BzdR/Py se constituye como el modelo de estudio de mecanismos implicados en la
regulacion de la expresion génica del catabolismo anaerdbico de compuestos aromaticos

mejor caracterizado hasta la fecha.
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CONCLUSIONES

A continuacion se exponen las conclusiones extraidas a lo largo de este trabajo:

Se ha caracterizado la regulacion sobreimpuesta mediada por oxigeno del cluster
bzd implicado en la degradacion anaerdbica de benzoato en Azoarcus sp. CIB. La
actividad del promotor catabolico Py es estrictamente dependiente de la ausencia de
oxigeno y requiere una proteina activadora, e. g., Fnr de E. coli, que se une a una
region operadora centrada en la posicion -42.5, indicando que se trata de un

promotor de clase II.

La proteina Fnr estd implicada tanto en el reclutamiento de la RNAP en el promotor

Pn como en la formacion del complejo abierto en el inicio de la transcripcion.

Se ha identificado un nuevo gen regulador, denominado acpR, en Azoarcus sp. CIB
que codifica un homologo de la proteina Fnr de E. coli, cuyo papel es crucial en la
degradacion anaerdbica de compuestos aromaticos ya que es imprescindible para la

activacion del promotor Py en ausencia de oxigeno.

Se ha caracterizado la regulacion del gen bzdR, cuya expresion a partir del promotor
Pr esta reprimida por la proteina BzdR y se activa débilmente en presencia del

inductor benzoil-CoA.

La region operadora de la proteina BzdR en el promotor Pg solapa con las cajas -10
y -35 de interaccion con la RNAP, asi como con el sitio de inicio de la transcripcion

(+1), lo que esta de acuerdo con la funcion represora observada para esta proteina.

Mientras que el promotor catabdlico Py se encuentra sometido a represion
catabdlica mediada por acidos organicos no aromaticos, tales como succinato,
piruvato o acetato, el promotor Pr no. Ademads, el promotor Pr tampoco esta
sometido al control dependiente de los niveles de oxigeno y mediado por la proteina

AcpR.
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7.

10.

La proteina BzdR, un homodimero con simetria bilateral, posee una arquitectura
modular constituida por dos dominios, N-terminal (NBzdR) o efector y C-terminal
(CBzdR) o regulador, conectados por una region linker (LBzdR). Ambos dominios
son estructural y funcionalmente independientes. El dominio N-terminal purificado,
tanto con linker (NBzdRL) como sin linker (NBzdR), es un dimero que interacciona
especificamente con el DNA diana, convirtiéndose en un “super-represor” del
promotor Py in vivo. El dominio CBzdR purificado es un mondémero que
interacciona especificamente con la molécula efectora, benzoil-CoA, lo que se

traduce en un cambio conformacional.

La region LBzdR estd implicada en la transmision de informacion desde el dominio
CBzdR, que sufre un cambio conformacional al unir el benzoil-CoA, al dominio
NBzdR, que detecta dicho cambio conformacional y modifica su interaccion con el
promotor Py permitiendo su activacion. Determinadas mutaciones en la region
LBzdR impiden la conformacion dimérica de BzdR y su interaccion efectiva con el

promotor Py.

Se ha podido establecer un modelo de accion para la proteina BzdR basado en la
similitud estructural del dominio CBzdR con la enzima siquimato quinasa, y del
dominio NBzdR con la region de unién al DNA de reguladores de la familia HTH-
XRE.

La naturaleza modular de la proteina BzdR ha permitido la construccion de
quimeras artificiales con nuevas funciones reguladoras y que confirman la funcién
asignada a cada uno de los dominios de BzdR. El dominio LCBzdR fusionado al
dominio N-terminal del represor CI del fago A dio lugar a una quimera (QA) capaz
de controlar el ciclo litico del fago, utilizando benzoil-CoA como molécula efectora.
Por su parte, el dominio NBzdRL fusionado a la enzima SKI de E. coli dio lugar a
una quimera (Q1) bifuncional, con actividad enzimatica siquimato quinasa y capaz
de controlar la actividad del promotor Py in vitro utilizando siquimato como
inductor. La eliminacion selectiva de la actividad siquimato quinasa de la quimera
Q1 mediante una mutacion dirigida que impedia la unién del cofactor, Mg*", generd

una nueva quimera (Q2) que actuaba en la célula como un regulador analogo a
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11.

12.

13.

14.

15.

BzdR pero que responde a siquimato, en lugar de a benzoil-CoA, para la activacion

del promotor Py.

Los resultados obtenidos con las quimeras funcionales Q1 y Q2 han permitido la
elaboracion de un modelo sobre el origen evolutivo de la proteina BzdR basado en
la fusiéon de un dominio siquimato quinasa con un dominio HTH de unién a DNA, y

su posterior evolucidn al reconocimiento del benzoil-CoA como efector.

La proteina BzdR posee una mayor afinidad por la regién operadora I del promotor
Pn que por las regiones operadoras II y III. Aunque la regién operadora I es
suficiente para generar un promotor Pyl activo y sometido al control de BzdR, la
presencia de las regiones operadoras II y III en el promotor Py incrementa

ligeramente los niveles de represion dependientes de BzdR.

La unién de la proteina BzdR a las tres regiones operadoras del promotor Py es
cooperativa. La estequiometria de la interaccion es de 4 dimeros (8 moléculas) de

BzdR por molécula de promotor Py, uniéndose 2 dimeros a la region operadora 1.

La interaccion de la proteina BzdR con el promotor Py se ha visualizado mediante la
técnica de AFM, confirmando la unién de 4 dimeros de proteina en un complejo
rodeado por el DNA a modo de lazo, asi como el efecto del benzoil-CoA

impidiendo dicha interaccion.
En los resultados presentados en esta tesis, el modelo de control propuesto para el

sistema regulador BzdR/Py es el mas completo y mejor estudiado hasta la fecha en

el catabolismo anaerobico de compuestos aromaticos.
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