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Introduccion

1. El 6xido nitrico en plantas.

1.1. Introduccién a la molécula de 6xido nitrico.

El 6xido nitrico (mondxido de nitrégeno, NO) es umalécula gaseosa que
hasta hace relativamente pocos afios se considemdl@mente un gas toxico. Sin
embargo, la identificacion del NO como el factor mdajacion endotelial (EDRF,
edothelium-derived relaxing factor) (Ilgnarea al, 1987; Palmert al, 1987) y el
descubrimiento de la produccion de NO por las 6xiioco sintasas (NOSs) (Ignarro,
1990; Moncadaet al, 1991 Palmeret al, 1987) abrieron una nueva linea de
investigacion que fue muy explotada durante la dgcke los 90. Durante esos afios se
demostrd que esta molécula regula multiples furesdisiologicas y patofisiolégicas en
distintos sistemas y oOrganos de los mamiferos. |[Eafie 1992 la revist&cience
reconocio la importancia biolégica del NO eligiéledtMolécula del Afio”, y en el afio
1998 se concedié el Premio Nobel de Fisiologia ydiblea a los investigadores
Ignarro, Murad y Fuchgott por sus trabajos sobrbl@ly su funcibn como molécula
sefal en células de mamiferos.

En el afio 1979, Keppler demostrd que las plardasog tratadas con herbicidas
producian NO. Hoy en dia esta bien estableciddagueélulas vegetales son capaces de
generar NO, y en los ultimos afios se ha demosteagmn importancia del NO como
molécula sefalizadora en gran variedad de proespkantas.

El NO contiene un electron desapareado en unabr@tsz antienlazante, por
esta caracteristica es una molécula paramagnétiga nadical libre (Stamleet al,
1992). ElI NO puede existir como tres especiesndéstie interconvertibles (Figura 1.1),
ya que puede adoptar una estructura energéticanmease favorable perdiendo o
ganando un electrén. Estas tres especies sonmbpealical (NO), el catién nitrosonio
(NO") y el anién nitroxilo (NO, que difieren en sus propiedades fisicas y en su
reactividad quimica (Lamattiret al, 2003). El término NO se utiliza para referirss
general, a las tres especies.

El NO es ligeramente soluble en agua y algo miéblsoen solventes organicos,
por lo que es capaz de moverse por difusion pgpdaes hidréfilas de la célula, como
el citoplasma, pero también puede moverse libreenantravés de la fase lipidica y
difundir hasta células vecinas o permanecer enidemencélula donde se ha producido.

Al ser un radical libre reactivo, posee un vida rmaedlativamente corta (del orden de
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unos segundos) de manera que el efecto que pwderegl NO se limita a la célula en

la que se produce, o a las células vecinas masmaéx

[:NEO:]
: / (NO*)
:N=0:
(NO) \ L
[:N=0:]
(NO)

Figura 1.1. Especies de NO (adaptado de Lamattinal, 2003).

1.2. Mecanismos de sefializacion del 6xido nitrico.

Los estudios sobre la reactividad quimica del N@ germitido comprender que
los mecanismos de sefializacion en los que partidipaen lugar gracias a su
interaccion con moléculas diana a través de una gligersidad de reacciones
bioquimicas de adicion y de oxido-reduccion (Bogd201). Es importante tener en
cuenta que el NO puede encontrarse en distintad@stedox, y que cada uno de éstos
podra actuar sobre distintas dianas celularespt@einas son las dianas a través de las
cuales el NO ejerce su funcion biolégica, bieraaéds de la nitrosilacion de los metales
gue contienen, |I&nitrosilacion y la nitracién de la tirosina (BessBardet al., 2008).
Entre estas proteinas se encuentran canales ipricnisnas, receptores y factores de
transcripcion (Lamattinat al, 2003).

1.2.1. Nitrosilacion de metales.

El NO puede formar complejos con proteinas quéiemen metales mediante la
nitrosilacion. Las aconitasas, la catalasa, larasto peroxidasa tanto citosélicas como
mitocondriales, la lipooxigenasa y la citocromoxidasa son posibles dianas del NO a
través de la nitrosilacion, lo que conduce a ladipér de su actividad (revisado por
Besson-Barett al, 2008). En animales, el NO puede iniciar su eféabldgico a través
de su interaccion con el grupo hemo de la guanitéttasa soluble (sGC), lo que
provoca un cambio conformacional que conduce acsivaaion. El resultado es el
aumento de los niveles de segundo mensajero cGhlh¢gina-monofosfato ciclico).
En plantas también se ha demostrado la capacidadQ@leara inducir la sintesis de
cGMP tanto en tejidos como en suspensiones cedu{egeisado por Neiket al, 2008;
Delledonne, 2005, Lamottt al, 2005 y Lamattinat al, 2003), pero todavia no se ha
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identificado una sGC vegetal que responda a NONG@&I también nitrosila a las
hemoglobinas vegetales, tanto simbibticas comdmbidticas, y se hablara de ellas en
profundidad en los apartados 1.5.3y 4.3.1.

1.2.2.S-nitrosilacion.

La Snitrosilacion es una modificacion especifica dsteina, reversible, que
puede modular la funcion de una proteina. Los grum de la cisteina se pueden
nitrosilar por la accion del nitrosotiol de bajespanoleculas-nitrosoglutation (GSNO)

o por la transferencia de NO desde otra prot8&indrosilada. LaS-nitrosilacion es una
reaccion especifica que depende de la comparticiéntaubcelular de las fuentes de
NO vy de las proteinas diana, y de la presencia al&vos consenso flanqueando los
residuos de cisteina (Hestsal, 2005). La unidrsNO es labil en un ambiente reductor
por lo que las proteinaS-nitrosiladas pueden ser facilmente desnitrosiladss ha
sugerido que I&nitrosilacion comparte muchas caracteristicasladosforilacion, que

es el prototipo de modificacion post-traduccionaloiucrada en la transduccion de
sefales (Delledonne, 2005). Mediante un estuditepnaico realizado por Lindermayr
y colaboradores (2005), a partir de cultivos cedade Arabidopsistratados con
GSNO, se han identificados diversas proteinas gaden ser dianas potenciales para la
Snitrosilacién. Entre ellas se encuentran protenesscionadas con estrés, reacciones
redox, citoesqueleto, regulacion, sefializacion yabmismo (Lindermayet al, 2005,
revisado por Besson-Baed al, 2008; Delledonne, 2005; Nedt al, 2008).

1.2.3. Nitracion de tirosina.

La nitracion de tirosina se produade vitro a traveés de especies reactivas de
nitrogeno (RNS), como el anién peroxinitrito (ONQO el diéxido de nitrégeno (NQ
gue se forman a través de la interaccién del NO expecies reactivas de oxigeno
(ROS) tales como radical superéxido,§Oy perdxido de hidrégeno ¢8,) (Radi,
2004). En animales la nitracion de tirosina esédichmente asociada con la pérdida de
la funciébn de las proteinas y, ademas, es un buadar del estrés oxidativo
dependiente de NO (Hanalt al, 2001). Por otro lado, se ha demostrado que la
nitracion y la fosforilacion de tirosina compiteardnte la sefializacion mediada por
proteinas quinasa, lo que conduce a una inhibidéra fosforilacion de proteinas
(Schopferet al, 2003). Varios estudios han demostrado la présete nitracion en

plantas (revisado por Nei#t al, 2008), sin embargo, hasta ahora es el mecanismo
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menos estudiado y todavia no se conoce mucho adersa papel en la sefializacion
por NO.

1.2.4. Sefalizacion a través de calcio.

En animales, la mayoria de los canales y trarsgores de calcio (€9 estan
bajo el control del NO. EI NO modula su actividadedtamente mediant&
nitrosilaciéon o indirectamente a través de segumdessajeros como el cGMP y/o el
cADPR (adenosina-difosfato-ribosa ciclico). EI cADRctiva los canales permeables al
C&* RYR (del inglés, ryanodine receptor), y promuevéidaracion de C# desde los
compartimentos intracelulares. En plantas, tamb&ha demostrado que el NO actia a
través del cCADPR y de la movilizacién de?Cé&Figura 1.2). En plantas de tabaco, el
cADPR induce la expresion de los genes relacionadosla patogénesiBR-1 (del
inglés,patogenesis related) ¥ PAL (del inglés phenylalanine ammonia liagede igual
forma que lo hace el NO, y estos efectos se inhpoemn inhibidor de los canales RYR
(Durneret al, 1998). Ademas, un antagonista del cCADPR, el-8ADPR (8-Bromo-
CcADPR), reduce la acumulacion de transcritos delRfe-1inducidos por la generacion
artificial de NO en hojas de tabaco (Klessigal, 2000). En células guarda ®écia
faba, el NO induce el aumento de la concentracion Gitws de C&' citosélico y/o la
entrada de G4 desde el espacio extracelular (Garcia-Matal, 2003; Lamottet al,
2004). Diversos estudios han demostrado que loalemrRYR son las principales
dianas de la accion del NO, y que el cADPR es unsajero intracelular clave que
media en la accién del NO. (Revisado por Bessou-8&al, 2008).

Otros estudios han demostrado que los inhibiddeeproteinas quinasa (PKs)
suprimen el efecto del NO sobre los niveles d&" €aosoélico en células guarda de
Vicia fabay en células délicotiana plumbaginifoligLamotteet al, 2006; Sokolovski
et al, 2005), implicando asi a las PKs en las cascdelagfalizacion que transmiten la
sefial del NO a través del ¥gFigura 1.2). Por otro lado, el NO, por medio del
aumento de la concentracién citosélica de**Capuede modular proteinas que
intervienen en sefializacién como CDPKs (del ingl&8'-dependent protein quinases),
MAPKs (del inglés, mitogen-activated protein quessy canales idnicos sensibles al
C&". (Revisado por Besson-Baetlal, 2008, Figura 1.2).
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Figura 1.2. Sefializacién por NO en células vegetales (adamtad®esson-Bardt al, 2008).

1.3. Sintesis de 6xido nitrico.

En plantas, el NO se puede formar a partir de ax@iyn de nitrito. En la sintesis
de NO dependiente de arginina interviene una enzwnaactividad tipo 6xido nitrico
sintasa “(NOS)-like enzyme” la cual aun no se hanificado en plantas.
Recientemente, se ha propuesto la implicacion derata de sintesis de NO, aun no
caracterizada en plantas, que utiliza poliaminasccgustratos La sintesis de NO a
partir del nitrito puede ocurrir de forma enzimatw no enzimatica. Entre las enzimas
principalmente implicadas en la sintesis de NO déjgaite de nitrito, se encuentran la
nitrato reductasa (NR) y la nitrito-NO reductas&DR). (Revisado por Besson-Bard
et al, 2008, Figura 1.3).

PAs NO,

NR/Ni-NOR/
Mitochendria

| NOS

inhibitors

L-Arg-dependent Nitrite—-dependent
pathway pathway

Non-enzymatic
route

Figura 1.3. Sintesis de NO en plantas (adaptado de BessoneBatd2008).
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1.3.1. Sintesis de éxido nitrico dependiente de anga.

En animales, el NO se genera principalmente porgwpo de enzimas
denominadas Oxido nitrico sintasas (NOSs), qudizatala conversion de L-arginina a
L-citrulina mediante una reaccion dependiente digemo y NADPH. La presencia
actividad tipo NOS en plantas se ha detectado mexia reaccion de conversion de L-
arginina a L-citrulina y se ha confirmado medialaténhibicién de esta reaccion por
inhibidores de las NOSs de mamiferos. También sedetectado proteinas vegetales
inmunorrelacionadas con las NOSs de mamiferos.

La primera evidencia genética de la presenciandesnzima parecida a NOSs en
plantas fue la identificacion ekrabidopsisthalianadel genAtNOS1(Guoet al, 2003).

El gen AtNOSL1 codifica una proteina que comparte similitud coma uenzima
involucrada en la sintesis de NO en la serpiétgiix pomatia(Guo et al, 2003 y
2005). AtNOS1 parece presentar caracteristicasibitigas de NOSs, ya que reduce la
arginina a citrulina y se inhibe en presencia debidores de NOSs en mamiferos, sin
embargo, no esta relacionada estructuralmente aniNOSs clasicas de mamiferos.
Diversas aproximaciones genéticas ha revelado qiNOB1 tiene un papel muy
importante en la transicion floral (H al, 2004), y es la principal fuente de NO en las
rutas de sefializacion iniciadas por ABA (acido &bieso) (Guoet al, 2003) y
lipopolisacéaridos, que inducen respuestas defensinglantas (Zeidlat al, 2004).

Sin embargo, posteriormente han aparecido varasjos que han puesto en
duda si AtNOS1 es realmente una enzima tipo NOSurEmtento de reproducir los
primeros resultados, Zemojtel y colaboradores (206 pudieron detectar actividad
tipo NOS en la proteina AtNOS1 recombinante puwadec o en otras proteinas
recombinantes codificadas por genes ortdlogos €m ynarroz, por lo que parece que
los ensayos tipicos de medida de actividad NOSeptas limitaciones técnicas en
plantas (revisado por Besson-Batdal, 2008; Neillet al, 2008). Por otro lado, segun
los estudios de alineamiento de secuencias y laksenestructurales, se ha propuesto
gue AtNOSL1 puede tratarse de una GTPasa (guano$osfiatasa) involucrada en la
biogénesis de ribosomas en las mitocondrias. Pugstolas mitocondrias son una
fuente importante de NO (Grupga al, 2005; Planchett al, 2005) se podria explicar
por qué una mutan#&tNOS1tiene disminuida su capacidad de sintetizar NQ@ .téuns
estos motivos, puesto que se ha demostrado que NGO una proteina asociada a la

sintesis de NO pero no se ha demostrado que sqaateéna tipo NOS, actualmente se
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ha propuesto renombrarla como AtNOal (del ingd¢apidopsis thaliananitric oxide-
associated 1). (Revisado por Besson-Baral, 2008; Neillet al, 2008).

Los inhibidores de NOSs de mamiferos presentaitalilm especificidad en
células vegetales, de manera que tales inhibiduweden actuar sobre otras enzimas
gue también metabolizan la L-arginina, como laraga y/o la arginina descarboxilasa,
la primera enzima de la ruta biosintética de lds&aponas (PAs). En este sentido, el
hecho de que las PAs espermina y espermidina induzca rapida sintesis de NO en
varios tejidos dérabidopsis(Tun et al, 2006) es bastante relevante. Se ha sugerido la
presencia de una enzima desconocida que es lanszdpe de la conversion directa de
PAs a NO (Yamasaki y Cohen, 2006), de manera queapacidad que tienen los
inhibidores de NOSs de mamiferos para suprimiringesis de NO en plantas estaria
relacionada con la habilidad que tienen de inhibir arginasa y/o la arginina
descarboxilasa, e indirectamente suprimir la sitde NO derivada de las PAs
(revisado por Besson-Baed al, 2008).

También se ha detectado una enzima con activida8 Bn peroxisomas de
hojas de guisante (Barrost al, 1999). Se ha demostrado mediante fluorescencia y
EPR (resonancia paramagnética nuclear) la produa#dNO en peroxisomas y por
medio de quimioluminiscencia, estos autores tamdémuestran la acumulacion de
NO dependiente de arginina en peroxisomas a tde@sa proteina inmunorelacionada
con la iINOS (inducible NOS) de raton (Corgasl, 2004).

1.3.2. Sintesis de Oxido nitrico dependiente de riio.

La principal funcién de la enzima nitrato reduatg®R) en plantas es la
reduccion asimilatoria de nitrato (NPa nitrito (NQ). La NR es un homodimero de
200 a 250 kDa, en el que cada monémero contieagtugpos prostéticos: FAD (flavin-
adenin-dinucleotido), hemo (citocrorbgsz) y un cofactor de molibdeno (MoCo), que
es el que transfiere los electrones desde el NAD(R)icotinamida-adenina-
dinucledtido(fosfato)] al sustrato, normalmenteatda (Meyeret al, 2005).

La produccién de NO por la enzima NR se conocdealéss afios 80 cuando se
demostrd que la NR de la soja cataliza la converdel nitrato a NOn vivo (Dean y
Harper, 1986 y 1988). Posteriormente, se demostedajNR purificada de maiz tiene
actividad nitrito reductasia vitro y que produce NO a partir de nitrito en una reacci
dependiente de NAD(P)H (Yamasaki, 1999; Yamasakakihama, 2000), y ésto se

confirmdé mediante estudi@s vivo ein vitro enArabidopsig(Bright et al, 2006).



Introducciéon

El NO producido por la NR juega un papel fisiotimen diversos procesos de la
planta y no es un simple producto secundario dactavidad de dicha enzima. La
primera evidencia se obtuvo @mabidopsis donde se demostré que el NO producido
por la NR estaba implicado en el cierre de losmeatoinducido por ABA (acido
abscisico) (Desikaret al, 2002). Ademas, la inhibicion de la actividad ldeNR
mediante el tungstato impide la formacion de NOvitaeel cierre de los estomas
inducido por ABA o nitrito (Desikapt al, 2002; Brightet al, 2006). El papel de la NR
en el cierre de los estomas inducido por ABA tambs¢ ha estudiado mediante
aproximaciones genéticas, y se ha demostrado glas des isoformas de NR presentes
en Arabidopsis NIA1 y NIA2, es NIAl la fuente de NO durante lafializacion por
ABA (Bright et al, 2006). Otros autores han sugerido que el NOymidd por la NR
podria participar en la formacion del aerénquimaaéres (Dordast al, 2003).

En raices hay dos tipos de NRs, una se encuamtea @tosol (CNR) y otra se
encuentra unida a la membrana plasmatica expuesta el apoplasto (PM-NR)
(lgamberdiev y Hill, 2004a). La cantidad de cNRiackesta regulada, sobre todo, por
factores ambientales como la disponibilidad deatoty el oxigeno (Storh y Stremlau,
2006). En condiciones de hipoxia/anoxia se produnaeinduccion de la cNR asociada
con la acidificacion celular que da lugar a unanagdacion de nitrito (Botrel y Kaiser,
1997; Stoimenovat al, 2003). Ademas, la actividad de la cNR parecar estmetida a
una regulacion post-traduccional segun su estadéosferilacion (Botrel y Kaiser,
1997; Rockekt al, 2002). Puesto que la hipoxia/anoxia también graxi un aumento
de los niveles de NO en plantas, que se ha rekdioeon la induccién de la cNR
(Dordaset al, 2003a y 2004; Rocket al, 2002), se ha sugerido que la cNR es una de
las enzimas responsables de la produccion de Neoraticiones de baja concentracion
de oxigeno. (Revisado por Igamberdiev y Hill, 2004)

La nitrito:NO reductasa (NI-NOR) es otra fuente Ni® en células vegetales.
Esta enzima se ha estudiado principalmentdNieotiana tabacumy es una enzima
especifica de raiz donde se encuentra unida argbraea plasmatica y expuesta hacia
el apoplasto (Stohet al, 2001). Estudiosn vitro han demostrado que no utiliza
NAD(P)H como donador de electrones, sino citocrooapero todavia no se ha
identificado el donador de electrones en condiddistologicas. La produccion de NO
por esta enzima, cuya actividad depende principaiende la disponibilidad de nitrato
en el suelo, podria estar relacionada con variosesos fisiolégicos como el desarrollo

de la raiz, la interacciones con patdgenos y edrdal de micorrizas arbusculares.
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Ademas, se ha demostrado que la actividad de MR- se inhibe reversiblemente en
presencia de oxigeno, lo que indica que, en ellappde la raiz, la formacion de NO
dependiente de nitrito puede estar reguladavivo por oxigeno. Ademas, se ha
propuesto que la elevada producciéon de NO en gllagto por la NI-NOR puede ser la
sefal que indique deficiencia de oxigeno en la tadzpresencia de una enzima NR
unida a la membrana plasmatica (PM-NR), que redlpdrato a nitrito en el apoplasto
de la raiz, permite sugerir una actividad estrecmen coordinada entre estas dos
enzimas, que seria la responsable de produciireem sefal que indicara la presencia
de nitrato en el suelo, sin embargo todavia néesen datos suficientes para asegurar
gue realmente se trate de una NR (revisado por $t8tremlau, 2006).

En el apoplasto de la capa de aleurona de grastzeda se ha demostrado la
produccion no enziméatica, dependiente de pH aa@oNO a partir de nitrito, en
repuesta a giberelina y ABA, dos hormonas que facadi el medio apoplastico (Bethke
et al, 2004a). La presencia de agentes reductores compuestos fenolicos puede
acelerar la formacion de NO (Bethé&eal, 2004a).

Se ha demostrado que las mitocondrias son otraefude NO en plantas. Las
mitocondrias purificadas a partir de suspensiorsdslares de tabaco son capaces de
reducir el nitrito a NO a expensas de NADH en coodies anoxicas (Planchet al.,
2005). Otros autores han demostrado que soélo lexomdrias de la raiz, y no las de
hojas, son capaces de reducir el nitrito a NO tanietro comoin situ (Gruptaet al,
2005). En presencia de inhibidores de la cadentaadsporte electronico mitocondrial
[mixotiazol 0 SHAM (&cido salicilhidroxamico)] laofmacién de NO en la raiz se
bloguea (Gruptat al, 2005). Ademas, estos autores sugieren que l@ampayte del
NO producido en raices sometidas a condicionexiua® € 1%) es producida por las
mitocondrias, en comparacion con la NR. El hechguie= esta actividad sea especifica
de las mitocondrias de la raiz sugiere una conexidre la produccion de NO y ciertos
aspectos del metabolismo de las raices en condiida hipoxia/anoxia (Grupé al,
2005).

1.4. Funciones del 6xido nitrico.
El NO es una molécula sefal que tiene importafuesiones en diversos
procesos de la fisiologia de las plantas como $areeimiento y desarrollo de las

mismas. También interviene en la respuesta de lastas a estreses bidticos y
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abidticos. EI NO puede funcionar como una moléaitatoxica o citoprotectora

dependiendo de su concentracion y localizaciémeicélulas vegetales.

1.4.1. Crecimiento y desarrollo.

Varios estudios han demostrado que el NO rompeidaahcia de la semilla y
estimula su germinacion en varias especies (Zlearad 2005; Bethkeet al, 2004b).
Ademas, mediante EPR se ha detectado la acumuldeit®O enddgeno dentro de las
semillas de sorgo (Simontacdatial, 2004). Uno de los posibles mecanismos por el que
el NO puede intervenir en la germinacion es medidatactivacion de la enzima
amilasa (Zhangt al 2005). (Revisado por Delledone, 2005).

El NO induce la elongacién de la raiz de la midorana que lo hacen las
auxinas (Gouvéat al, 1997). Ademas, se ha demostrado que el NO isteven la
organogénesis de las raices ya que actla como doedda la ruta de sefializacién
iniciada por las auxinas que conduce a la formad@mrraices adventicias de pepino
(Pagnussatt al, 2002) y raices laterales de tomate (Correa-Ardgat al, 2004). El
NO también participa en la respuesta de la raingia frente al gravitropismo. La
estimulacién por gravedad de raices de soja prowoaacumulacion asimétrica de NO
gue esta inducida por auxinas (etual, 2005). (Revisado por Stohr y Stremlau, 2006).

Mediante la utilizacién de donadores y secuestedde NO se ha demostrado
gue el NO actia como un modulador del crecimientdeyla orientacion del tubo
polinico dentro del pistilo. Se ha propuesto quealikribucion de los peroxisomas,
fuentes de NO, en la punta del tubo polinico dateanta direccién del crecimiento
(Pradoet al, 2004). (Revisado por Delledone, 2005).

En el tejido vascular, el NO regula la muerte keelurogramada y la
lignificacion durante la formacion del xilema. Easletapas tempranas del proceso, el
NO se acumula en los elementos traqueales y esarerpara que se produzca la pared
celular secundaria y la autolisis celular (Gabaldginal, 2005). (Revisado por
Delledonne, 2005).

Mientras investigaban el efecto del NO sobre etioniento vegetativo, He y
colaboradores (2004), observaron que la aplicag@donadores de NO en plantas de
Arabidopsisprovoca un retraso de la floracion. Estos autdegsostraron que las lineas
mutantes en el locusox1 contienen niveles mas elevados de arginina, gyl NO
gue la linea parental, y ademas, florecen mas.tBafeotro lado, lineas derabidopsis

con el gerAtNOS1mutado, florecen antes, lo cual, a su vez, esuitgncian vivo de
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la sintesis de NO dependiente de arginina. Estimsesusugieren que el NO interviene
en la floracidon actuando sobre la expresién de gyemguladores implicados en dicho
proceso. (Het al 2004, citado por Crawford y Guo, 2005 y Gairal, 2006).

1.4.2. Estrés biotico.

El NO desempefia un papel fundamental en los menaside sefializacion que
tienen lugar durante la respuesta de la plantat@@aos. Lo primero que acontece
durante esta respuesta es la induccion de la HRnglés, hypersensitive response),
con el fin de limitar los nutrientes disponiblesgal parasito. La HR se caracteriza por
una acumulacion rgpida de NO y ROS, que disparandarte celular, induce la
activacion de las rutas de sefializacion que comdacda expresion de los genes
relacionados con la defensa y media en el estafileio de la respuesta sistémica
adquirida (SAR, del inglés systemic adquired rasist). Ademas, se ha demostrado
gue el NO también juega un papel crucial en lalsefr@celular que desencadena la
transmision de la HR de célula a célula. (RevigamtdDelledone, 2005).

La muerte celular que ocurre durante la HR se debana produccion
equilibrada de NO y ROS (Delledom al, 1998 y 2001). Se ha propuesto que la
muerte celular se desarrolla por la accion del NGtg con HO,, ya que se ha
observado la aceleracion de la actividad superégidmutasa (SOD), que produce
H,0, a partir de superéxido (Delledomee al, 2001). Ademas se ha demostrado que
lineas transgénicas de tabaco con actividad catakhucida, presentan niveles mas
elevados de D, y de muerte celular que las lineas control (Zagal, 2006). Las
plantas transgénicas d® thaliana que expresan una flavohemoglobina bacteriana,
presentan niveles mas bajos de NQOHy una HR reducida. Estos autores sugieren
gue probablemente la funcion del NO durante la R ishibir la actividad de las
enzimas antioxidantes (Zeiet al, 2004). En relacion con esta idea, se ha denaustra
gue el NO reprime la acumulacion de la enzima &storperoxidasa de los tilacoides,
gue se encarga de captaiG4d (Murgia et al, 2004). (Revisado por Delledone, 2005;
Honget al, 2008).

La aplicaciéon de donadores de NO en plantas dectab en suspensiones de
células de soja inducen la expresion de genes, ¢ohhoy PR1 que juegan un papel
crucial en el desarrollo de la SAR (Delledoreteal, 1998; Durneet al, 1998). Las
plantas transgénicas d& thaliana que expresan una flavohemoglobina bacteriana

presentan menor nimero de transcritos delRy&n y la expresion del geRR1se ve
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retrasada (Zeidleet al, 2004). Estudios posteriores han permitido idieati otros
genes implicados en la SAR y, ademés, se ha deadostjue la mayoria estan
modulados tanto por NO como pos®4 (Zagoet al, 2006). (Revisado por Horej al,
2008).

Mediante la utilizacion de inhibidores de NOSsvgmiferos se ha demostrado
gue una actividad tipo NOS se encarga de la prodluce NO durante la interaccién
planta-patégeno (Delledonret al, 1998; Durneret al, 1998). EnA. thalianala
presencia de lipopolisacaridos (LPS) procedentebadterias patdégenas de plantas y
animales inducen una rapida produccion de NO quiepsndiente del geltNOS1y
se ha demostrado que mutantesAdethaliana en elgen AtNOS1son mucho mas
susceptibles frente R. syringaeDC3000 (Zeidleet al, 2004). (Revisado por Horey
al., 2008).

1.4.3. Estrés abidtico.

Los estreses abioticos inducen la produccion deeN©¢lulas vegetales. EI NO
regula la respuesta de las plantas frente al eshiético, reduciendo el efecto deletéreo
de las ROS. La mayoria de los estreses abitétiamspan un aumento de las ROS, a
partir de cloroplastos, mitocondrias y peroxisomistas ROS causan un dafio
oxidativo, pero por otro lado también estan invaddas en la respuesta frente al esteés.
Alguno de los efectos antioxidantes del NO se deba interaccion con algunas ROS
como el superoxido para formar peroxinitrito, queege ser eliminado por otros
procesos celulares. En otros casos, el NO incremémtactividad de enzimas
antioxidantes como la SOD, la catalasa y la astorparoxidasa. Ademas, el NO
participa en las cascadas de sefializacion y ergldacion de la expresion de genes de
respuesta a estrés. (Revisado por Neidl, 2007; Qian y Fan, 2008).

La sequia provoca una serie de dafios en las géhkdiados por ROS, como
son la muerte celular, el escape de iones y lanrfeagacion del ADN. En hojas de
patata, se ha demostrado que estos efectos somasanu@mndo se aplica NO exdgeno
(Beligni y Lamattina, 1999). El déficit hidrico inde la produccion de NO en plantas
de tabaco y guisante (Goutd al, 2003; Leshem y Haramaty, 1996). La aplicacion de
un donador de NO (SNP, nitroprusiato sédico) a haja trigo provoca una mayor
tolerancia frente a sequia debido a que estas paeden menos agua, presentan una
menor tasa de transpiracion, menor escape de ienesluccion del cierre de los

estomas. Cuando se aplica un secuestrador de NOIJcPdel inglés 2-(4-
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carboxyphenyl)-4,4,5,5-tetramethylimidazoline-1-b8yoxide] se revierten los efectos
del NO (Garcia-Mata y Lamattina, 2001). (Revisado@iao y Fan, 2008).

Bajo condiciones de estrés salino, el tratamiento SNP resulta en un mayor
crecimiento y viabilidad de plantulas de arroz (ldehet al, 2002), promueve la
germinaciéon y el crecimiento de la raiz de plastulie lupino amarillo (Kopyra y
Gwozdz, 2003), e incrementa el crecimiento y ebmexo de plantulas de maiz (Zhang
et al, 2006). Ademas, plantas mutant&®NOalde Arabidopsis son mas sensibles al
cloruro sédico que las plantas silvestres (@ual, 2003; Zhacet al, 2007a). Estas
mutantes presentan niveles mas elevados,@g, ldero cuando son tratadas con SNP se
reduce el dafio oxidativo provocado por el clorurdi® (Zhaoet al, 2007b). Se ha
sugerido que el NO incrementa la tolerancia frealteestrés salino induciendo la
expresion de genes que se requieren para la hassodel Nay la adquisicion del K
(Revisado por Qiao y Fan, 2008).

Existen diversos trabajos que demuestran el paqmééctor del NO frente a
otros estreses abidticos tales como las tempesatxteemas, la radiacion UV, el estrés
mecanico, los herbicidas y los metales pesadoséddy por Qiao y Fan, 2008).

En condiciones de estrés abidtico se produce desibn de ABA y la
induccion de genes regulados por esta hormona.BA #duce tolerancia frente a
diferentes estreses como la sequia, la salinidad pajas temperaturas a través de dos
procesos en los que se encuentra implicada, conécua sefial, el NO. Por un lado, el
ABA induce el cierre de los estomas, lo que a suregluce la pérdida de agua por
transpiracion, y por otro, induce la activacionlae defensas frente al dafio oxidativo.
En células guarda, el ABA induce la sintesis deyNd&@ HO,, que al igual que el NO,
también esta involucrado en el cierre estomatideeros trabajos demuestran que la
sintesis de NO inducida por ABA es dependienteaderdduccion de ¥D., ya que al
eliminar el HO, mediante el uso de antioxidantes o inhibiendo istesis, no se
observa produccion de NO en la celulas guardanmmpoco cierre estomatico. De forma
similar, al eliminar el NO mediante un secuestrasrcompromete la induccion del
cierre estomatico porJ@, o ABA. Los datos indican que la generacion de Nducida
por ABA en células guarda requiere actividad tip@\y, enArabidopsis también la
isoforma NIAL1 de la NR. EI NO estimula la actividdd MAPK y la produccién de
cGMP, dos eventos que se requieren para que seizo@del cierre estomatico
(consultar el apartado 1.2.4). (Revisado por Nidll, 2007; Qian y Fan, 2008).
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El estrés por hipoxia también provoca un incrementlos niveles de NO en los
tejidos de la planta, que ha sido detectado ponigluminiscencia (Rockedt al, 2002;
Perazzolliet al, 2004) y EPR (Dordast al, 2003b y 2004). En el apartado 1.5.3 se
hablara del papel del NO y de las Hb de clase |h eesistencia a corto plazo frente a

condiciones de hipoxia, como puede ser el enchaecéondel suelo.

1.4.4. Regulacion de la expresion génica por oxiadtrico.

EL NO esta implicado, a nivel molecular, en la tagidn de la expresion génica
(revisado por Griret al, 2006).Los estudios transcriptomicos indican que el NO
regula genes relacionados con una amplia diversigadrocesos celulares. En 2003,
Polverari y colaboradores investigaron los camleiodos perfiles de expresion de
thaliana tras su tratamiento con un donador de NO (SNEYliante cDNA-AFLP (del
inglés, amplification fragment length polimorphisnb)e un total de 2500 transcritos
comprobados, 120 se vieron afectados tras el tramdoncon el donador de NO
(Polverariet al, 2003). En un estudio posterior se utiliz6 uncimarray” de genoma
completo deA. thalianaen el que estaban incluidos aproximadamente 24ebdes
Tras el tratamiento de las raicesAtabidopsiscon SNP, se comprob6 la induccion de
324 genes y la represion de 80 genes (Pataali, 2004). Estudios mas concretos han
demostrado que el NO esté implicado en la homdestia$ hierro, puesto que se ha
demostrado que el tratamiento de hojaddebisopsiscon SNP provoca la induccién
de la expresion de ferritina (una proteina encargd&l almacenamiento del hierro)
(Murgiaet al, 2002), y por otra parte, se ha demostrado qietegula la sintesis de
glutation (GSH) en raices déedicago truncatulaEl tratamiento de la raices de alfalfa
con dos donadores de NO, SNP y nitrosoglutationN@)Sprovoca la inducién de los
genesy-ecsy gshs que codifican dos enzimagdlutamina sintasa y glutation sintasa,
respectivamente) implicadas en la ruta biosintadelaGSH. Mientras que el GSH esta
presente en la planta entera, el homoglutation §@&S un tiol caracteristico de raices
y nédulos de leguminosas. El tratamiento con doresdde NO no tiene ningun efecto
sobre la expresion degshs que codifica la enzima homoglutation sintatsapoasable
de la sintesis de hGSH. Estos resultados sugiarerestos dos tioles deben realizar
funciones diferentes en leguminosas (Inocendil, 2007).
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1.5. Modulacién de los niveles del 6xido nitrico.

Como se ha comentado en el apartado 1.4, dependindu concentracion y
localizacion, se han descrito propiedades tantotéiicas como citoprotectoras y
estimulantes para el NO en plantas, lo que sudgemportancia de conocer tanto los
mecanismos de sintesis como los de modulacioncpateolar el nivel, la reactividad, y

las funciones de sefalizacidon de esta molécula.

1.5.1. Reactividad quimica.

Las reacciones quimicas que se producen como amrsea de la elevada
reactividad del NO constituyen el primer mecanigieceliminacion de NO del medio.
El NO reacciona con £para formar diéxido de nitrégeno, que se degraata formar
nitrito y nitrato en solucion acuosa (Nell al, 2003). Tanto en células animales como
vegetales, el NO se produce al mismo tiempo queRld$, de manera que el NO
reacciona rapidamente con el radical superoxida f@mar otra molécula altamente
reactiva, el peroxinitrito, que es consideradaMSRnas toxica en animales (Stardér
al., 1992), aunque parece que las plantas son mrasista este radical (Delledonae
al., 2001), que incluso podria presentar propiedadgalizadoras. Por lo tanto, el nivel
de NO puede estar modulando los niveles de RO&secélulas y viceversa. (Revisado
por Neill et al, 2008).

1.5.2. Oxido nitrico y glutation.

El NO puede reaccionar con el grupo tiol del resida cisteina que contiene el
tripéptido glutation (GSH)yglutdmico-cisteina-glicina).a concentacion de glutation
en células vegetales suele ser 2-3 mM por lo quertaacion de GSHsnitrosilado
(GSNO) puede influir mucho en las concentracioreN@ libre dentro de éstas. De
hecho, el GSNO es considerado un reservorio y dorda NO (Feechaet al, 2005),

y por lo tanto un agent&nitrosilante. La enzima GSNO reductasa, que catdh
oxidacion del GSNO a GSSG (glutation disulfuro)myomio (Diazet al, 2003), puede
ser clave a la hora de controlar la disponibilidadNO y laS-nitrosilacion de proteinas.
Se ha demostrado que existe una correlacion ehtnéved de expresion de GSNO
reductasa y el contenido enddgeno Seitrosotioles durante la interaccion planta
patogeno, de manera que la accién de dicha enziotege a la planta modulando el
nivel de losS-nitrosotioles, cuya presencia en elevadas coragatres, compromete la

respuesta de resistencia promovida por la plaetadra los patdgenos (Feecledral,
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2005; Rustérucatt al, 2007). (Revisado por Besson-Batdal, 2008; Perazzolkt al,
2006).

1.5.3. Oxido nitrico y hemoglobinas vegetales.

La presencia de Hbs en plantas fue descrita porepa vez en nédulos de soja
en 1939 por Kubo. Desde su descubrimiento, se heosteado que las Hbs estan
presentes en todo el reino vegetal. Actualmenwisiiguen tres grupos filogenéticos
de Hb vegetales, segun el analisis de sus secsewncla afinidad por el oxigeno
(Smaggheet al, 2009). Las Hbs de clase 1 (Hbs-1) presentarafin@ad muy elevada
por el oxigeno (debido a una constante de disdriagiuy baja) y se expresan en
condiciones de estrés metabdlico (revisado por &nrd009). Las Hbs-1 son Hbs no
simbidticas (nsHbs), puesto que su presencia platda no se asocia con la presencia
de un simbionte. Dentro de las Hbs de clase 2 @l encuentran las hemoglobinas
simbidticas (leghemoglobinas, Lbs) y otras nsHista&Hbs presentan menor afinidad
por el oxigeno que las Hbs-1. Las Lbs se encueptratoncentraciones elevadas dentro
de los nodulos de leguminosas y no legumino€asigarina Myrica y Alnug donde
cumplen una doble funcién, facilitando el transpalte oxigeno a los bacteroides y
evitando la inactivacion de la nitrogenasa (comasudt apartado 2.6.2). Ekrabidopsis
la expresion de nsHbs de clase 2 se induce enestspal tratamiento con bajas
temperaturas y citoquininas (revisado por Dord@892 Las Hbs de clase 3 (Hbs-3),
son hemoproteinas que presentan una estructu@ttaircon respecto a las otras Hbs.
En A. thalianase ha identificado un geGIB3) que codifica una proteina similar a las
Hbs truncadas de bacterias, y parece que estéantgede manera general en plantas
(Watts et al, 2001). EnM. truncatula se han identificado dos genddt(rHbl y
MtTrHb2) que codifican dos proteinas homdlogas a Hbs ades (Vieweget al,
2005).

Para estudiar la relacion entre las Hbs-1 y el iNQivo, varios grupos han
recurrido a aumentar o suprimir la expresion déalicHbs. De esta manera se ha
demostrado que una de las funciones conocidastds ldbs es el mantenimiento del
estado energético de la célula en plantas que seemriman sometidas a hipoxia,
(revisado por Dordas, 2009; Perazzetlal 2006).

La expresion de las Hbs-1 se induce drasticamant®ndiciones de hipoxia, lo
gue es esencial para la supervivencia de la pl@deazzolliet al, 2006). Aquellas

lineas que sobreexpresan Hbs de clase 1 resisfenlebipoxia que las lineas control.
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Ademas, bajo condiciones hipdxicas se induce ldymcion de NO, cuya acumulacion
es inversamente proporcional a los niveles de Hi®dos estos datos han permitido
sugerir que las Hbs-1 regulan los niveles de N@nlg@tanto, directa o indirectamente,
también regulan los procesos dependientes de NCEletas vegetales (revisado por
Dordas, 2009). Un ejemplo seria la formacion deémguima en tallos y raices. Esta
estructura se forma por un proceso, inducido ptanet, de muerte celular selectiva y
desintegracion, lo que da lugar a espacios vaciedagilitan la difusion de gas. Se ha
demostrado que suspensiones de células de mafieger suprimida la Hb-1 producen
niveles mas elevados de etileno y NO. En raicedfdda que sobreexpresan la Hb-1 de
cebada no se observan indicios de la formacidmelgngquima después de varias horas
de exposicién a hipoxia, mientras que en raicetaosi se observan. Estos resultados
indican que el NO actia directa o indirectamenteresda sintesis de etileno. La
expresion selectiva de Hbs-1 en la raiz podrialaeda formacion del aerénquima
modulando los niveles de NO, que tendria un efdotcto en el proceso de muerte
celular. (Revisado por Igamberdiet/al, 2005).

Se ha propuesto la existencia de un ciclo queiga@l NO y las nsHbs en la
resistencia a corto plazo frente a condiciones gwxia, como puede ser el
encharcamiento del suelo (revisado por Dordas, ;20@@mberdievet al, 2005;
Perazzolliet al, 2006). La secuencia de eventos que componertiekiese resume en
la Figura 1.4. La induccion de la reduccién deanitpor la cNR o la PM-NR da lugar a
la acumulacién de nitrito, que es reducido hastapédOla intervencion de diferentes
sistemas dependientes de NAD(P)H (consultar apatta8). En este ciclo la Hb-1 actta
como parte de un sistema NO dioxigenasa y, enrswafoxigenada, Hb(E8O,, oxida
el NO para producir de nuevo nitrato. En conjutddas esta reacciones estan oxidando
NAD(P)H, por lo que mantienen el estado redox deglala en condiciones hipoxicas,
ayudando asi en el mantenimiento de la glucol®isno consecuencia de la oxidacién
del NO por parte de la oxiHb, se produce metaHH{FEf), que debe ser reducida a
Hb(F€*) para mantener el ciclo. En este paso, puestdagti®s carecen del dominio
ferredoxina-NADP reductasa, junto con la Hb intervendria otra pnaiecomo por
ejemplo la monodihidroascorbato reductasa (MDHAR)e estd implicada en la
reduccion de la metaHb mediada por ascorbato (Igedigvet al, 2006), o en nédulos
de leguminosas, una enzima reductasa especifichR(Fldel inglés, Ferric Lb
Reductase) (Becana y Klukas, 1992), también podni@nvenir reductores endégenos
como el NAD(P)H y el ascorbato (Becana y Kluka92Zt®Perazzollet al, 2004). Este
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ciclo, aparte de detoxificar NO y permitir el manitgiento del estado rédox y enegético
de la célula durante las condiciones de hipoxippsea una ruta alternativa a las rutas

clasicas de fermentacion que operan en condictupésicas.

Hypoxic stress

|

Decline in respiration
Increase in glycolytic flux

ATP decrease . T
l NAD(P) NAD(PIH HNA H increase
Nitrate reductase eu:.ti\.fmH
NO, 7 nsHb-1 induction
NAD(P)H NAD(P)H
NAU(PJ."H"f«
[: MetHbR Hb-1 + NO2
NAD(P) + H* MetnsHb NQ,
NO, ? nsHb-1
NADI(P)H O“_\
nsHb-10,

NAD(PYT'+ H*
O ————"—‘l——/' NO J

I
Oxidation of NAD{PIH and NO
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accumulation
Maintenance of Redox and Energy Status - 1he cell

Figura 1.4. Ciclo nsHb/NO y su implicacion en la toleranciarfie a condiciones hipdxicas (Dordas,
20009).

Recientemente, se demostrado el papel de las Hipstd proteccion frente al
estrés nitrosativo, mediante la modulacion de lesles de NO, durante la interaccion
planta-microorganismo (Nagaga al, 2008; Sasakuret al, 2006; Shimodat al, 2005
y 2009). En el apartado 4.3.1 se hablara en desaliee este aspecto..

2. La simbiosisRhizobium-leguminosa.

2.1. La fijacion bioldgica de dinitrégeno.

El nitrégeno (N) es un elemento fundamental pagastdos seres vivos ya que
es componente de biomoléculas imprescindibles lpavala, como las proteinas y los
acido nucleicos. La principal reserva de N se emtaeen la atmosfera terrestre en
forma de dinitrogeno (M. Sin embargo, el Natmosférico es inerte, debido a la fuerza

de su triple enlace, y no puede ser utilizado pomhayoria de los seres vivos, a
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excepcion de un grupo de procariotas, los diazmdrofjue tienen la capacidad de
reducirlo a amonio a través de un proceso conooitioo fijacion, en vida libre o en
simbiosis con algunas plantas. La capacidad de Nijaesta ampliamente distribuida
entre los procariotas y es compatible con ambientgsvariados y una gama amplia de
caracteristicas fisiologicas. Se estima que enl tafijan aproximadamente 275
millones de toneladas métricas (Tm) de &l afio, de los que 30 se deben a causa
naturales como descargas eléctricas o erupciorednitas, 70 proceden de la fijacion
industrial por el proceso Haber-Bosch (que sezatifiara la produccion de fertilizantes
nitrogenados), y 175 de la fijacion biologica (ddifpe, 2006). La fijacion de Nes un
proceso muy importante del ciclo del nitrégeno ya tgepone el contenido total de N en
la biosfera y compensa las pérdidas que ocurretapdesnitrificacion (Dixon y Kahn,
2004) (Figura 2.1).

araerohic

denitrification — nitrogen fixation
T PN Ny
e
NO A .
ANATAINOX \\\
™
nitrate recuction k1 rineralization
NOy .———-% NOy —————————————————— v NHyt 35 momwwis
rifioati N nitrite araraonification § 0 amronium assimilaion
nitrification . s
nitrification
vitrifioation. e N HZOH
[+ [+ [ [ + [ -1 [ 3]

Oxidation state of T

Figura 2.1. Ciclo bioldgico del N (van Spannirg al., 2005).

Después del agua, el N es el principal nutriemédinte para el desarrollo de las
plantas. Por esta razdn, en el periodo entre 193099 se incrementd 10 veces en
Espafa el uso de fertilizantes nitrogenados, gui® joon otras acciones industriales y
antropicas, han alterado las condiciones basicascid® natural del N y han
contribuido a la contaminacion por nitratos de da®sistemas terrestres y acuaticos
creando graves problemas ecolégicos y para la daluthna (de Felipe, 2006). No
todos los fertilizantes aplicados a los sistemagalgs son asimilados por los cultivos.
Algunos son barridos de los campos por la lluviel agua de riego y son lixiviados,

acumulandose y dando lugar a la contaminacion de alguas superficiales y
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subterraneas. La acumulacién excesiva de ferttizanitrogenados provoca una serie
de efectos negativos relacionados con la salud han@mo la metahemoglobinemia,
afecciones respiratorias, e incluso se ha reladmr@n la apariciéon de cancer (de
Felipe, 2006; Veladzqueet al, 2006). En las aguas superficiales, el excedd gaede
causar eutrofizacién, o enriguecimiento excesivondtientes, cuyo resultado es un
aumento de la produccion primaria (fotosintesis) itoportantes consecuencias sobre
la composicion, estructura y dinamica del ecosiatelra eutrofizacion produce de
manera general un aumento de la biomasa y un eempotiento de la diversidad. Por
otra parte el N acumulado en los suelos o aguasrfstiples puede retornar a la
atmosfera en forma de 6xido nitrico (NO) y 6xideroso (NO), gases con efecto
invernadero que contribuyen a la destruccion dealga de ozono. Ademas, el NO
puede ser quimicamente oxidado hasta didxido dégeibho (NQ), que a su vez se
puede hidratar formando los &cidos nitroso y rt(ldNO, y HNG3), que caen a la
tierra como constituyentes de la lluvia acida.

Actualmente, se estan explorando practicas agsi@tarnativas que sostengan
una productividad elevada a la vez que disminuyamgacto negativo causado por el
uso de los fertilizantes. En este contexto es dotglgen gran importancia los
biofertilizantes microbianos como alternativa, tdda parcial, a los fertilizantes
guimicos. La fijacion biol6gica de Naporta la mayor parte del N fijado a los
ecosistemas terrestres y se encuentra dentro gedleticas agricolas respetuosas con el
medio ambiente. De los 175 millones de Tm de N sgidijan anualmente por via
biol6gica, 35 proceden de la fijacion en vida ligrd40 de la fijacidbn simbidtica (de
Felipe, 2006).

Considerando todo lo expuesto anteriormente, hogossidera a la fijacion
simbidtica de N como un proceso de enorme importancia econommapgca y
agricola. Este proceso tiene lugar gracias a laiasdén mutualista que establecen
bacterias del ordeRhizobiales/ plantas de la familikabaceae

Las fabaceasF@abaceag o leguminosaslLeguminosag son una familia de
arboles, arbustos y hierbas, perennes o anualesstribucion cosmopolita que consta
de alrededor de 20.000 especies distribuidas enstrefamiliasCesalpinioideagque
consta de numerosas especies tropicMaapsoideaeque incluye especies arboéreas, y
Papilionoideae que es la mayor subfamilia y la que incluye lapeeies de mayor
interés agrondmico. La gran importancia econdmieaegta familia se debe a que

muchos de sus miembros se han utilizado desdetigiiadad como alimento de los

22



Introduccion

seres humanos y de los animales. Actualmentegtasrliinosas son la fuente proteica
mas importante para los paises en desarrollo gdarsla fuente de alimentos a nivel
mundial, ademas de su gran relevancia como foamjercomponentes de piensos para
alimento animal. Por otro lado las leguminosasasociacion con bacterias fijadoras,
mejoran la fertilidad de suelos lo que les confiera gran eficacia a la hora de la
fitorrecuperacion de suelos forestales y revegétagCarpenat al, 2006), ademas de
preparar los suelos agricolas para ser utilizados atros cultivos, por medio de la
rotacion de cultivos.

Las principales responsables de la fijacion sindadtle N son las bacterias
pertenecientes al ordeRhizobiales conocidas comiUnmente como rizobios. Los
rizobios sorz-Proteobacterias, Gram-negativas, que perteneaemamero diverso de
géneros:Rhizobium Ensifer (antesSinorhizobiuny, Mesorhizobium Bradyrhizobium
Allorhizobium Azorhizobium  Blastobacter  Methylobacterium  Devosia
Phyllobacteriumy Ochrobactrum(Velazquezet al, 2006). Los rizobios inducen la
formacién de nodulos, que son los érganos donde tiggar el proceso de fijacion de
N,. La mayoria de los rizobios forman nédulos en rai€es de sus leguminosas
hospedadorasiAzorhizobiumlos ocasiona tanto en las raices como en losstalo
Sesbania rostratay Phyllobacteriumlos originan en las hojas de las plantas de las
familias Myrsinaceaey Rubiaceae.Aparte de los rizobios, existen otras bacterias
capaces de fijar nitrégeno en simbiosis con legosas, como son las del género
Burkholderiay Ralstonia incluidas en el grupo de Ja-proteobacterias (Velazquet
al., 2006).

En el interior de los nodulos las bacterias se relifeian en formas
especializadas, denominadas bacteriodes, que reeéld¢ atmosférico a amonio, una
forma nitrogenada asimilable por la planta. La esdén entre la planta y la bacteria
supone una complementacién nutricional reciprocientvhs que la planta recibe, N
fijado en forma de amonio, la bacteria dispone atesintatos y aminoacidos como

fuentes de carbono, energia y nitrégeno.

2.2. El proceso de nodulacién.

El establecimiento de una simbiosis efectiva eproneso complejo en el que es
imprescindible el intercambio de sefales espesifieatre los simbiontes, hecho
responsable, en parte, de la alta especificidaldodpedador caracteristica del proceso

de nodulacion.
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La comunicacion entre los simbiontes comienzaladiberacion por parte de la
planta de una serie de compuestos contenidos emxautados de semilla y raiz,
principalmente flavonoides, acidos aldonicos y ipets (Morénet al, 2006). La
naturaleza y cantidad de estos compuestos exudzslatependiente de la especie
vegetal y del estado de desarrollo y fisiologicdadplanta. El papel de estas sustancias
en la induccion, en su rizobio especifico, de lpresion de los genes de nodulacion,
constituye el primer determinante de especificidada interaccion. La activacion de
los genes de nodulacién da lugar a la expresidundeonjunto de enzimas encargadas
de la produccion de de los factores Nod, o de mwitih. Los factores Nod son
moléculas sefial que van a tener un papel fundaihemtal inicio del desarrollo del
ndédulo y en la invasién bacteriana. Estan compegsto un esqueleto basico de quitina
(N-acetil-D-glucosamina) al que se une un acido graso a trdeiesl del extremo no
reductor. Diferentes modificaciones adicionales deme aparecer en esta estructura
bésica segun la especie de rizobio, asi como vames en la longitud y el grado de
saturacion del &cido graso (revisado por Oldroyowbie, 2008).

El correcto reconocimiento de un factor Nod edmeciequiere la presencia de
los receptores LysM-RLK (del inglés, Lysin Motivee¢eptor-Like Kinase) especificos
de la superficie de las células del pelo radicalaya determinar la especificidad de la
interaccién entre el rizobio y su planta hospedadogvisado por Oldroy y Downie,
2008). Tras la percepcion de los factores Nod,redyge la transduccion de la sefial
gue conduce a una oscilacion de los niveles décaifcla zona perinuclear de los pelos
radicales. Dichos picos en la concentracion inttéae de calcio podrian ser los
responsables de la induccién de la expresion derstis genes observada durante los
primeros estadios de la nodulacion, de ahi quprtaiginas que codifican se denominen
nodulinas tempranas o ENOD (Early Nodulin). Poa qtarte, los factores Nod también
tienen la capacidad de inducir la reorganizacidredgueleto de actina, la formacién de
pelos radicales y/o la deformacion de los ya existe asi como la formacion del
cordon de preinfeccion en las células del cortdgraew, a través del cual se produce el
crecimiento del corddn de infeccidén (revisado pdur@y y Downie, 2008; Mororet
al., 2006).

La infeccion bacteriana comienza con la adhesgmizbbio a la epidemis de la
raiz, generalmente a las células del pelo radiegufa 2.2). La adhesion se ve
facilitada por la unidn entre las lectinas carasteas de la pared celular de la planta

hospedadora con polisacéridos especificos en larfstip de su correspondiente
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rizobio. En ese momento, la curvatura del pelocadditrapa a los rizobios (Figura 2.2),
gue proliferan produciendo un aumento en la comaeidn de los factores Nod en el
foco de infeccion. Entonces se produce una inversivel crecimiento de la punta del
pelo radical dando lugar a la formacion de un cartedcelular por el que penetran los
rizobios formando una columna (Figura 2.2). Laiagon del canal de infeccion es la
principal etapa de seleccién de la especie banteapropiada, en lo que participa: un
elevado grado de especificidad de los factores Nod, elevada concentracién de
factores Nod y la presencia de los polisacaridaep@dos en la superficie de la
bacteria. Como resultado se seleccionard un sotodé bacteria, resultando en una

infeccion clénica (Oldroy y Downie, 2008).
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Figura 2.2. Proceso de nodulacién (Oldroy y Downie, 2004).

En muchos sistemas simbioticos, simultdneametadamacion del cordon de
preinfeccién, los factores Nod inducen divisiones lds células del coértex, con la
correspondiente formacion del primordio nodular,celo interior se desarrollan las
estructuras nodulares (Mordt al, 2006; Oldroy y Downie, 2008). Sin embargo, la
activaciéon de la nodulacion también puede ocurrinesencia de factores Nod. En los
ultimos afios se ha demostrado la gran importan@aignen las hormonas vegetales en
el proceso de formacion del nédulo, de hecho, doshios en el cértex asociados con la
formacion del meristemo del nédulo estan dirigidos una modulacion de los niveles
hormonales (revisado por Ferguson y Mathesius,)2003

El crecimiento dirigido de los cordones de inféactransporta a los rizobios
hasta las células del primordio nodular. Alli lasdones de infeccidén se ramifican v,
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mientras continda el desarrollo del nédulo (Fig2ui2d), se produce la liberacion de las
bacterias en el citoplasma de las células veget@lst liberacion es un proceso
endocitético mediante el cual las bacterias quedaieadas de una membrana
peribacteroidea (MPB) que deriva del reticulo etafpatico y aparato de Golgi de la
célula vegetal, quedando asi confinadas en unawasfenominada simbiosoma.
Finalmente se produce la diferenciacion de lasebiast en formas especializadas,los
bacteriodes. Simultaneamente con la apariciénrdbissomas, el primordio nodular se
convierte en nédulo maduro.

En lineas generales, los nddulos contienen doaszama interna o zona de
infeccion y otra externa o cortex. La zona de iafa es muy diferente segun se trate
de nodulos determinados o indeterminados. En lempsas de climas tropicales, como
es el caso de la soj&lfycine max la division de células del cortex externo da tuga
nddulos de forma esférica 0 ndédulos determinadagu& 2.3b), en los que la
diferenciacion de las células infectadas tienerladgamodo sincronico (Franssenal,
1992). En leguminosas de climas templados, laidivide las células del cortex interno
da lugar a nodulos de forma alargada conocidos coéuulos indeterminados. La
existencia de un meristemo persistente en estagogdrigina un gradiente de etapas
de desarrollo (Figura 2.3a): meristemo en el extrepical (I), la zona de invasion
(donde ocurre la division de las células y la ioféc de estds por los rizobios que
llegan desde los canales de infeccion) (1), laazde fijacion de Bl(donde las células
contienen bacteroides completamente diferencigdlds)y el tejido senescente cercano
a laraiz (IV) (Vasset al, 1990). (Revisado por Minchat al, 2008).

a) 713 b)

Figura 2.3. Representacion esquematica de un nédulo indetermi@@d/ de un nédulo determinado (b)
(adaptado de Hadet al., 1998).
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En el cértex se pueden distinguir varias zonagp @rado de diferenciacion e
incluso, su presencia, varia segun la especie glami@osa. Préximo a la zona de
infeccion se encuentra el cortex interno (o pamdégunodular), en el que se distingue
una zona de células pequefas, a veces, con grespesos intercelulares, y otra zona
de células muy empaquetadas. El cértex medio cantiélulas grandes de pared gruesa
pero no lignificada. Detras de éste, en algunoss;ae distingue una capa de células
con paredes engrosadas que constituyen la endaderesiclerénquima. La ultima capa
del nédulo, el cortex externo, contiene células\des poco empaquetadas, y espacios
intercelulares grandes. En algunos casos detrasstie también se distingue una
peridermis. (Revisado por Minchin, 1997; Mincleinal, 2008).

2.3. La nitrogenasa.

La enzima clave de la fijacion de Ms la nitrogenasa. Esta enzima pudo tener
una aparicibn muy temprana, ya que se cree quecestylicada en los comienzos de
la vida, en la detoxificacién de diferentes sueaton triples enlaces presentes en la

sopa primigenia (Olivares, 2006).

[BFe-79]
P cluster

Bound 5
nucleotide ™

[4Fe-48] cluster

Y '
Fe protein MoFe protein Fe protein

Figura 2.4. Estructura del complejo nitrogenasa Atmtobacter vinelandi{Dixon y Kahn, 2004). Las
subunidades de los dos dimeros de Fe-proteinacapaes color azul y marrén, y en color rosa y gris.
Para la MoFe-proteina, las subunidadegparecen en color verde y amarillo, y las subut@dg, en rojo

y azul.

Casi todos los diazotrofos tienen una nitrogengsaconsta tipicamente de una
ferroproteina (Fe-proteina) o nitrogenasa reductasde una molibdoferroproteina
(MoFe-proteina) o nitrogenasa. Cuando en el medo hay disponibilidad de

molibdeno, algunos diazotrofos, comézotobacter vinelandiio Rhodobacter
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capsulatus inducen la sintesis de nitrogenasas alternativgs contienen vanadio o
hierro en lugar de molibden&ady, 1996, revisado por Dixon y Kahn, 2004). lea F
proteina es un homodimero de aproximadamente 60 kBata codificada por el gen
nifH. El ndcleo activo de la proteina es el grupo [4B¢-que une las dos subunidades
del dimero (Figura 2.4). La MoFe-proteina es uratiimeron22 de aproximadamente
220 kDa, las subunidadesestan codificadas por el gaifD y las subunidades estan
codificadas por el genifK. Esta proteina contiene dos tipos de centros imesalel
cofactor homocitrato-hierro-molibdeno (FeMoco), gee el lugar donde ocurre la

reduccion del sustrato, y el grupo [8Fe-7S] o gB&igura 2.4).

La reaccion estequiométrica de la reduccion gesN condiciones Optimas, es la
siguiente:
N+ 8 €+ 8H + 16 MgATP-> 2NH; + H, + 16 MgADP + 16 P

Esta ecuacion quimica refleja la principal cardstiea de la fijacion biol6gica de;Nsu
elevado coste energético, debido a la gran estadililel triple enlace del,N

El mecanismo enzimatico requiere la reduccionaded-proteina por donadores
de electrones como ferredoxina o flavodoxina, Endferencia (dependiente de la
hidrolisis de MgATP, magnesio-adenosina-trifosfatdg MoFe-proteina de electrones,
y finalmente, la transferencia interna de electsose la MoFe-proteina desde el grupo
P al FeMoco. Cada paso de transferencia electrgepaiere un ciclo de asociacion
entre la Fe- y MoFe-proteina para formar un coroplélna vez oxidada y con el
MgADP (magnesio-adenosina-difosfato) acoplado gafoteina se disocia, se vuelve a
reducir y a intercambiar el MgGADP por MgATP. Esiel@ se repite hasta que se hayan
acumulado los electrones (y protones) suficiergese{ caso del Nson 8 8 para que
los sustratos puedan ser reducidos (Figura 2.5).

Una parte importante del poder reductor que sizaupara fijar N se pierde en
forma de hidréogeno a causa de una reaccion cdlaengevitable catalizada por la
nitrogenasa. Esto representa una fuente de inafieieenergética del proceso de
fijacion, y es especialmente relevante en las sigibRhizobiurAleguminosa. Algunos
rizobios poseen un sistema hidrogenalsap)( capaz de reoxidar ese hidrégeno y
recuperar parte del poder reductor utilizado ersisiesis, mejorando la eficiencia

energética del sistema simbiodtico (revisado porelngbet al, 2006).
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Fe protein MoFe
(reduced) protein Complex formation

A
2(20P)
/» Electron transfer

Nucleotide ATP hydrolysis

Reduwg@ / Phosphate release
e 2( ATP 2P

v

Fe protein
{oxidized)

B Reduced [4Fe-48] B Oxidized [4Fe-48] Pcluster € FeMoco

Figura 2.5. Representacion esquematica del ciclo de la Feima{Dixon y Kahn, 2004).

2.4. Genes implicados en la fijacion de dinitrégeno

La caracterizacion de los genes de la fijacion deeNlN rizobios se realiz6
tomando como prototipo la bacteria diazotrofa ddavibre Klebsiella pneumoniae
Utilizando fragmentos especificos de los gemé$ y nifD de K. pneumoniagRuvkun
y Ausubel (1980) demostraron que estos genes @estiea conservados en otros
organismos diazotrofos, incluidos los rizobios.

Los genes responsables de la fijacion simbidtedNg en un sentido amplio,
pueden dividirse en genewod nif, y fix (Fischer, 1994) y suelen localizarse en
plasmidos de elevado peso molecular (pSym), excegtoBradyrhizobium y
Azorhizobiumdonde su localizacién es cromosoOmica, puesto sias eacterias carecen
de plasmidos. Los productos de los gened actian en etapas tempranas de la
formacién del nédulo (consultar el apartado 2.2)ré&los genesif se incluyen genes
estructurales de la nitrogenasa, genes que seerequpara la biosintesis de la
nitrogenasa y genes reguladores. Los gérea®n aquellos que, junto con los gends
son esenciales para la fijacion de &h bacterias simbibticas, pero que no tienen su
homologo erK. pneumoniaeEntre los genefix se encuentran genes relacionados con
el desarrollo y el metabolismo de bacteroides, gene fueron nombrados corfig
antes de conocer su funcién, y que deberian semterados, y genes que fueron

identificados originalmente en el contexto de facion de N, pero que, ademas,
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intervienen en otros procesos no relacionados sta € incluso estan presentes en
procariotas que no son diazotrofos (Fischer, 1994).

La mayoria de los genesdf y fix estdn organizados en operones que varian de
unas especies de rizobios a otrasBEjaponicumlos genesif y fix estan organizados
en tres grupos, tal y como se presenta en la F@@raEl Grupo | contiene los genes
estructutales de la nitrogenasa, entre otros. EGrapo Il se encuentra el operén
fixRnifAy fixA, y el Grupo Il contiendixK, fixLJ, y los operoneixNOQPYy fixHGIS
El genfixK,, estaria situado aparte en el Locus IV. Ademé&sstles, existen otros genes
implicados en la fijacion de Njue se encuentran situados cerca o incluso deatesta
zona del cromosoma, comeoN;, groESlLs y ndp (Fischer, 1994). En los dos siguientes
apartados se hablara las funciones conocidas dgelossnif y fix, y se presenta un

resumen de las mismas en la Tabla 1.1.

Grupo |
fixU nifZ
Vi ‘ Y
, 77 = , 77 ‘ ) =
nifDKENX nifS nifB frxA nifH nifQ  nifW fixB fixC fixX
Vi
77 4 | i | i
fixR  nifA fixA fixK, fixJ fixL fixNOQP fixGHIS fixK,
Grupo Il Grupo Il Locus IV

Figura 2.6. Organizacion de los gena# y fix enB. japonicum(adaptado de Fisher, 1994 y Kaneao
al., 2002).

Gene Description Gene  Description

nifD Nitrogenase molybdenum-iron protein alpha chain fixX Probable ferredoxin

nifk Nitrogenase molybdenum-iron protein beta chain fixR Oxidoreductase

nifgE Nitrogenase molybdenum-cofactor synthesis protein  fixA Electron transfer flavoprotein beta chain
nifN Nitrogenase molybdenum-cofactor synthesis protein  fixk,  Transcriptional regulatory protein Crp family
nifx Iron-molibdenum cofactor processing protein fixJ Two-component response regulator

nifS Nitrogenase metalloclusters biosynthesis protein fixL Two-component oxygen-sensor histidine kinase
nifB FeMo cofactor biosynthesis protein fixN Cytochrome-c oxidase

nifZ Iron-sulfur cofactor synthesis protein fixO Cytochrome-c oxidase

nifH Dinitrogenase reductase protein fixQ cbb; oxidase, subunit IV

nifQ Molybdenum processing protein fixP cbb; oxidase, subunit Il1

nifw Nitrogenase stabilizing/protective protein fixG Iron-sulfur cluster-binding protein

nifA nif-specific regulatory protein fixH FixH protein

fixB Electron transfer flavoprotein alpha chain fixI E1-E2 type cation ATPase

fixC Flavoprotein fixS FixS protein

fixU Nitrogen fixation protein fixK, Transcriptional regulatory protein Crp family

Tabla 1.1.Resumen de la funcién conocida de los geifeg fix enB. japonicumsegun la informacién

publicada en la Rhizobase (http://www.kazusa.ohjpabase).
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2.4.1. Genegwif.

Hasta la fecha, se han encontrado 10 geifi€®n su correspondiente homologo
enK. pneumoniagentre ellos los genes estructurald®, nifK y nifH (comentados en
el apartado 2.3). Los genesB, nifE y nifN son genes requeridos para la biosintesis del
cofactor FeMo. Ademas, eékzotobacter vinelandise ha purificado una proteina NifS,
con actividad cisteina desulfurasa, necesarialpdi@macion de los grupos metalicos
de hierro y azufre que forman parte de la nitrogari@henget al 1993), sin embargo,
en B. japonicum nifS no es indispensable para el funcionamiento dettagenasa,
puesto que una cepa mutada en ese gen conser@8&wde3la actividad de esta enzima
(Ebelinget al, 1987, revisado por Kaminskt al, 1998), y posiblemente otra enzima
pueda sustituir la funcion de NifS &n japonicum NifX, identificada erB. japonicum
(Hennecke, 1990), estd anotada como proteina iagalicen el procesamiento del
cofactor FeMo (Kaneket al, 2002). La funcion de NifW no se conoce todap&p si
se sabe que es totalmente necesaria para la fijdeidd en Azorhizobium caulinodans
en vida libre y en simbiosis, a diferencia de le qucurre erK. pneumoniaey A.
vinelandi, donde sOlo se requiere para que la MoFe-protalcance su maxima
actividad. Kim y Burguess (1996), demostraron qué\ evinelandij NifW se une a la
MoFe-proteina para formar un complejo de gran pesiecular, pero sélo en extractos
celulares que estan expuestos a la presencia genaxilo cual ha permitido sugerir a
estos a autores que NifW puede participar en leepcadn de la MoFe-proteina frente al
oxigeno (revisado por Kaminskt al, 1998). Segun Kanekat al (2002), el gemifw
codifica una proteina estabilizadora y protect@dadnitrogenasa. Por ultimo altimo el
gennifA codifica el activador transcripcional especifialds operonesif, del que se

hablara en profundidad en el apartado 2.5.2.

2.4.2. Genedix.

Los genedixABCX se identificaron por primera vez &morhizobium meliloti
(Dushaet al, 1987; Earkt al, 1987). También se han encontrado homadlogostds es
genes enB. japonicum (Fuhrmannet al, 1985; Gubleret al, 1986), Rhizobium
leguminosarunbv. viciae (Grongeet al, 1987), bv. trifolii (Michiels y Vanderleyden,
1993) yA. caulinodangArigoni et al, 1991). Las cepas mutantes en alguno de estos
cuatro genes eR. melilotio B. japonicumson incapaces de fijar,Nen condiciones
simbidticas, y en el caso d& caulinodans también en condiciones de vida libre

(revisado por Kaminslet al, 1998). Todavia no se ha asignado una funciGuiiaica
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definitiva para estos genes, pero sus caract@dstiagieren que, en conjunto, pueden
codificar una cadena de transporte electronico |[garatrogenasa. La eliminacion del
transporte electrénico hacia la nitrogenasa con@ue la inestabilidad de sus dos
componentes principales, o que explicaria la atiaethe actividad nitrogenasa en los
mutantes (Fischer, 1994).

Se han localizado dos genes que codifican pratedimailares a ferredoxinas en
S. meliloti(fdxN) y B. japonicum(frxA), aunque parece que sélo FdxN es necesaria para
la fijacion simbidtica de N(Ebelinget al, 1988; Klippet al, 1989). FdxN podria estar
involucrada en la transferencia de electrones hiaciaitrogenasa puesto que se ha
demostrado que la proteina FdxN 8emelilotipuede donar electronés vitro a la
nitrogenasa d&hodobacter capsulatuRiedelet al, 1995, revisado por Kaminskt
al., 1998). Recientemente, se ha identificad®ejaponicumun gen homologo fixN,
gue es esencial para la fijacion simbidtica de I que permite proponer que la
feredoxina codificada por dicho gen puede ser atador de electrones de la
nitrogenasa eB. japonicum(Hauseret al, 2007)

Los genedixNOQP se han descrito e8. meliloti (Boistardet al, 1991),B.
japonicum (Preisiget al, 1993),A. caulinodans(Mandonet al, 1993 y 1994) yR.
leguminosarumbv. viciae (Hyneet al, 1992). Cuando se deleciona este operon, las
cepas resultantes & melilotio B. japonicumson incapaces de fijar,Nen simbiosis,
mientras que em\. caulinodansse produce una reduccion del 50% de la actividad
nitrogenasa tanto en vida libre como en simbidsite operon codifica la citocronmo
oxidasa de tipa@bh; que se expresa especificamente en condicionesasitibicas o
anaerdébicas (Preisigt al 1993). Se hablara mas en detalle de ella eragtaaip 2.6.3.

Los genesfixHGIS se han identificado e®. melilotj varios miembros del
géneroBradyrhizobium A. caulinodansy R. leguminosarunbv. viciae y bv. phaseoli.
Cepas mutantes & melilotien los geneBxG, fixH o fixl son incapaces de fijar,Nsin
embargo em\. caulinodansmutaciones en los gentesG o fixl sélo reducen la fijacion
de N, tanto en simbiosis como en vida libre (Fisch&94). Se ha sugerido que el
operon fixHGIS puede intervenir en la captacion y en el metatalisdel cobre,

elemento necesario para la citocroomxidasa de tipobbs; (Preisiget al, 1996b).
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Por dltimo, el geffixR, se encuentra situado en un operén juntonif@y y enB.
japonicumno es esencial para la fijacion de (Yhonyet al, 1987). La proteina FixR
de B. japonicum podria estar involucrada en la activacion e imacton dependiente

del estado redox de la proteina NifA (Fischer, 1994

2.5. Regulacién de la fijacion de dinitrogeno.

Una de las principales caracteristicas de laifijadiologica de N ya se ha
comentado en el apartado 1.4 y es su elevado enstgético. Pero ademas, otra de las
caracteristicas de este proceso es que la nitregeg®m una enzima extremadamente
sensible al oxigeno. La sensibilidad de la nitragerel oxigeno es debida en gran parte
a la Fe-proteina, debido a la superficie expuestaudgrupo [4Fe-4S], que une las dos
subunidades del dimero (Dixon y Kahn, 2004). Ptrsemotivos, la fijacion bioldgica
de N es un proceso estrechamente regulado en todasalostrofos. Los factores que
controlan la fijacion de Nen los diazotrofos van a estar relacionados cdisisipgia y
ecologia. Los fijadores en vida libre reduceraNmonio para su propio metabolismo,
por lo que tiene que haber un estrecho acoplamanite fijacion de My asimilacion
de nitrato, siendo la concentracion de oxigeno gidaonibilidad de N los principales
factores que regulan el proceso. En los diazotrsimbioticos el factor predominante
gue regula los genes de la fijacion es la conceidtmade oxigeno (o el ambiente redox)
dentro del nodulo. Dado que el bacteroide fijader b se comporta como un
exportador de amonio a la célula vegetal, resafjad que la expresion de los genes de
la fijacion de N no se vea afectada por la disponibilidad de Nraoamente a lo que
ocurre en fijadores en vida libre (Dixon y Kahnp2)

En Proteobacterias, en general, los genes resgeasibla fijacion de nitrégeno
se encuentran regulados por NifA, un miembro darailia EBP (del inglés, Enhacer-
Binding Protein) (Moretet al., 1993). La proteina NifA fue descrita por primeezy
como un activador transcripcional de los gen#sen Klebsiella pneumoniagey el
respectivo gemif fue el primero en ser clonado y secuenciado (EisctD94). En los
diazotrofos simbibticos, la transcripcion de los\@g requeridos para la fijacion esta
controlada por las cascadas reguladoras FixLJ-FxRegSR-NifA (Dixon y Kahn,
2004). Debido a la gran plasticidad de estos sasemguladores, incluso entre distintos
rizobios, a continuacion solo se procedera a desan profundidad el modelo de

regulacion descrito pai japonicum(Figura 2.7).
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Figura 2.7. Representacién esquematica de las dos cascaddsdargs que controlan los genes
requeridos para la para fijacién de simbi6tica idérdgeno erB. japonicum(adaptado de Dixon y Kahn,
2004, Fischer, 1994 y Sciott al, 2003).

2.5.1. Sistema FixLJ-Fixks.

FixL y FixJ constituyen un sistema sensor-regulader dos componentes
implicado en la activacion de genes que se expresagondiciones limitantes de
oxigeno (Anthamatteet al, 1992; Gilles-Gonzalez y Gonzéalez, 1993).

La proteina FixK se incluye en la clase | de la familia de proteirguladoras Fnr-Crp
(del inglés, fumarate and nitrate reductase-cAMiep#r protein), representada por la
proteina Fnr d&scherichia colly que agrupa a proteinas relacionadas con laaeigul
por oxigeno de diversos procesos celulares (FiséBéd). Fixk se incluye en el clado
FixK de la familia Fnr-Crp, rama que se caracteppa carecer tanto del motivo de
cisteinas del extremo N-terminal como de la cisteiel dominio central de la proteina.
Puesto que los reguladores de tipo FixK carecenmdeanismo sensor de la
concentracion de oxigeno, su actividad depende siidema regulador de dos
componentes denominado FixLJ (Figura 2.7). FixLtieme en su extremo N-terminal
el dominio PAS (las siglas se corresponden conidesales de las tres proteinas
eucarioticas donde fue encontrado este dominio:, PEHRNT y SIM). En el dominio

PAS se localiza, de forma invariable, una histidigada a un grupo hemo con gran
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afinidad por el oxigeno (Gilles-Gonzaletzal, 1994). En aerobiosis, el oxigeno se une
al grupo hemo y FixL es inactiva (Dunhanal, 2003; Tuckermamt al, 2002). La
variabilidad en los residuos aminoacidicos del doPAS confiere a FixL una gran
versatilidad ya que, ademas de oxigeno, puedeeuairaonoxido de carbono y éxido
nitrico (revisado por Gilles-Gonzalez y GonzaléX)%).

En ausencia de oxigeno, FixL se autofosforila poadtividad quinasa de su
extremo C-terminal (Gongt al, 1998). La proteina FixL fosforilada activa, avez, a
la proteina FixJ mediante la transferencia de uap@rfosfato a un aspartato
(Tuckermaret al, 2001 y 2002). EB. japonicumla proteina FixJ regula directamente
la expresion del gefixK, (Figura 2.7). Ademas de ser activado por el siateirLJ, el
genfixK;es reprimido (directa o indirectamente) por su rgpoducto (autoregulacion
negativa; Nellen-Anthamatteet al., 1998). En condiciones microaerdbicas FixK
induce la expresion de genes reguladofed(, nnrR y rpoN;; Anthamattenet al,
1992; Mesaet al, 2003; Kanekoet al, 2002), genes implicados en la respiracion
microaerébicafxNOQPYy fixGHIS, Preisiget al, 1993 y 1996b), en la biosintesis de
grupos hemohemA hemB hemN y hemN; Pageet al, 1995; Chauchan y O’Brian,
1993), en el metabolismo del hidrégeno (gemeg Durmowiczet al, 1998), y genes
implicados en el proceso de desnitrificacion (Fig@.7), del que se hablar4 con
profundidad en el apartado 3 de esta introducciecientemente, el analisis del
transcriptoma de las mutantéigJ y fixK, ha permitido identificar nuevos genes

regulados por el sistema FixLJ-FixfMesaet al, 2008).

2.5.2. Sistema RegSR/NIfA.

Ademas del control mediado por la cascada regudadtixLJ-FixKs, en B.
japonicum se ha descrito otro sistema en respuesta a d@mjaentraciones de oxigeno,
el sistema RegSR/NifA (Figura 2.7). Esta cascadgulaelora es activada a
concentraciones de oxigeno mucho més limitante¥)<Rie la cascada iniciada por la
proteina FixL.

RegSR pertenece a la familia de sistemas regdadie dos componentes de
respuesta a potencial redox descrita en bactéses proteinas se denominan RegSR
en B. japonicum y Rhodopseudomonas palusiisgBA enRhodobacter capsulatus,
Rhodovulum sulfidophilumy Roseobacterdenitrificans PrrBA en Rhodobacter
sphaeroides ActSR en S. meliloti y Agrobacterium tumefaciens RoxSR en

Pseudomonas aeruginoggmmerichet al, 2000, Baeket al, 2008, Comolliet al,
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2002; Reyet al, 2006). EmB. japonicumRegR, actla sobre el operixR-nifA que es
el responsable de la sintesis de la proteina NB&uéret al, 1998). Recientes analisis
del transcriptoma de una cepa mutaregR de B. japonicum han propuesto la
existencia de nuevos genes regulados por RegRdlnadnet al, 2007). El operén
fixR-nifA se expresa a un nivel basal en condiciones aaf)tsin embargo, cuando la
concentracion de oxigeno disminuye (tal y como recen un cultivo anaerdbico o en el
interior del nédulo), la expresiéon de dicho opeséractiva. Este patrén de expresion se
debe a la presencia de dos promotores solapdid®y y fixRp. RegR activa la
transcripcion del operon a partir del promotiixRp de forma constitutiva en
condiciones aerodbicas. En condiciones microaerspieaproteina NifA, junto con el
factor sigmac™* de la ARN polimerasa, incrementa su propia sistesédiante la
activacion del promotoiixRp.. Es en este punto, a través del faetdr es cuando las
dos cascadas reguladoras se conectan, puesto qagpiesion de dicho factor,
codificado por el gerpoN;, es dependiente de FixK

Las dos cascadas que controlan la expresion dgeloss relacionados con la
fijacion simbidtica de MenB. japonicumresponden manera dispar a la concentracion
de oxigeno, lo que debe tener implicacion en urn@esion ordenada, temporal y
espacialmente, de los genes simbidticos durammekso de infeccion y formaciéon del
nédulo. Estos genes no se expresan cuddaponicumse encuentra en el suelo, en
presencia de oxigeno. Sin embargo, durante la oid@rapor el canal de infeccion
dentro del tejido radical, la bacteria empieza meterse a una limitacion de oxigeno
gue conduce a la induccién de los genes dependidet&ixLJ-Fixk, cuyos productos
son los responsables de que la bacteria adapteetabaolismo respiratorio al nuevo
ambiente microaerébico. Cuando la concentracionoxigeno dentro del nddulo
disminuye hasta un nivel compatible funcionalmeot& NifA y con la actividad
nitrogenasa, los genesf y fix dependientes de NifA son activados (Dixon y Kahn,
2004; Sciottiet al, 2003).

La proteina reguladora NifA dB. japonicumcontiene 582 aminoacidos y
presenta un peso molecular de 63 kDa. NifA es unatefma citoplasmatica
perteneciente a la familia EBP (Moret al, 1993). Como otros miembros de esta
familia, NifA presenta un dominio central AAAATPasa de 240 aminiécidos,
flanqueado por un dominio regulador de 194 amirtwéchacia su extremo N-terminal
y un dominio de uniéon a ADN de 78 aminoacidos haai@&xtremo C-terminal (Figura

2.8). El dominio central (catalitico) esta implicadn la unién con el facter® de la
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ARN-polimerasa y el dominio C-terminal presentanootivo de union a ADN hélice-
giro-hélice, que se requiere para el reconocimiatgolos sitios UAS (del inglés,
upstream activator sequences). Estos dos uUltimasnitss se encuentran unidos por el
IDL (del inglés, Interdomain Linker) de 36 a 38 apacidos en el cual se encuentra un
motivo invariable que contiene dos residuos distale cisteina (CysaXCys). La
presencia de estos residuos de cisteina pareceestlacionada con la sensibilidad de
esta proteina frente al oxigeno. Todas las cisteinaservadas son las encargadas de
unir covalentemente iones metalicos comg Reediante los cuales la proteina es capaz
de sensar variaciones de oxigeno en el medio yng@iaterédox (Dixon y Kahn, 2004;
Fischeret al, 1994).

Dominio de
Dominio regulador Dominio catalitico unién a ADN
f \ f \ ((—
H,N — QL AAA DL —COOH
| ) J

Figura 2.8. Representacion de la estructura modular de laipeoteguladora NifA (adaptado de Dixon y
Kahn, 2004 y Fischer, 1994).

Aparte de regular genes y operones implicados gmogleso de fijacion de N
de una manera directa como es el caso de los géneix, NifA también regula genes
implicados de manera indirecta en la fijacion dg ¢dmo es el caso de los genes
groESlz que codifican proteinas chaperonas, o genes qumterienen en dicho
proceso como son los genegA, nrgBC (Fischer, 1994; Nellen-Anthamatten al,
1998; Sciottiet al, 2003). Con el objeto de conocer e identificaevos genes
regulados por la proteina NifA, se han utilizadiemdintes aproximaciones bioquimicas
y genéticas que han permitido la identificacion 18 promotores dependientes de
NifA+RpoN y 27 genes asociados a los mismos (Nienabal, 2000). Como se ha
comentado anteriormente, el analisis del transumptde las mutantesfA y rpoN de
B. japonicumha permitido identificar nuevos genes reguladasepte sistema, entre los
gue es importante destacar el gdrN responsable de la sintesis de la ferredoxina

simbidtica (Hauseet al, 2007).
2.6. Regulacién de la concentracion de oxigeno eadulos.

La nitrogenasa es una enzima extremadamente keabitixigeno y es por esto

gue la mayoria de los diazotrofos han desarrollat gran diversidad de estrategias
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fisiologicas para proteger sus nitrogenasas dejeoxi. Sin embargo, los bacteroides
necesitan oxigeno para respirar y obtener la emergtesaria para satisfacer la gran
demanda energética requerida por el proceso dedfijade N. Ademas, existe un
riesgo potencial de produccion de ROS en la zonanféecion (Matamorost al,
2003), de manera que un incremento en la entradaidgeno en los ndédulos podria
superar la proteccion antioxidante, que es Optinaaa pun ambiente reductor
microaerébico, provocando un dafio celular a grasalasy la inactivacion de la
nitrogenasa (Minchiet al, 2008). En el caso de la simbioBikizobiurdeguminosa, el
nddulo es un érgano especializado que reune lafictones microaerdbicas adecuadas
para asegurar el funcionamiento de la nitrogendsargspiracion de los bacteroides, y
donde el movimiento y la concentracion de oxigememscuentra regulado por varios

mecanismos.

2.6.1. La barrera de difusion de oxigeno.

Existen numerosas evidencias acerca de la presdaaina barrera de difusion
de oxigeno (BDO) en nodulos. En esta barrera parneagicipar distintos mecanismos
en diferentes zonas del ndédulo, como son la presele oclusiones en los espacios
intercelulares del cértex medio, un mecanismo osmd&n el cortex interno, y un
mecanismo de control de la difusion de oxigeno fim&s que ocurre en la zona de
infeccidn (revisado por Minchin, 1997 y Minchenal,, 2008).

En 1989, VandenBosch y colaboradores, medianteusel de diferentes
anticuerpos monoclonales (MAC204, MAC236 y MAC2&fgtectaron la presencia de
oclusiones en los espacios intercelulares de nédidosoja y lupino. Cada uno de los
anticuerpos utilizados reconocia diferentes esp&iamntenidos en una glucoproteina
de 95 kDa, que formaba una matriz de glucoprotéM&P) (Raeet al, 1991,
VandenBosclet al, 1989). Ademas, la expresion del antigeno reddogmor MAC265
era particularmente intensa en los espacios iltdaces del cortex medio de nddulos
de guisante, y la oclusion de estos espacios eitdaces debida a la presencia de la
MGP incrementaba con el aumento de la presion dgeos (Jamest al, 1991). Estas
observaciones se confirmaron posteriormente mediansayo por inmunoabsorcion
ligado a enzimas (ELISA) (lannettat al, 1993). También se ha demostrado la
presencia de antigenos reconocidos por MAC236 y RBSn ndédulos pertenecientes
a un extenso numero de especies de leguminosa® dasttres subfamilas (Jamets

al., 1994). Aunque la MPG sea la mas estudiada, tand® ha demostrado la presencia
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de otros materiales en las oclusiones, como puedenas lectinas en cacahuete y
alfalfa, proteinas ricas en prolina en guisanispffavonas dipreniladas en lupino, entre
otros compuestos (revisado por Minchin, 1997 y Minet al, 2008). Ademas, se han
localizado proteinas ricas en hidroxiprolina, ciedifias por la nodulina temprana
ENOD2 en las paredes celulares y en los espacios @hitaces de nddulos de judia
(Bonilla et al, 1997) y alfalfa (Wycofet al, 1998) , lo que sugiere que forman parte
del material que ocluye dichos espacios (revisamtdvpnchin, 1997). Sin embargo, no
se observan cambios en la concentracion y la égprete ENOD2 en noédulos de
alfalfa sometidos a diferentes presiones de oxiggnodavia no se ha estudiado el
efecto de los cambios de la presion de oxigen@expresion de los otros matriales
gue forman parte de las oclusiones (revisado pacMinet al, 2008).

Aparte de la presencia de oclusiones intercelsila® ha propuesto que la BDO
también opera a través de un mecanismo osmoéticelpoual se produce un rapido
colapso de las células del cortex interno paradiedel tamafio de los espacios
intercelulares e incrementar la BDO (revisado ponddin, 1997 y Minchinet al,
2008). Este fenomeno se ha observado en néduldspd® y soja (lannettat al,
1995; Serragt al, 1995). En los sistemas bioldgicos, el movimiedtgagua suele estar
asociado al movimiento de iones, de manera que sketectado movimiento de iones
por medio de microandlisis de rayos X en nodulosaja congelados (Minchiet al,
1995). Trabajos posteriores han demostrado quedoulms nodulos de soja reciben
tratamientos que normalmente disminuyen la perrfidabdidel nédulo se produce un
aumento de la razon [Kerex : [K'lzona de infeccion Mientras que tratamientos que
aumentan la permeabilidad del nédulo se asocianucandisminucion de esta razon
(Wei y Layzell, 2006). Por otro lado, muchas enamaacionadas con la asimilacion
de carbono y N, como la anhidrasa carbonica (Ch fpsfoenolpiruvato carboxilasa
(PEPC), se localizan en el cortex interno y endiaazde infeccion, por lo que varios
autores han sugerido que pueden estar implicadad &mcionamiento de la BDO
(revisado por Minchiret al, 2008). En nddulos de alfalfa, la expresion de de los
genes fscal que codifican la CA se correlaciona de manerarsa con la presion de
oxigeno presente en el exterior del ndédulo (Galeezal, 2000). Ademas, se ha
detectado actividad CA en nodulos de varias legasaig, y se ha inmunolocalizado la
proteina Mscal en la zona de infeccion y en ekgdriterno de noédulos determinados e
indeterminados (Atkinset al, 2001). Ambos autores han sugerido que el malato

producido por la enzima PEPC puede ser un solupdidatdo en la osmoregulacion y
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proponen que la CA produciria bicarbonato (HQ,Osustrato necesario para la
produccion de malato via PEPC (revisado por Minehial, 2008).

Existen datos consistentes que demuestran laegiatde una BDO relacionada
con la zona de infeccién. Por un lado se han psipuaodelos matematico basados en
la respiracion mitocondrial y en la difusion degedo por medio de la leghemoglobina
(revisado por Minchiret al, 2008). También se ha detectado la existenc@llsiones
de glicoproteinas, lectinas e isoflavonas dipréiaaen los espacios intercelulares de
las células infectadas. Todos estos materialedgoéstar involucrados en reacciones
cruzadas de oxidacion para dar lugar a una magicdar, de manera que tales reacciones
estarian catalizadas pog®, ROS que se ha detectado en pequefias concengmeion
las células infectadas (revisado por Mincleinal, 2008). Ademas, en respuesta a
tratamientos que inducen el cierre de la BDO, sea un aumento de la carga de
adenilatos en la fraccion vegetal y un descensla deisma en los bacteriodes, por lo
gue se ha sugerido que los adenilatos actlan coohécufas sefial del control de la
difusibn de oxigeno en células infectadas, posibtenmediante la activacion de
bombas de iones, lo que a su vez, estaria relaworan los cambios de la
concentracion de Ken el cortex (Wei y Layzell, 2006) (revisado poinbhin et al,
2008).

2.6.2. La leghemoglobina.

La leghemoglobina (Lb) es una hemoproteina monaaéde 16 kDa, que
presenta una homologia elevada con la mioglobiad.ld_esta constituida por un grupo
hemo (protoporfirina 1X, un anillo tetrapirrélicoug contiene un atomo de Fe) y la
apoproteina, que en este caso es una globina. lattaha, esta establecido que la
globina es sintetizada en los ribosomas de ladastlofectadas (Jense al, 1981),
sin embargo la procedencia del grupo hemo no e<ltaa y todavia es objeto de
debate. El acid@-aminolevulilico (ALA) es el precursor de todos Itetrapirroles
celulares. La ruta de sintesis de ALA en rizobmsdiéerente a la que se ha descrito para
la planta. En 1986, Gerinot y Chelm demostraronlgsi@lantas de soja inoculadas con
una cepa ddB. japonicumque no expresa el gdremA que codifica la enzima-
aminolevulilico sintasa son capaces de sintetibaPlosteriormente, Sangran y O"Brian
(1991) demostraron que en dichas mutantes, la glaoiministra el acidos-
aminolevulilico a los bacteriodes, donde tiene ilugasintesis del grupo hemo. Estos

resultados demostraron por primera vez que lossohokiontes cooperan en la misma
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ruta metabdlica (revisado por Becaemal, 1995). En trabajos posteriores se han
caracterizado otros genes implicados en la sintedigrupo hemo eB. japonicum
comohemB(que codifica la ALA deshidratasa; Chauhan y QdBri1993)hemH(que
codifica la ferroquelatasa; Frustaci y O’Brian, 299y hemN (que codifica la
coproporfirindgeno Il deshidrogenasa, Fiscéeal, 2001), y ademas se ha demostrado
gue estos genes si son esenciales para la fijacidnidtica de M En 1998, Santana y
colaboradores demostraron que en nodulos hay n@ssctitos de la enzima
coproporfirindgeno Il oxidasa (que interviene erm pasos finales de la ruta de sintesis
de grupo hemo en plantas) en comparacién con rdieesja, y que varias enzimas
implicadas en la sintesis del grupo hemo (entms etbproporfirinégeno 1l oxidasa)
presentan una actividad mas elevada en las céhftadadas de soja y guisante, por lo
gue sugieren la implicacion de la planta en laesiatdel grupo hemo (Santagsiaal,
1998). Estos autores también sugieren que el hdehque rizobios que presentan
mutaciones en alguno de los genesm sean incapaces de desarrolar nddulos
funcionales se podria deber a que el grupo hemeegaiere como sefial para la
induccion de genes de la planta necesarios eritiasms etapas del desarrollo y funcién
de los nédulos.

La Lb es la proteina predominante en nédulos (+300y en los nddulos muy
activos su concentracion es 2-3 mM; Davitsal, 1999) y su principal funcion es
actuar de tampon frente al oxigeno y transportartoavés del citosol de las células
infectadas hasta la membrana de los simbiosomaB)&lleoncentraciones compatibles
con la actividad nitrogenasa y la respiracion deblacteroides. Esta proteina es esencial
para que ocurra la fijacion simbibtica de Nuesto que se ha demostrado que el
silenciamiento de la expresion de la Lb en néddie&otus japonicugpor medio de
ARN de interferencia, LbRNAI) provoca incremento ldeconcentracion de oxigeno,
disminucién de la razon ATP/ADP, ausencia de laogénasa de los bacteroides y
ausencia de fijacion de;NOtt et al, 2005). Recientemente, un analisis transcriptémi
de los nodulos procedentes de plantas LoRNAI halagde que muchos genes, tanto de
la bacteria como de la planta, se encuentran régsilale manera diferente en
comparacién con los nédulos procedentes de lastaglacontrol. Entre éstos, se
encuentran los gendég y nif de la bacteria (consultar apartado 2.4) y genp$idados
en el metabolismo primario y secundario de la pl¢@ttet al, 2009).

La Lb presenta una afinidad por el oxigeno muyasla y se une de forma

reversible a éste. Para que la Lb pueda liberaigeno a disposicion de la cadena
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respiratoria de los bacteroides, es necesario g@uitlasa del bacteriode tenga una
mayor afinidad por el oxigeno que la propia Lb.rbenera que la Lb se oxigena a nivel
del plasmalema y transporta el oxigeno hacia laln@na del simbiosoma, donde tiene
lugar la liberacion del mismo. Esta liberacién oewgracias al gradiente de oxigeno que
existe entre la membrana del simbiosoma y los ba@des, que respiran el oxigeno de
manera muy activa (consultar el apartado 2.6.3)ja@€lo por Becanet al, 1995).

Para que la Lb se pueda unir al oxigeno es neégegae se encuentre en su
forma reducida (L). Cuando esta forma se oxida {hb posiblemente debido a la
presencia de ciertos metabolitos en el nédulo coitrito, superdxido o peréxido de
hidrogeno, es incapaz de unirse al oxigeno. Enloédtanto la autooxidacion de la
LbO,, como la respiracion de los bacteriodes y mitodasd pueden originar
superoxido o peroxido de hidrégeno. Se han sugeligtmtos mecanismos por los que
la Lb*" se puede reducir, como son la presencia de urim@neductasa especifica
(FLbR, Ferric Lb Reductase), o de las flavinas ezsgncia de NADH y NAD(P)H.
(revisado por Becana y Klukas, 1992 y Becanal, 1995).

Tal y como se ha comentado, existe un patrén se@lesn la induccion de los
genes relacionados con la fijacion de &h respuesta a un descenso gradual de la
concentracion de oxigeno en el nodulo (Sciettial, 2003). En este sentido se ha
demostrado que los genes que codifican la Lb secerd en etapas tempranas de la
interaccion simbidtica, dias antes de que comiénéi@cion de N. La expresion de la
Lb en etapas tempranas de la simbiosis puede resd@ionada con su funcién como
transportadora de oxigeno, o con nuevas funcioessodocidas hasta el momento
(Downie, 2005). De hecho, sdlo el 20-35% de la tdspnte en el nédulo se encuentra
unida a oxigeno (Appleby, 1984; Becana y Kluka€92)9lo que sugiere que la Lb
restante puede estar cumpliendo otras funcionesl exddulo. Estudiosn vitro han
demostrado que la Lb puede unirse tanto NO comoxpetrito (Herold y Puppo,
2005a y 2005b). En el apartado 4.3.1 se hablapicfandidad de este aspecto.

2.6.3. La cadena respiratoria del bacteroide.

La oxidacion de los acidos organicos, procedergda glanta hospedadora, en los
bacteroides produce el ATP necesario para la rétlucte N mediante el proceso de
fosforilacion oxidativa acoplado a la cadena dexgpparte de electrones que utiliza
oxigeno como aceptor final de electrones. Comoemuesicia de la presencia de la BDO

y de la Lb, la concentracion de oxigeno disponfidea la respiracion bacteroidal es
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extremadamente baja (entre 3 y 22 nM; Witty y Minci990; Hunt y Layzell, 1993),
por lo que los bacteroides expresan una cadeneadgpbrte de electrones especifica
para el estado simbidtico, cuya oxidasa terminatipe cbh; presenta una elevada
afinidad por oxigeno.

La citocromoc oxidasa de hemo-cobiebh; esta ampliamente distribuida en
Proteobacterias pero su presencia no se restriage grupo. Los genes que codifican el
complejo cbb; fueron aislados inicialmente en especies de m=olyi denominados
fixXNOQP por su requerimiento en la fijacidbn simbiética Ne (Batut et al, 1989;
Mandonet al, 1994; Preisiget al, 1993). Desde entonces se han identificado genes
homdlogos en bacterias no fijadoras deyde han denominad@oNOQPRP

El gen fixN codifca la subunidad catalitica, FixN, que es ymateina de
aproximadamente 61 kDa asociada a la membranaerRae$4o-hélices hidrofdbicas,

12 de ellas transmembrana, con 12 residuos déihssttonservados (Zufferest al,
1996b y 1998). Esta organizacion es similar a la presenta la subunidad | de las
oxidasas de hemo-cobre. La oxidasa de ¢igg carece de subunidades Il y lll tipicas,
las cuales son sustituidas por los citocromospaectiFixO y FixP. FixO lleva asociado
un grupo hema y FixP, dos. FixO y FixP son proteinas transmemdbrde 27 y 31
kDa, respectivamente. FixP es la subunidad queanediel transporte de electrones
entre el complejdc, y el ndcleo estructural de la oxidasa, formadolasisubunidades
FixN-FixO. El papel de la proteina de 6 kDa, Fix@,se conoce y es prescindible para
la actividad de la oxidasa (Preiggal, 1993, Zuffereyet al, 1996a).

En los bacteroides d& japonicumse ha demostrado la presencia de la oxidasa
cbhs, con una afinidad muy elevada por el oxigeng &7 nM). Esta oxidasa es la
responsable de mantener la respiracion y garartizaptima utilizacion del oxigeno
dentro del bacteroide (Priesigt al, 1993; Preisiget al, 1996a). El estudio de la
capacidad de mutantes respiratoriasBdgaponicumpara formar simbiosis efectivas
(fenotipo FiX), permitio establecer cuales de los genes qudicalios componentes de
las cadenas respiratorias en vida libre eran edea@ara la fijacion deJNDe esta forma
se demostré que el compldjo;, (genedbcFH) es uno de los componentes de la cadena
respiratoria de los bacteroides (Thony-Megerl, 1989). El complejdc, cederia los
electrones a la oxidasdbhs. Las cepas mutantes &e japonicum obtenidas mediante
inserciones en los gensN, fixO o fixP, inoculadas en plantas de soja son incapaces de

fijar N2 (Preisiget al, 1993). Una cepa mutante con una delecion eardix§) presenta
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un fenotipo FiX (Zuffereyet al, 1996), por lo que FixQ no parece ser una suldnid
esencial para la formacion del complejo.

La regulacién de la expresion del operixNOQP de B. japonicum se ha
estudiado mediante la construccion de fusionesigptlomotores de dichos genes al
gen informadotacZ Tras el andlisis de la expresion génica en mesaaiteradas en los
genedixL, fixJ y fixKy, se observo una clara inhibicion de la expres®udidhos genes
en condiciones microaerdbicas (Preisigal, 1993, 1996a). Se ha demostrado que
FixK, es esencial para la activacion del opefi@OQP mediante experimentos de
transcripcionin vitro mediante la proteina FixKpurificada (Mesat al, 2005), por lo
gue se propone a la proteina Fx@6mo el regulador transcripcional de la expresién
los genedixNOQPdeB. japonicumen respuesta a condiciciones limitantes de oxigeno
Dicho regulador forma parte de la cascada regudaéforlJ-FixK, de B. japonicum

(consultar el apartado 2.5.1).

3. Desnitrificacion.

3.1. Introduccién a la desnitrificacion.

La desnitrificacion es un proceso clave en elochlibgeoquimico del N en la
biosfera, ya que es el mecanismo mediante el @aesuelve a la atmosfera eb N
fijado (Figura 2.1). Este proceso es el mecanisnmipal para eliminar el exceso de
nitratos que, como consecuencia del abuso enlitzaoton de fertilizantes nitrogenados
en la practica agricola, contaminan los ecosistderasstres y acuaticos. Como se ha
mencionado en el apartado 2.1, la contaminaciéacdéeros por nitratos y nitritos es
un grave problema con repercusiones en la salulicalym que el consumo de agua
contaminada por nitratos o nitritos origina la &pén de cancer de aparato digestivo y
de metahemoglobinemia. El 6xido nitrico y el oxidtroso, productos intermediarios
de la desnitrificacion, tienen también un enormeaato sobre la contaminacion
atmosférica, ya que son gases que se liberan dmlasfera e intervienen en la
formacion de la lluvia acida, en el calentamientobgl de la atmésfera, y en la
destruccion de la capa de ozono de la misma. Laitdésacion tiene, por tanto, un
gran impacto en la agricultura, medioambiente ydgdumana (Delgado y Bedmar,
2006).
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La desnitrificacion es una forma alternativa depir@gion por la que, en
condiciones limitantes de oxigeno, los microorganis pueden utilizar el nitrato y sus
oxidos de nitrégeno derivados (NOx) como aceptdee®lectrones en una cadena de
transporte hasta la formacion de. Nla reduccion de los NOx estda acoplada a la
produccion de ATP, lo que permite a la célula areceausencia de oxigeno.

La capacidad de desnitrificar estd muy extendidéosrprocariotas y abarca a
bacterias que pertenecen taxonémicamente a vatiatases d€roteobacterias, y a las
Arqueobacterias (Zumft, 1997). Aunque la desndaifion es una caracteristica propia
de las bacterias anaerobias facultativas, y seidamasque sélo ocurre en ausencia de
oxigeno, se han descrito algunas especies del @éParacoccus capaces de
desnitrificar en condiciones aerdbicas (Stouthaseterl, 1997). Igualmente, se ha
demostrado la existencia de genes implicados edekmitrificacion en bacterias
nitrificantes (Cebron y Garnier, 2005; DiSpirgbal, 1985). Ademas, algunos hongos,
como los del génerbBusariumtienen también capacidad de desnitrificar (Kobiagas
al., 1995; Takaya 2002).

La reduccion anaerdbica del nitrato ocurre en tlsas sucesivas: respiracion y
desnitrificacion. En anaerobiosis, el nitrato YQouede sustituir al oxigeno como
aceptor final de electrones para dar lugar a lmdgion de nitrito (N@), a partir del
cual se inicia la desnitrificacion, proceso medtaet cual el nitrito se transforma

primero en oxido nitrico (NO), luego en oxido n#oo(NO) y, posteriormente en,N

NOs = NO; 2 NO > N O 2> Nz

Estas reacciones tienen lugar secuencialmenteapactuacion de las enzimas nitrato
reductasa (Nap/Nar), nitrito reductasa (CuddhiNir), oxido nitrico reductasa
(gNor/cNor) y o6xido nitroso reductasa (Nos), cadifilas por los genesap/nar,
nirk/nirS, cnor/gnory nos, respectivamente. Aunque la reduccion de nitratoiania
desnitrificacion, se considera que la reducciomittéo a NO es, en sentido estricto, la
reaccion clave que define el proceso, ya que lac@dn de nitrato también puede
ocurrir en microorganismos no desnitrificantes. H2eho,Escherichia coli una de las
bacterias donde mas se ha estudiado la fisioldgitaguimica y genética de la

respiracion del nitrato, es incapaz de desnitrifica
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3.1.1. Nitrato reductasas.

La reduccién del nitrato en bacterias se lleval@mazon tres fines diferentes:
como fuente de N para su crecimiento (asimilacifm@ya la obtencién de energia
cuando el nitrato actia como aceptor final de mlees (respiracion), y para la
disipacién del exceso de poder reductor y optimigarcrecimiento en ciertas
condiciones metabdlicas (desasimilacién). En est@s procesos intervienen,
respectivamente, tres tipos de nitrato reductaséeyedtes: la nitrato reductasa
citoplasmica asimilatoria (Nas), la nitrato redsetaespiratoria de membrana (Nar) y la
nitrato reductasa periplasmica (Nap).

La reduccidén asimilatoria del nitrato da lugar arite, el cual se reduce
posteriormente a amonio, que, via glutamina siséétgutamato sintasa, da lugar a la
formacion de aminoacidos y proteinas. Existen dpsst de nitrato reductasas
asimilatorias: las que dependen de NADH y las qapedden de ferredoxina o
flavodoxina. El primer grupo estd constituido pamoteinas formadas por dos
subunidades codificadas por los genasAy nasG y se han identificado en bacterias
tales comaBacillus subtilis Klebsiella pneumoniag Rhodobacter capsulatu®entro
del segundo grupo, se encuentran las nitrato rasastdeAzotobacter vinelandiy
Synechococcusp., entre otras. Estas enzimas estan formadasnpo@inica subunidad
de 75 a 85 kDa, a excepcion ée Vinelandij que es un polipétido de 105 kDa.
(Revisado por Moreno-Vivian y Flores, 2007).

La nitrato reductasa respiratoria de membrana seshaliado ampliamente en
E. coliy esta formada por tres subunidadesfy ). La subunidadx corresponde a
NarG, de 140 kDa, que contiene un cofactor de melib y es la subunidad catalitica.
La subunidadf corresponde a la proteina NarH, de 60 kDa, quasseia en el
citoplasma junto a NarG, y ambas se unen a la sdédiry; Narl, por el dominio
transmembrana de ésta, localizado en su regionn@Aa. Las proteinas Nar estan
codificadas por el operdmarGHJI. Los genesiarG, narH y narl codifican las distintas
subunidades, y el genarJ codifica una chaperona implicada en el proceso de
maduracion de la enzima. El opendarGHJI esta conservado en distintas especies, de
este modo aparecen organizaciones génicas simi@rd3aracoccus denitrificans
Pseudomonas fluorescemseudomonas stutzeriB. subtillis entre otrosE. coliposee
el operénnarZYWVque codifica una nitrato reductasa, enzima cogifumsimilar a la
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del producto del operdmarGHJI. (Revisado por Richardsat al, 2007; van Spanning
et al, 2005).

Mientras que la nitrato reductasa respiratoria dembrana se expresa
Gnicamente en condiciones limitantes de oxigenopitiato reductasa periplasmica
(Nap) puede ser activa en presencia de oxigenoehzmas Nap se han estudiado en
P. denitrificansg Paracoccus pantotrophust. coli Rhodobacter sphaeroidey
Pseudomonas putigdantre otros microorganismos. Las enzimas Naphstgrodimeros
formados por una subunidad catalitica de 90 kDgfM)a un citocromoc con dos
grupos hemo y tamafio molecular de 15 kDa (NapB)ificadas por los genesmpAy
napB respectivamente. Ademas de las subunidades es#laes, se ha identificado la
proteina NapC, que es otro citocromale 25 kDa con cuatro grupos hemo y unido a la
membrana, codificada por el geapC La proteina NapC es la encargada de transferir
electrones a la subunidad NapB. Los garesA napBy napCse encuentran agrupados
con otra serie de genes que codifican proteinasoadies necesarias para la sintesis y
actividad enzimatica, operones cuya organizacifierdi entre diferentes taxones. Un
primer tipo corresponde al operdmpFDAGHBC presente erMagnetospirillum
magnetotacticum de la subdivisibna de las Proteobacterias, y db coli, y
Haemophilus influenzaentre otros, de la subdivisign Un segundo tipo, corresponde
al operomapEFDABC descrito en miembros de la subdivisigrtcomoR. sphaeroides
Agrobacterium tumefacieng Sinorhizobium melilotiy en la subdivisiény, como
Pseudomonas aeruginogaPseudomonasp. G-179. Un tercer tipo, corresponde al
operénnapFGDABGC como el que se ha descrito enjgsoteobateria¥ibrio cholerae
y Yersinia pestisSe han postulado una serie de hipétesis acergamplel fisiolégico de
esta enzima. Se ha demostrado que la enzima pargai la desnitrificacion aerdbica y
en los procesos de control del balance rédox ieluibar, disipando el exceso de poder
reductor que se genera en ciertas condiciones oGietafy como el crecimiento
fototréfico, o el metabolismo de fuentes de carbongy reducidas. Ademas de esta
funcidn, se ha descrito que la enzima puede des@npea funcion similar a la de Nar,
acoplando la reduccion del nitrato a la produccdm ATP, lo que ocurre en
Pseudomonasp. G-179 (posiblemente una especi®bzobiun) (Bedzyket al, 1999)

y en Bradyrhizobium japonicum(Delgado et al, 2003). Se puede obtener mas
informacion sobre la fisiologia, bioquimica y gece&tde las enzimas Nap en las
revisiones de van Spannimg al (2005), Gonzaleet al (2006) y Richardsoet al
(2007).
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3.1.2. Nitrito reductasas.

En bacterias desnitrificantes se han caracteridaddipos de nitrito reductasas:
una enzima homodimérica con grupos henyohemod; (NirS, tipocd;) y una enzima
homotrimérica con atomos de cobre (NirK, tipo CWlmbas, son proteinas
periplasmicas, reciben electrones desde un citarroiwo de una pseudoazurina, y
catalizan la reduccién monoeletronica de nitritd@

Las nitrito reductasas de cobre son complejos hamé&ticos de 108 kDa (3 x
36 kDa) que contienen tres centros de cobre azdkvde tipo | implicados en la
transferencia de electrones desde un donadoroahaiivo de la enzima, y tres centros
de cobre tipo Il que forman el centro activo. Estaima estd codificada por un Unico
gen, al que se denomimwK. Este gen se ha clonado y secuenciad@lealigenes
xylosoxidansAchromobacter cycloclasteR. sphaeroidePseudomonas aureofaciens
y algunas especies de rizobios coRgeudomonasp. G-179 (Bedzylket al, 1999),
Rhizobium sullae(Toffanin et al, 1996), S. meliloti (Barnett et al, 2001), yB.
japonicum(Velascoet al, 2001). El gemirK suele localizarse aislado en el genoma,
sin formar parte de ningun operdn, y sin que enplaximidades se hallen genes
relacionados con la desnitrificacion. (Revisado Ramaldo y Cutruzzola, 2007; van
Spanninget al, 2005).

En contraste con la sencilla organizacionnéi&, los genes que codifican las
nitrito reductasas tipod; forman parte de operones complejos en los que@esrtran
genes implicados tanto en la sintesis como enoekepamiento de los grupos hemo que
formaran el centro activo de la enzima. El niumerorganizacion de los genesr
difiere segun las distintas especies. Los mejaescterizados son los &e aeruginosa
P. denitrificansy P. stutzeri Las nitrito reductasas tipm; son homodimeros (120 kDa
en su forma dimérica), y cada mondmero presentdamminio de uniéon a un grupo
hemoc y a un hemad; que actia como centro activo de la enzima. (Reéwigsor
Rinaldo y Cutruzzold, 2007; van Spannatal, 2005).

3.1.3. Oxido nitrico reductasas.

Actualmente, se han caracterizado tres Oxido pitreductasas (Nors) en
bacterias: cNor, gNor y qGMNor. Las Nors mejor estudiadas son las cNor dechast
Gram-negativas comB. stuzteri, P. denitrifcang Paracoccus halodenitrificansgen
general, la cNor utiliza, como donadores de eleetsp citocromos de membrana o

solubles y proteinas azules de cobre (azurinasydaszurinas). La gNor puede utilizar
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ubihidroquinona (Qk) y menahidroquinona (MQH en Arqueas desnitrificantes y
bacterias del suelo, y también en microorganismai$genos tales comieisseria
meningitidis Neisseria gonorrhoeaey Corynobacterium diphterige que no
desnitrifican. Tanto eNeisseriacomo en la cianobacter@ynechocystida gNor tiene
un papel detoxificante. Un tercer tipo de Nor seehaontrado en la bacteria Gram-
positiva Bacillus azotoformans.Esta Nor, denominada qgNor, utiliza como
donadores de electrones M@M el citocromo solublecssi. Se ha sugerido que la
funcién de la MQH como donador de electrones a la gor esta relacionada con
destoxificacion, por lo que se asemeja a lo querearon la gNOR, sin embargo, el
citocromocss; interviene en una ruta de funcion bioenergétiomaen el caso de cNor.

La enzima cNor se ha purificado y caracterizad® estutzerj P. denitrificansy
R. sphaeroides€n todos los casos se trata de una enzima umdan@dbrana, compuesta
por dos subunidades, una de 17 kDa con un citocopymaina de 53 kDa, que contiene
dos citocromosb y un atomo de hierro no hémico, llamadas NorC yrBYo
respectivamente. Los electrones se transfierencidetromo ¢ al citocromob vy,
finalmente, al centro activo, donde se reducenndoieculas de NO al mismo tiempo.
Los genes responsables de la sintesis de las eneMoa estan agrupados en operones,
cuya organizacion presenta ciertas diferencia® dosr organismos desnitrificantes. La
organizacion caracteristica la encontramobligmsomonas europaeaR. sphaeroides
que presentan el operdrCBQD Los genesiorC y norB codifican las subunidades
NorC y NorB, respectivamente. El gaorQ codifica una proteina citoplasmatica que
contiene un motivo de union a ATP, norD codifica una proteina de funcién
desconocida. Algunos desnitrificantes, conmf® denitrificans presentan en su
organizacion génica, ademas, los gem& y norF, cuyos productos estan implicados
en la maduracion o en la estabilidad de la enziora N

Las enzimas gNor se encuentran en diversos gr@asmdmicos, incluyendo
Proteobacterias, como es el casdrdéstonia bacterias Gram-positivas, como en varias
especies ddBacillus y en Arqueobacterias tales coryrobaculum aerophiluny
Sulpholobus solfataricud.a mas estudiada ha sido laR&@stonia eutrophalLa enzima
consiste en una subunidad (NorB) de 75 kDa que wamdp dos regiones
transmembrana y un dominio periplasmico.

Mas informacion sobre las enzimas Nor se recogla eevisiones de Hendriks
et al (2000), Zumft (2005), van Spanniagal (2005) y de Vriegt al (2007).
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3.1.4. Oxido nitroso reductasas.

El dltimo paso de la desnitrificacion es la redaocde Oxido nitroso a N
reaccion que cataliza la enzima Oxido nitroso reahac (Nos). La enzima se ha
caracterizado bioquimicamente dn stutzeri Paracoccus pantotrophus y P.
denitrificans En todos los casos, la enzima, de localizaciériplasmica, es un
homodimero compuesto por dos subunidades de 65 dua,contiene cobre en su
centro activo.

Los genes que codifican la enzima Nos estan orgdo& en operones cuyo
representante tipico es el opendosRZDFYLXde P. stutzeri P. denitrificans y S.
meliloti. NosZ es la subunidad catalitica, y los productedos genesosRy nosX
presentan cierta identidad con las proteinas NirINigX de P. denitrificans
respectivamente. NosX parece implicada en el pavciesto de iones cobre y NosR, en
la activacion de la transcripcion del promotor aedenesiosdeP. stutzeri El cobre es
poco soluble en condiciones de limitacion de oxig@or lo que requiere proteinas que
sean capaces de captarlo en el interior celulagegarlo hasta su estado activo y
ensamblarlo a la proteina. Estas funciones cornelggoa los productos de los genes
nosDFYL Se han publicado varias revisiones sobre la enNims por Zumft (2005),
van Spannin@t al (2005) y Zumft y Kérner (2007).

3.2. Desnitrificacion en el orderRhizobiales.

Aunque en 1938, Rajagopalan observd la capacidadoslerizobios para
desnitrificar, fue Evans, en 1954, el primero emadstrar la presencia de un sistema
activo de reduccion de nitrato & japonicum Mas tarde, Kennedy y colaboradores
(1975) detectaron actividad nitrato reductasa tantel citosol como en las membranas
deB. japonicum Sin embargo, la capacidad de desnitrificar na esty extendida entre
los rizobios, ya que soIB. japonicumy A. caulinodansson los Unicos capaces de
crecer cuando se cultivan en condiciones limitade®xigeno y presencia de nitrato
como aceptor final de electrones. Se ha sugeriddajoapacidad de desnitrificar puede
constituir una ventaja competitiva para la permaizen distribucion en el suelo y para
la capacidad de colonizacién de aquellas bactguiasla posean (Delgado y Bedmar,
2006).

Dentro de los rizobios, se han caracterizado ggquescodifican enzimas de la

desnitrificacion erR. sullae(antesR. hedysaji (Toffaninet al, 1996),R. etli(Buenoet
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al., 2005),S. meliloti (Holloway et al, 1996; Galibertet al, 2001) yB. japonicum
(Bedmaret al, 2005).

R. sullaeinduce la formacion de ndédulos en simbiosis conlelguminosa
Hedysarum coronariumlLa cepa HCNT1 d®. sullaecontiene una CuNir codificada
por el gennirK. La expresion de este gen soélo requiere condisidingitantes de
oxigeno, y es independiente de la presencia de @r (Casellaet al, 1986). La
reduccion de nitrito en esta bacteria produce uisraiducion en el crecimiento debido a
la acumulacion de NO, lo que sugiere dresullaeHCNT1 no contiene ninguna
enzima Nor (Casellat al, 1986). Ademas, cuando los genesse utilizan como sonda
de hibridacion no se detectan sefales de hibridaicel ADN total de la cepa HCNT1,
lo que confirma que tal cepa carece de dichos g@rdtanin et al, 1996). Las cepas
mutantes en el gemrK mantienen la capacidad de nodular y de fijaeN simbiosis.
Se ha sugerido que la enzima NirK puede estar danhdi en la transicion de la bacteria
a una forma viable, aunque no cultivable, en coodes limitantes de oxigeno
(Toffanin et al, 2000), lo que le permitiria sobrevivir en comaiies de estrés (Casella
et al, 2006).

R. etliforma simbiosis fijadoras de;Non judia Phaseolus vulgar)s El analisis
de la secuencia del genomaRleetliCFN42 revela la existencia de los geneeCBQD
y nirK, que codifican enzimas de tipo cNor y CuNir, respamente

(http://www.kazusa.or.jp/rhizobasd=sta cepa carece de los gemasy nos por lo que

es incapaz de crecer en microaerobiosis con nit@tm Unico aceptor de electrones, y
carece de actividad nitrato reductasa (Bueinal, 2005). Sin embarg®. etli CFN42
crece con nitrito como aceptor final de electronesina mutante en el ganrK es
incapaz de crecer en presencia de nitrito. Puaggdaymutante expresa una actividad
Nir reducida y un consumo de nitrito disminuido,hgepropuesto que la enzima NirK
puede estar implicada en la respiracion y en laxifatacion del nitrito enR. etli
(Buenoet al, 2005).

En el genoma dé&. meliloti 1021, concretamente en el plasmido simbidtico
pSymaA, se han localizado genes que presentan hgiaton los geneasap, nir, nory

nosde otras bacterias desnitrificantes (http://wwwausa.or.jp/rhizoba3eNo obstante,

S. melilotil021 no crece en microaerobiosis con nitrato ritacitomo aceptores finales
de electrones. Las cepas mutantes en los gemeforman simbiosis efectivas con

Medicago sativa lo que demuestra, por primera vez, que la désairion no es
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esencial para la fijacion del,Nen la simbiosisMedicago satives. meliloti 1021
(Holloway et al, 1996).

Finalmente, se han descrito cepadvidsorhizobium lotque contienen genes de
la desnitrificacion, algunas soélo contienen gengs otras s6lo genesor y, unas

terceras, sélo geness(Monzaet al, 2006).

3.3 Desnitrificacion enBradyrhizobium japonicum.

B. japonicumes el Unico rizobio en el que se han aislado watarizado los
genes de la desnitrificaciGmpEDABC (Delgadoet al, 2003),nirK (Velascoet al,
2001),norCBQD (Mesaet al, 2002) ynosRZDFYLXVelascoet al, 2004), implicados
en la sintesis de las enzimas nitrato reductasiplmmica (Nap), nitrito reductasa
(Nir), oxido nitrico reductasa (Nor) y oxido nitmseductasa (Nos), respectivamente
(revisado por Bedmaet al, 2005; Delgado y Bedmar, 2006; Delgagtoal, 2007)
(Figuras 3.1y 3.2).

araC  napEnapD napA napB napC edriV

N P =)

hemN bI7087 bE7088 pirK — bIr7090

1 kb
om0 —

norE  norC norB norQ norD
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Figura 3.1. Organizacion de los genesnap, nir, nor y nos en B. japonicum

(http://www.kazusa.or.jp/rhizobase
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Figura 3.2. Representacion esquematica de la localizacionsdertaeinas implicadas en el proceso de la

desnitrificacién erB. japonicum(adaptado de Buerat al, 2008).

3.3.1. Nitrato reductasa periplasmica.

En una serie de experimentos de secuenciacioraaldezfragmentos de ADN
capaces de codificar péptidos de localizacion f#mipica, se identificd una region del
cromosoma d@. japonicumcuya secuencia presentaba homologia con la dgeloss
nap de otros microorganismos. De esta forma, se iiifgarton los genesapE napD,
napA napBy napC(Figura 3.1), que codifican proteinas de 6.6,,19485, 16.9 y 23.9
kDa, respectivamente. De acuerdo con el andlisitaslesecuencias de aminoacidos
deducidas de la secuencia de nucleétidos, NapA ssdunidad catalitica, que contiene
un cofactor de molibdopterina y guanina y un ceitfee-4S], NapB es un citocromo
con dos grupos henmoque recibe electrones de NapC, un citocromo debream con
cuatro grupos hemo (Figura 3.2). NapE es una proteina transmembranfurtion
desconocida, y NapD es una proteina soluble quegpdrticipar en la maduracion del
complejo NapAB (Delgadet al, 2003).

Una mutacién en el gemapA dio lugar a una cepa que carece de la proteina
NapA, consecuentemente, la cepa no expreso adiviiicato reductasa y fue incapaz
de crecer microaerobicamente con nitrato. Por falstoenzima nitrato reductasa
periplasmica es la responsable del crecimientoBdejaponicumen condiciones
desnitrificantes (Delgadet al, 2003).
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La secuenciacion del genoma @ japonicum (Kazusaet al, 2002) ha
permitido confirmar los datos previos obtenidosredbs genes de la desnitrificacion, y
comprobar la ausencia de secuencias homoélogas aelalws genesar. En B.
japonicum por tanto, la Nap es la Unica enzima responghbla respiracion del nitrato

y la que inicia la desnitrificacion (Delgadbal, 2003).

3.3.2. Nitrito reductasa.

En B. japonicumse ha identificado el gemrK (Figura 3.1)que codifica una
proteina de 34.4 kDa y cuya identidad con otrastmiteductasas de tipo Cu oscila
entre el 78 % délcaligenes faecaliy el 68 % deR. sphaeroided.a secuencia en el
extremo N-terminal posee el motivo (S/T)RRXFLK adesistico de metaloproteinas
periplasmicas que se exportan mediante el sisteata(del inglés, twin arginine
translocation). Una cepa deficientererK es incapaz de crecer en microaerobiosis con
nitrato, carece de actividad nitrito reductasa ynada nitrito en el medio (Velasat
al., 2001). Estudios recientes de nuestro grupo destigacion han demostrado que el
citocromo solublecsso de B. japonicumes el intermediario en el transporte electronico
entre el complejdc, y la nitrito reductasa respiratoria NirK (Figur& 3Buenoet al,
2008).

3.3.3. Oxido nitrico reductasa.

Los genesor de B. japonicumse identificaron mediante hibridacion con los
genesnorCBdeP. denitrificansy la secuenciacion del ADN correspondiente regel®
se organizan en los genesrCBQD, que codifican proteinas de 17, 40.5, 28.8 y 70
kDa, respectivamente. La secuencia primaria de NdlorB presentan entre el 49% y
el 85% de identidad con las secuencias de las esZior deP. stutzeriP. aeruginosa
P. denitrificans R. sphaeroidesPseudomonasp. G-179 yAlcaligenes faecalisNorC
es un citocroma asociado a la membrana, capaz de unirse a lamadiorB que, a su
vez, es homologa a la subunidad | (FixN) de la asadterminakcbh; de distintas
bacterias (Figura 3.2). Los productos de los gam®m® y norD tienen funciones
desconocidas, aunque se han implicado en el enagnylbinaduracion de la enzima. La
inactivacion de uno de los genasrC o norB, mediante técnicas de mutagénesis
dirigida, dio lugar a cepas mutantes incapacegel®cen microaerobiosis con nitrato

como fuente de energia. El andlisis de grupos hemmediante la técnica de deteccion
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de actividad peroxidasa intrinseca del grupo hee@|o6 la ausencia de un citocromo

de 17 kDa en las membranas de la cepa mutan(Mesaet al, 2002).

3.3.4. Oxido nitroso reductasa.

Los genesmosdeB. japonicunse identificaron mediante hibridacién de su ADN
gendmico con el genosZdeP. stutzeri El aislamiento y secuenciacion de la region de
ADN que mostraba hibridacion con la sonda perngstablecer la existencia de siete
marcos abiertos de lectura, que se identificaramnocéos genesiosRZDFYLX Los
genesnosk nosZ nosD nosF, nosY nosL, y nosX(Figura 3.1) codifican proteinas de
85, 72, 49, 33, 28, 19, y 38.5 kDa, respectivamedmesecuencia primaria de NosZ
presenta entre un 50% y un 77% de identidad cornsdasiencias NosZ de otros
organismos desnitrificantes, entre ell®s stutzeri R. eutropha P. denitrificans S.
meliloti, Achromobacter cycloclastes P. fluorescensNosZ contiene dos centros de
cobre, Cu y Cu, de los que el Ultimo actia como centro catali(figura 3.2). Las
proteinas NosDFY constituyen un transportador gie ABC que cataliza el transporte
de cobre al interior de la célula. NosL se ha ifieatio como una chaperona. NosX
posee, en su extremo N-terminal, un motivo de argique sugiere que NosX puede
plegarse en el citoplasma y adquirir sus cofactanéss de su transporte al periplasma.
El gennosRcodifica una proteina reguladora con seis regitra@smembrana en cuyo
extremo C-terminal se localizan dos agrupacionescidinas, similares a las de
algunas ferredoxinas bacterianas que se unen @seld tipo [4Fe-4S] (Velasa al,
2004).

Las cepas d8&. japonicummutadas en los gene®sRy nosZno crecieron de
manera similar a la cepa parental cuando se crdtivan condiciones desnitrificantes.
Es posible que el ATP necesario para el crecimidattas células se obtenga durante el
proceso de reduccién del nitrato. Sin embargontnea 6xido nitroso reductasa no fue
activa en las cepas mutadas, ya que, cuando sSeaooit microaerébicamente con

nitrato, se acumula oxido nitroso (Velastal, 2004).

3.3.5. Regulacion de la desnitrificacion.
Como en muchos otros desnitrificantes, la expregsiénlos genes de la
desnitrificacion enB. japonicum ocurre en condiciones limitantes de oxigeno y

presencia de nitrato, o un NOx derivado de él ¢amd por Bedmaet al, 2005 y
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Delgadoet al, 2007). Ademas, los genempEDABCrequieren, molibdeno para su
expresion (Bonnardt al, 2005).

Las cepas d8. japonicumcon mutaciones en los genied., fixJ y fixK, no
fueron capaces de crecer anerébicamente con nitcatgue sugiere que, de alguna
manera, el sistema FixLJ-Fixouede estar implicado en la regulacién de la exkjpne
de algunos de los genes, o de todo el proceso,addesnitrificacion (Nellen-
Anthamattenet al, 1998). Posteriormente, la utilizacion de fus®tmnscripcionales
entre las regiones promotoras de cada uno de lussgap, nir, nor y nosy el gen
informadorlacZ ha demostrado que la expresion microaerébica de tgnes depende
del sistema regulador FixLJ-FixKFigura 3.3) (Bedmaet al, 2005; Delgadcet al,
2003; Meseet al, 2002; Roblegt al, 2006; Velascet al, 2001, 2004). En la region
promotora de todos los genes de la desnitrificad®B. japonicumse han localizado
secuencias homoélogas a la caja FixK (5-TTGAFBICAA-3), a las que FixK
podria unirse para activar la transcripcion. Dehbeestudios de transcripcidm vitro
han demostrado que Fixkactiva la transcripcion de los geneap y nirkK. Por el
contrario, no se ha podido demostrar que Fitgnscriba directamente los gemes
(Buenoet al, enviado para su publicaciyn

En B. japonicum se ha identificado el gemnrR de 710 pares de bases cuyo
producto, la proteina NnrR de 236 aminoécidos, @tapel 47%-78 % de identidad
con otros reguladores transcripcionales de la farkitr-Crp (Mesat al, 2003). NnrR
carece del motivo de cisteina, caracteristico deptateinas tipo Fnr que responden a
rédox, y presenta, en su dominio C-terminal, elivoddXXSR de unién a ADN, por lo
gue se incluye en el grupo NnrR (del inglés, mitrétnd nitric oxide respiratory
regulator)de la familia Fnr-Crp. Una cepa 8e japonicum mutante en el gemrR fue
incapaz de crecer en microaerobiosis con nitratnocaceptor final de electrones, y
careci6 de actividad nitrato y nitrito reductasae@éet al, 2003).

La activacion microaerdbica derR estd controlada por FixKy en su region
promotora se encuentra una secuencia de tipo FbeK.utilizacion de fusiones
transcripcionales entre las regiones promotorasada uno de los geneap, nir, y nor
y el gen informadolacZ ha demostrado que la maxima expresion de talessgene
depende de la proteina NnrR (Mexaal, 2003, Roblet al, 2006). De hecho, se ha
demostrado recientemente, mediante calorimetriea,NJuR se une al promotor de los

genesor (Robleset al, enviado para publicacign Sin embargo, NnrR no se une a los
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promotores de los gene&K y napE descartando un control directo de NnrR sobre

estos genes (Robles al, enviado para publicacign(Figura 3.3).
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Figura 3.3. Regulacién de los genes de la desnitrificaciongbsistema FixLJ-FixkNnrR deB.

japonicum(adaptado de Mes al, 2003, Roblest al, 2006 y Roblest al, enviado para publicacign

Recientemente, se ha demostrado que la proteirfa $¢ifrequiere para que
ocurra la maxima expresion de los genes de la tiifisacion enB. japonicum En este
estudio se demuestra que una cepa que tiene meitgéanifA presenta un defecto del
creciemiento en condiciones desnitrificantes, adend@ presentar menor actividad
nitrato y nitrito reductasa. En las mismas condie®) en dicha cepa se observa una
disminucién notable de la expresion de las fusidrasscripcionales entre las regiones
promotoras de cada uno de los gemegs nir y nor y el gen informadolacZ, asi como
los niveles de transcritos del geimK. El andlisis de grupos henmdemostré que en
ausencia de NifA, disminuyen los niveles de losaitmos NapC y NorC (Buerat al,

en prensa

3.4. Desnitrificacion en nédulos de soja.
La capacidad de desnitrificar es de gran interéa®msociaciones simbidticas
gue se establecen entre los rizobios y sus legwaimnespecificas, ya que esta habilidad

permite a los bacteroides sobrevivir durante pedate anoxia. Se ha estimado que la
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tensiéon de oxigeno en la region de los nédulogiafa por los bacteroides oscila de 3
a 22 nM y se ha demostrado que en este ambienteaaiobico la oxidasa terminal
cbb; de elevada afinidad por el oxigeno, codificada @ooperonfixNOQP, es la
encargada de producir el ATP necesario para mantaractividad de la nitrogenasa.
Dado que los bacteroides poseen la maquinaria étizaennecesaria para desnitrificar,
este proceso podria generar ATP en condicionessenuie el oxigeno disponible para la
cbb; sea limitante. Tales condiciones podrian ocuroma@ consecuencia de una
disminucién de la concentracion de oxigeno en &mtdvoides provocada por un estrés
abidtico (encharcamiento, salinidad, sequia, dtcque daria lugar a la disminucién de
la difusion de oxigeno hacia el interior del nédyl@onsecuentemente, de la capacidad
de produccién de ATP (revisado por Delgadal, 2007).

Otro papel fisiologico que se le podria atribuirlaa desnitrificacion en
bacteroides podria ser el de mecanismo de destocidin, mediante la eliminacion de
compuestos, como el nitrito y el NO, de elevadoeparitotoxico. Estos compuestos,
gue pueden producirse por la bacteria como intearied de la reduccion de nitrato y
la desnitrificacion en los bacteroides, o por lanph como productos de la cNR o
enzimas tipo NOS, pueden dafar a la nitrogenasacfiemt y Rigaud, 1980 y 1982;
Sasakurat al, 2006; Shimodat al, 2009) o unirse a la Lb y formar complejos LbNO
afectando de esta forma a la fijacion de(lanayameaet al, 1990). Ademas, el oxido
nitroso es inhibidor competitivo de la nitrogenaga,que es sustrato de la misma, que
puede reducirlo a Nrevisado por Delgadet al, 2007)

Mediante el empleo de fusiones transcripcionaldgs-lacZ, norC-lacZy nosZ-
lacZ, y deteccién histoquimica situ de la actividagi-galactosidasa, se demostré que
los genes de la desnitrificacion se expresan eanlogdle plantas de soja (Mesial,
2004) (Figura 3.4). En plantas cultivadas depermftieexclusivamente de la fijacién de
N, existe expresion de actividagtgalactosidasa, lo que sugiere que la propia
microaerobiosis del nédulo permite la expresiornodegenes de la desnitrificacion. Sin
embargo, la adicion de nitrato potasico a la soOlucnutritiva de las plantas no
incrementa la expresion de actividédjalactosidasa de las fusiones. Estos resultados
sugieren que, al contrario de lo observado en Mmla, donde el nitrato es necesario
para la méxima expresion de los genes de la diisaition, en simbiosis es la
limitacion de oxigeno, y no la presencia de nitraloprincipal factor implicado en la

expresion de dichos genes (Mesal, 2004).
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Figura 3.4. Deteccionin situ de la actividagb-glactosidasa en cortes longitudinales de noédugslahtas
de soja inoculadas cd®. japonicumUSDA110 que contiene una fusién transcripciongkfacZ Los
nddulos se recolectaron de plantas crecidas emaas@\) o presencia (B) de KNG mM. Como
control (C) se muestran las secciones de nédultedta con nitrato e inoculados cdB. japonicum
USDA110 que contiene el plasmido pPM220. OC, céegterno; IC, cortex interno; 1Z, zona de

infeccion; VB, haces vasculares (Matal, 2004).

Con el objeto de conocer el papel fisioldgico dedenes de la desnitrificacion
en simbiosis, se llevd a cabo un estudio del fpposiimbidtico en plantas de soja
inoculadas con cepas &e japonicumalteradas en los genesK, norC y nosZ(Mesa
et al, 2004). Cuando las plantas de soja se inoculacon tales cepas,
independientemente de la cepa utilizada para laulaoiébn, no se observaron
diferencias significativas en nodulacién, biomasasontenido en nitrégeno en aquellas
plantas que crecieron Unicamente a expensas dgatdori biologica de B Sin
embargo, cuando las plantas se cultivaron contaipatasico, el numero y el peso
fresco de los nddulos de las plantas inoculadasla®rtepas mutantesrK y norC
fueron significativamente inferiores a los de |paearental USDA110 o la cepa
mutante nosZ. Por el contrario, no se observaron diferencias ifsigtivas en la
capacidad de fijar Nde las diferentes mutantes estudiadas. Mediaritalies de
cinética de nodulacion, se demostrod la deficieraida capacidad de nodulacion de las
cepas mutantesirK y norC de B. japonicumEs posible que las mutacionesrerK o
norC afecten a la viabilidad y persistencia de lasasegm el medio de enraizamiento de
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las plantas, y consecuentemente afecten a lasseat@piles del proceso de infeccion.
De hecho, cepas deficientes en los gamesde Pseudomans fluorescensT101 y
Pseudomonasp. RTCO01, que son incapaces de crecer en mictmasi®con nitrato y
acumulan nitrito en el medio de cultivo, son men@bles que las cepas parentales
(Philippot et al, 1995; Ghiglioneet al, 2000). Asi mismo, se ha demostradoRen
fluorescensYT101 que la presencia de actividad nitrato rediacteespiratoria lleva
aparejada una mayor capacidad para colonizar dafeém de plantas de maiz, ya que
cepas deficientes en el gaarG son menos persistentes en el suelo (Ghigleinal,
2002).

4. El 6xido nitrico en la simbiosisRhizobium-leguminosa.

4.1. Posibles fuentes de NO en nédulos.

Varios estudios han demostrado la presencia deaatigidad tipo NOS en
leguminosas, en suspensiones de células de sojked@ee et al, 1998), en
peroxisomas de hojas de guisante (Barres@l, 1999) y en raices y nddulos de
Lupinus albugCuetoet al, 1996). Cueto y colaboradores detectaron prodoode L-
citrulina a partir de L-arginina (en presencia d&'Q NADPH) en preparaciones del
citosol de raices y nodulos de albus La presencia de inhibidores de las NOSs de
mamiferos inhibia la reaccion, y al afladir con@aitmes crecientes de arginina, la
inhibicion observada era menor. Ademés, en estadiest mediante localizacion
histoquimica, se detecté la actividad NADPH-diasaréggque normalmente es empleada
como marcador de la actividad NOS en mamiferosjosnhaces vasculares de los
nodulos y en las células vegetales presentesamméade infeccion. Basandose en todas
estas observaciones, los autores propusieron Eemei de actividad tipo NOS en
raices y nodulos de. albus(Cuetoet al, 1996). En dichas preparaciones también se
detecto la produccion de NO mediante el seguimidatta reaccion entre NO y oxiHb
(Cuetoet al, 1996). Estudios mas recientes, han demostraglegproduce menos NO
en nédulos déM. truncatulatratados por un inhibidor de NOSs de mamiferogjue
sugiere que una enzima tipo NOS contribuye a lalymcion de NO en los nédulos
(Figura 4.1) (Baudouiet al, 2006).

La enzima nitrato reductasa del citosol (NRc)lake células vegetales de los

nddulos podria constituir otra fuente de NO ennesmos (Figura 4.1). Los estudios
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gue se han realizado hasta ahora han demostrada g presente en noédulos es de
tipo constitutivo, al contrario de lo que ocurrénda cNR de raiz. En ausencia de nitrato
se detecto actividad cNR en nodulos, pero no eesale soja (Kanayanehal, 1999).

En Lotus japonicustanto la actividad como los transcritos de la cd¢Rindujeron en
raices y nddulos cuando se adicioné nitrato, siba@go, en ausencia de nitrato soélo se
detecté actividad y transcritos de la cNR en lodulds (Katoet al, 2003). Estos
autores sugieren que aunque se trate de la misnraras diferencias de expresion
entre raiz y ndédulos se deben a la estructuraaynbiente microaerébico especificos de
los nddulos. Ademas, éstos autores localizaronhiboidacionin sity, los transcritos de

la cNR en la zona de infeccién de los nédulod d@ponicus donde la concentracién
de oxigeno es muy baja. Sin embargo, se desconoreplicacion de la cNR en la
produccion de NO en los nddulos. Otras posiblesteude NO en nédulos podrian ser
las mitocondrias o la NI-NOR, aunque todavia nea® nada acerca de su presencia

en nbédulos (Figura 4.1).

RALAL AP
B PN

L-arginina

v L-citrulina

.
.

S 'S Noz- ...............

NOR/MIT

o

NOy > NO, --» NO -» N,O -» N,
Nap Nir Nor Nos

NO,-

Figura 4.1. Representacion esquematica de las posibles fugatd® en nédulos. MIT: mitocondrias.

Hasta ahora sélo se ha hablado de las fuentes d#eN@» nddulos procedentes
de la planta, pero el microsimbionte también pusateribuir a la produccion de NO a

través del proceso de desnitrificacion, en el gabodcompuesto es un intermediario
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(Figura 4.1). Recientemente, en nuestro grupo #estigacion se ha demostrado,
mediante el uso de espectroscopia UV-visible y GBRla hipoxia y el nitrato inducen
la formacion de complejos nitrosil-leghemoglobihaNO) en ndédulos de soja (Meakin
et al, 2007) (Figura 4.2). La contribucion de la reddoanaerobica del nitrato por los
bacteroides d®. japonicumen la generaciéon de LbNO se ha demostrado med#hnte
andlisis de LbNO en nédulos producidos por una ocepi@nte en el genapA En los
ndédulos producidos por la cepa mutamAso observo una disminucidn considerable
de los niveles de LbNO (Figura 4.2). Por otra pdaeresencia de niveles basales de
LbNO en los nddulos formados por la ce@gAsugiere que, en condiciones hipoxicas,
ademas de la respiracion anaerobica del nitratas @ientes de NO pueden contribuir a
la produccion de NO en los nddulos. En nodulosliddfa el empleo del fluorocromo
DAF-FM DA (del inglés, 4-amino-5-methylamino-2'difluororescein diacetate) para
la deteccion de N@n situ, ha demostrado que la produccién de NO se locatizka e
zona de infeccion de los nédulos y esta relaciocadda presencia de simbiosomas en
las células vegetales (Baudouit al, 2006). Sin embargo, y a diferencia de lo
observado en nodulos de soja, estos autores ceamcfjiye la desnitrificacion no parece
ser una fuente de NO, ya que la fluorescencia @mor los nédulos debida al NO no
disminuye cuando las plantas de alfalfa se inocdan una cepa d&. meliloti
deficiente en actividad nitrito reductasark), que es la responsable de la formacion de
NO en los bacteroides (Baudowhal., 2006).

3250 3300 3350 3400 3450 3500 3550 3250 3300 3350 3400 3450 3500 3550
Magnetic Field (G) Magnetic Field (G)
Figura 4.2. Espectros de resonancia paramagnética electrdaiRid)(de nddulos de soja procedentes de
plantas inoculadas coB. japonicumUSDA110 (linea continua) o la cepa mutamapA (linea
discontinua), tratadas con nitrato en condicior@#rol (a) o sometidas a hipoxia (b) (Mealkinal,
2007).
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4.2. Posibles funciones del NO en nédulos.

En los ultimos afios, se ha demostrado la prodocd@ NO en la simbiosis
Rhizobiurdeguminosa mediante el uso de diferentes aproxonas experimentales.
Uno de los métodos mas utilizados para la detecd®ddO en la simbiosis es el empleo
de indicadores fluorescentes, tales como las diftaoresceinas (DAFs) desarrolladas
por Kojima y colaboradores (Kojimet al, 1999). Utilizando un derivado permeable de
estos compuestos, el DAF-FM DA, se deteotsitu la produccion rapida y pasajera, de
NO en raices durante las etapas tempranas deb#sisl. japonicusM-loti (Shimoda
et al, 2005). Sin embargo, utilizando un método simiter se detectd produccion de
NO en las etapas tempranas de la interaddidtmuncatulaS. meliloti(Baudouinet al,
2006). Estos autores, si detectaron produccion d& éh nodulos maduros,
concretamente observaron la fluorescencia en aguedllulas vegetales de la zona de
infeccibn que contenian bacteroides. El tratamiatgolos nodulos con cPTIO, un
secuestrador de NO, redujo la fluorescencia derstnte, lo que probd que dicha
fluorescencia se debia especificamente a la priesdecNO (Baudouiret al, 2006;
Shimodaet al, 2005). También se ha estudiado la presencia@emnddulos maduros
de soja mediante la deteccion de complejos LobNOnpedio de espectroscopia UV-
visible y EPR (Kanayamat al, 1990; Mathietet al, 1998; Meakiret al, 2007). Este
tipo de complejos produce una sefial paramagnéticea Uy caracteristica, cuya
magnitud es directamente proporcional a la cantidadcomplejos presentes en el
nddulo. Mathieu y colaboradores (1998) demostrarmnlos complejos LbNO son mas
abundantes en los ndédulos jévenes, y disminuyesntieita senescencia, lo que sugiere
un papel del NO durante las etapas iniciales dedalacion.

Varios autores han demostrado que el NO inhibactavidad nitrogenasa en
nodulos de soja (Trinchant & Rigaud, 1982) Adieus firma(Sasakurat al, 2006) y de
L. japonicus(Shimodaet al, 2009). También se ha sugerido que el NO puestdafa
la actividad nitrogenasa de una forma indirectagdose a la Lb e interfiriendo en su
funcién como tranportadora de oxigeno (Kanayatral, 1990). Se ha demostrado que
la proteina FixL puede sensar NO (Gilles-Gonz@eal, 1994; Gonget al, 2000;
Lukat-Rodgers y Rodgers, 1997; Winklker al, 1996), de la misma forma que sensa
oxigeno. Por lo tanto, es posible que el NO fureioomo un regulador alternativo de
FixL y pueda estar implicado en procesos depenehkene la cascada reguladora FixLJ-
FixK,, como es el caso de la expresion de los giexgaif, responsables de la fijacion
de N (revisado por Ferguson y Mathesius, 2003; Hératat, 2002).
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El NO, en pequefias concentraciones, podria aataaro sefializador de
diferentes procesos en los nédulos, como ocuria erganogénesis de raices laterales
y adventicias. De hecho, el NO parece estar imiidican el control de la formacién de
nodulos indeterminados, puesto que se ha obseyaeldas plantas de alfalfa que se
inoculan con cepas d& melilotique sobreexpresan un gen responsable de la sidéesi
auxinas tienen mayor numero de nodulos. Ademagsts nodulos se detectan, por
fluorescencia con DAF-2-DA (del inglés, 4,5-Dianfinorescein diacetate), niveles
mas elevados de NO. Las plantas tratadas con cBThOculadas con la misma cepa,
tienen un numero de ndédulos menor. Estos resultaddiean que las auxinas
sintetizadas por el rizobio y el NO tienen un edgmbsitivo en la formacion de nédulos
indeterminados (Pit al, 2007). Recientemente, mediante el andlisisrdaktriptoma
de nddulos de alfalfa expuestos a NO, se ha deadostque la respuesta ocurre
fundamentalmente en nédulos jovenes, lo que apmyapbtesis de que el NO puede

estar implicado en el desarrollo nodular (Ferragtral, 2008).

4 .3. Posibles sistemas de destoxificacion de NOredulos.

4.3.1. Papel de las hemoglobinas.

Las Hbs de clase 1 también intervienen en la naeitid de los niveles de NO
en la simbiosiRhizobiurAleguminosa. De hecho, se ha demostrado recientemam
raices de_. japonicus que los niveles de NO y la expresion de una Hbjbl) se
inducen paralelamente en respuesta a estresectates las bajas temperaturas y la
hipoxia, y en respuesta a la inoculacion con siisinte,Mesorhizobium lot{Shimoda
et al, 2005). Un estudio posterior, ha demostrado bl controla la respuesta
defensiva de la planta durante la etapa inicial laleinteracciéon planta-rizobio,
modulando el nivel de NO que se produce en lagsddagatat al, 2008). Cuanda.
japonicusse inocula con una bacteria patégena no se indueepkesion dejHbl, y la
produccion de NO en raices no se controla, porue g desencadena la respuesta
defensiva de la planta. La induccionlgelbl se produce en repuesta a su simbionte, y
puede ser critica para que la simbiosis se dekaoah éxito (Nagatat al, 2008).

Como se ha comentado en el apartado 4.2, el N@ @®tente inhibidor de la
actividad nitrogenasa (Kanayarea al, 1990; Sasakurat al, 2006; Shimodaet al,
2009; Trinchant y Rigaud, 1982). En las simbiosiseAlnusy las bacterias del género

Frankia (no rizobios) una Hb-1 (AfHbl) parece contribuilaaadaptacién al estrés
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mediante la proteccion de la actividad nitrogenastirando el NO que se produce en
respuesta a condiciones de bajas temperaturask(Basd al, 2006). Ademas, la
sobreexpresion dejHbl y AfHb1 en nédulos produce un aumento de la actividad
nitrogenasa, y tal y como se ha demostrado paaa btbs-1, las formas oxigenadas de
LjHb1 y AfHb1 convierten el NO en nitrato (Shimoelaal, 2009)

Como se ha comentado en el apartado 4.2, en dsvestudios se ha detectado
la presencia de complejos nitrosil-leghemoglobldsfe*)NO, LbNO] en extractos de
nodulos de soja por medio de espectroscopia UWleisfYamasakiet al, 1990;
Meakin et al, 2007) y en nodulos intactos por medio de EPRtijida et al, 1998;
Meakinet al, 2007). Los complejos LbNO son muy estables dadoque la Lb unida a
NO queda inhabilitada para unirse al oxigeno. Pa eazén, algunos autores han
sugerido que la presencia de LbNO puede resultgativa para la nitrogenasa
(Kanayameet al, 1990). Sin embargo, otros autores han propupstda oxiLb podria
actuar como un reservorio de NO, contribuyendo @déeccion de la nitrogenasa, que
es rapidamente inactivada por el NO y otras espagactivas de nitrogeno (RNS,
Herold y Puppo, 2005a y 2005b). Estos autores karodtrado que el NO y otras RNS
pueden reaccionan vitro con dos formas de Lb inactivas en cuanto a suctiguh de
unirse al oxigeno, la ferrilLb [Lb(F8=0, una forma muy oxidada de Lb que resulta de
la reaccién de la metalLb con®] y LbNO, para dar lugar a metalLb [Lb8, que
puede ser reducida por la MetalLb reductasa y genezar la forma activa desoxiLb
[Lb(Fe?h)].

Existe un riesgo potencial en los nédulos de forpexoxinitrito, que es una
RNS capaz de causar la nitracién de proteinas.ut@axidacion de la Lb y otras
reacciones enzimaticas que ocurren en los néduledem generar radical superoxido,
el cual es capaz de reaccionar con el NO y forreapxinitrito. Se ha demostrado
vitro que la Lb también se puede unir y destoxificar xieiito (Herold y Puppo,
2005a).

Los complejos LbNO son mas abundantes en los asdovenes y disminuyen
en nodulos senescentes, lo que sugiere un papefidleso del NO en las etapas
iniciales de la nodulacion (Mathieat al, 1998). Esta hipotesis estaria apoyada por la
observacion de que la expresion de la Lb se inderceetapas tempranas de la
interaccion simbiotica, de forma que esta protdarabién podria participar en la

modulacion de los niveles de NO durante el establento de la simbiosis.
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En resumen, todas estas observaciones sugierdagjt#vs no simbidticas, asi
como las simbidticas (Lbs) pueden estar implicaglasel metabolismo, transporte y
sefalizacion del NO y otras RNS en los nédulos.

4.3.2. Papel de los bacteroides.

En los bacteroides dB. japonicum la enzima Oxido nitrico reductasa, que
cataliza la reduccién de NO a 6xido nitroso y adgmé expresa en los nddulos de soja
(Mesaet al, 2004), podria ser un sistema candidato de déisamion de NO. Sin
embargo, se ha demostrado que los nodulos de plantteuladas con una cepa Be
japonicumque tiene mutado el gerrC (responsable de la sintesis de una subunidad
estructural de la enzima Nor), no acumulan mas NE©Igs noédulos producidos por la
cepa parental (Meakiet al, 2006). Basandose en estos resultados, estosesuto
proponen que en nodulos de soja la enzima Nor nta €mica responsable de la
reduccion de NO.

En bacterias, se han descrito otros mecanismoslegeoxificacion de NO
(consultar las revisiones de Gardner, 2005 y PA&e5). Las enterobacterias, tales
como E. coli y Salmonella enterica serovar Typhimurium, utilizan una
flavohemoglobina (Hmp) sintetizada por el ganpAy una flavorubredoxina (NorV)
como mecanismos principales de destoxificacion @e DN Hmp cataliza la oxidacion
aerobica de NO a nitrato utilizando NAD(P)H (Ganmdetal, 1998; Hausladeat al,
1998; Millset al, 2001). La flavorubredoxina NorV, sin embargdatiaa la reduccién
de NO en condiciones microaerdbicas o anaeréb@asiferet al, 2002). Ademas de
estos sistemas, recientemente se ha sugerido quea&bmobd es importante en la
proteccion de la inhibicién del crecimiento He coli mediada por NO (Masoet al,
2008). También se ha propuesto que las hemoglolbinasadas deéMycobacterium
smegmatisy Mycobacterium bovisienen actividad NO dioxygenasa y protegen a las
células del NO (Lamat al, 2006; Ouelleet al, 2002).

Ademas de los sistemas mencionados anteriormsatesabe que la enzima
nitrito reductasa que contiene citocrorno(NrfA) de E.coli y S. entericaserovar
Typhimurium destoxifica NO (Milleet al, 2008; Pooclet al, 2002). NrfA cataliza la
reduccion de nitrito a amonio y utiliza 6 electrermara esta reaccién, pero también
cataliza la reduccion anaerdbica de NO a amonitiligau5 electrones (Costet al,
1990; Staclet al, 2000).
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En el genoma deB. japonicumse ha identificado un gen, que presenta

homologia con el gehmpAdeE. coli (http://genome.kazusa.or.jp/rhizobgs@ambién

se ha identificado el gemirB, que codifica una enzima nitrito reductasa astaria

(http://genome.kazusa.or.jp/rhizobadsel.as enzimas nitrito reductasa asimilatorias

(NiRas) son enzimas citosdlicas que contienen simahen el centro activo y catalizan
la reduccion de nitrito a amonio. Las plantas, flgacianobacterias contienen una
NiRas que recibe los electrones de la ferredoxieatg codificada por el gerirA. En
hongos y bacterias heterotroficas, la reducciomitiéo a amonio se lleva a cabo por
NiRas, entre las que se encuentran la NirB, que dgependientes de NAD(P)H
(revisado por Moreno-Vivian y Flores, 2007). B japonicum el gennirB se
encuentra en una regién donde se han identificadis @enes relacionados con el
proceso de asimilacion del nitrato, como sobABC, que codifican un sistema de
transporte de nitrato tipo ABC, jasA que codifica una nitrato reductasa asimilatoria
(revisado por Moreno-Vivian y Flores, 2007).

Actualmente, eB. japonicumse desconoce la posible implicacién de la Hmp y

de la nitrito reductasa NirB como sistemas de aégtacion de NO en nodulos de soja.
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Objetivos

En estudios previos, realizados en el Departanatdicrobiologia del Suelo y
Sistemas Simbidticos de la Estacion Experimental Aeidin, se aislaron vy
caracterizaron los geneswapEDABC, nirK, norCBQD y nosRZDFYLX de
Bradyrhizobium japonicum, cuyos productos se identificaron como las enziniato
reductasa periplasmica (Nap), nitrito reductasa)\lioxido nitrico reductasa (Nor) y
oxido nitroso reductasa (Nos), respectivamenteasEshzimas llevan a cabo, de modo
secuencial, la reduccion del nitrato a dinitrégemolecular, proceso conocido como
desnitrificacion. Posteriormente, se demostro, lgulipoxia y el nitrato inducen la
formacion de complejos nitrosil-leghemoglobina (IMNen nddulos de soja (Meakéh
al., 2007). También se demostro la contribucion destuccion anaerdbica del nitrato
por los bacteroides dgradyrhizobium japonicum en la generacién de dichos complejos
(Meakin et al., 2007). El nitrito y el 6éxido nitrico, intermedies del proceso de
desnitrificacion, podrian, por tanto, contribuitaaformacion de los complejos LbNO.
Sin embargo, al inicio de este trabajo se descandeis posibles fuentes de NO en
nédulos de soja.

En experimentos realizados por otros autores, spupo que el NO puede
inhibir la acitividad de la enzima nitrogenasa ¢asaet al., 2006, Shimodat al.,
2009, Trinchant y Rigaud, 1982). También se sugii@ el NO puede afectar a la
actividad nitrogenasa de un forma indirecta, urséda la Lb e interfiiendo en su
funcién como transportadora de oxigeno (Kanayeah., 1990). Sin embargo, no se
conocia el papel fisiologico de la producciéon de &Onddulos de leguminosas. Como
se ha comentado anteriormente, en nuestro grupavdstigacion, se demostré que la
hipoxia induce la formacién de LbNO en nodulos d@ fMeakinet al., 2007). En
dicho estudio, las condiciones hipoxicas se impoesiede manera artificial,
introduciendo las raices de la plantas en botewdes llenos de solucién mineral y
gaseando la atmésfera con argon. Con el objetoceot® implicacién fisiologica de la
produccion de NO en nodulos, se hacia necesariivaiulas plantas en condiciones
fisioldgicas que provocaran hipoxia en las raicesno es el caso del encharcamiento

(Bacanamwo y Purcell, 1999).
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Objetivos

La desnitrificacion en bacteroides, ademés de s&ifuente de NO en nodulos,
puede ser un mecanismo de destoxificacion de NQamiedla actividad de la enzima
oxido nitrico reductasa. Sin embargo, trabajos ipsede nuestro grupo demostraron
gue la enzima NO reductasa no es la Unica resplendabla destoxificacion de NO en
nddulos de soja (Meakigt al., 2006). Por ello, al inicio de esta Tesis Dodiosa
consideré interesante identificar otros posibletesias de destoxificacion de NO en

nédulos de soja.
De acuerdo con lo expuesto, se han planteadaglo®stes objetivos:
1. Estudiar la implicacion de las enzimas desmaaiftes Nap, NirK y NorC en la
produccion de NO y de complejos LbNO en ndédulossd@ en condiciones de

encharcamiento.

2. Estudiar el efecto del NO sobre la expresiotodaegenes responsables de la fijacion

simbidtica de dinitrégeno en nddulos de soja ermiones de encharcamiento.

3. Establecer el papel fisiologico de la desndsion en la fijacion simbiotica de

dinitrégeno en nédulos de soja en condicionesndbacamiento

4. Identificar posibles mecanismos de destoxifimacie NO en ndédulos de soja.
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Capitulo 1

1. RESUMEN

En los ultimos afos, el oxido nitrico (NO) ha acapa un gran interés como
molécula crucial en la sefalizacion de diversoscgsos durante el desarrollo y la
fisiologia de las plantas. Aunque se ha detectadonédulos de leguminosas,
actualmente no se sabe mucho acerca de las fyeatgmpel que desempefia el NO en
dichos 6rganos. En este trabajo, se ha investiagooduccion de NO en nddulos de
soja en respuesta a encharcamiento. También sestbhdiaglo la implicacion de la
desnitrificacion, llevada a cabo por el simbionéela sojaBradyrhizobium japonicum
en la produccién de NO, por medio de la inocula@énlas plantas con las mutantes
napA nirK y norC. En condiciones de encharcamiento, los nivelesod®glejos nitrosil-
leghemoglobina (LbNO) fueron significativamente nedsvados en los nodulos de las
mutantesirK y norC, en comparacion con los nodulos de la cepa paréaamas, en
dichas condiciones, los nodulos de las mutanigs y norC acumularon mas nitrito y
NO, respectivamente, que los nddulos de la cegfadr Por el contrario, los niveles de
LbNO, nitrito y NO en nodulos de la mutamtapAsometidos a encharcamiento, fueron
inferiores a los correspondientes de la cepa pardBstos resultados sugieren que la
acumulacion de nitrito y NO, generada por las engifdap y NirK, es responsable del
aumento de la produccion de LbNO en nédulos de espjgespuesta a encharcamiento.
El encharcamiento provocé una disminucion de laresipn del gemifH y de la
actividad nitrogenasa en nédulos de la cepa padngrita la mutanteorC, pero no en
nédulosnapAy nirK. La incubacion de los nodulos de la cepa pargnti la mutante
norC con un secuestrador de NO contrarrestd el efdesereado. En condiciones de
vida libre, la acividag-galactosidasa de la fusiaifD"-"lacZ disminuyo en células de la
cepa murtant@orC, las cuales también acumularon NO en el mediomsEssultados
sugieren que el NO producido por la enzima nitrégductasa de tipo Cu (NirK) en
nédulos de soja en respuesta a encharcamient® tianefecto negativo sobre la
expresion de la nitrogenasa. Ademas, se propoad_bh tomo el principal mecanismo
gue interviene en la destoxificacion del NO, pradocpor la desnitrificaciéon de los

bacteroides en respuesta a encharcamiento.
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2. ABSTRACT

Nitric oxide (NO) has gained interest as a majgnalling molecule during plant
development and in response to environmental dt@snation of NO during symbiotic
interactions has been reported, but the role anctes of NO in nodules remain unclear.
In this work, NO formation in soybean nodules ispense to flooding was investigated.
The involvement of denitrification performed by th&®ymbiont Bradyrhizobium
japonicum in NO formation has also been investigated bygutating plants withnapA
nirk or norC deficient mutants. Levels of nitrosylleghaemogiollitbNO) in flooded
nirK and norC nodules were significantly higher than those olseérin wild-type
nodules. In additionnirK and norC nodules, accumulated more nitrite and NO,
respectively, than wild-type nodules. By contrasvels of LbNO, nitrite and NO, in
floodednapAnodules were lower than in wild-type nodules. Thesailts suggest that
in response to flooding conditions, LoONO formationsoybean nodules is caused by
nitrite and NO generated from Nap and NirK enzyntdeoding caused a decrease of
nifH expression and nitrogenase activity in wild-type aorC nodules, but not inapA
or nirK nodules. Incubation of wild-type angorC nodules with a NO scavenger
counteracted the effect of flooding. Under freengs conditions, fgalactosidase
activity from anifD"-"lacZ fusion decreased in @orC mutant which also accumulated
NO in the medium. These results suggest that N@ddr by Cu-containing nitrite
reductase in soybean nodules, in response to figpdnas a negative effect on
expression of nitrogenase. We propose that Lb hasajar role in detoxifying NO

produced by bacteroidal denitrification in respottséooding conditions.
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3. INTRODUCTION

Members from the orddrhizobialesare Gram-negative bacteria with the unique
ability to establish a dinitrogen gNfixing symbiosis on legume roots, and on the stem
of some aquatic legumes. Symbiotic nitrogen fixatiy the legume-rhizobia couple is a
process of both ecological and agricultural impaec&a In the nodule, maintenance of
nitrogenase activity is subject to a delicate elguim. Firstly, a high rate of oxygen
(Oy)-respiration is necessary to supply the energyasets of the M reduction process,
but O, also irreversibly inactivates the nitrogenase demprlhese conflicting demands
are reconciled by control of {ilux through a diffusion barrier in the nodule o
which greatly limits permeability to ZMinchin, 1997). Oxygen is then delivered to the
bacteroids by the plant£zarrier, leghaemoglobin (Lb), which is presentlesively in
the nodule (Appleby, 1992). As such, a very lowamoniration of free oxygen (3 to 30
nM) is maintained within infected nodule tissue. tasponse to this dramatic
physiological switch, rhizobia initiate the expriessof nif andfix genes involved in
nitrogen fixation (Fischer, 1994).

Nitric oxide (NO) is a ubiquitous gaseous sigmglimolecule that plays
important roles in a wide variety of plant processacluding growth, development,
disease, and the abiotic stress resistance resp¢bstiedonne, 2005; Besson-Bard,
2008). Several studies have clearly shown the mtamiu of NO in early stages of
symbiosis and in mature nodules. It has been regdhat a rapid and transient NO
production occurs inLotus japonicusroots inoculated withMesorhizobium loti
(Shimoda et al, 2005), and that modulation of NO levels are Imed in the
establishment of the symbiosis (Nagataal, 2008). Functioning nodules also produce
NO and this production has been associated withh#ueeroid-containing cells of the
fixing zone in alfalfa nodules (Baudougt al, 2006). Furthermore, NO has shown clear
involvement in the auxin-signalling pathway conling indeterminate nodule formation
(Pii et al, 2007). A recent transcriptomal study of NO-respee genes iMedicago
truncatula revealed that NO may regulate important procesdesymbiotic nodule
development and functioning (Ferrargti al, 2008). NO has been reported as a potent
inhibitor of nitrogenase activity in soybean (Thant & Rigaud, 1982)Alnus firma
(Sasakurat al,, 2006) and.otus japonicusodules (Shimodat al, 2009). As such, NO
could also interfere with nitrogen fixation by bing to Lb which would therefore

impair Lb functionality by competing with £for binding sites. In this context, it has
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been demonstrated that NO can bind Lb to form syiteghaemoglobin (LbNO)

complexes in soybean nodules (Meadiral, 2007; Mathietet al, 1998). In plants, NO

is produced under various stress conditions, suchypoxia and low temperature
(Dordaset al, 2009; Shimodat al, 2005). Thus, is timely to address the role of NO

nodules under stress conditions.

The sources of NO in nodules are unclear. NO mieynate from the plant root
tissue or from the bacteroids. In plant cells, NEd e produced from nitrite via both
non-enzymatic (Bethket al, 2004) and enzymatic pathways, i.e., those czdl\by
nitrate reductase (NR) that can reduce nitrite @ Bis well as nitrate to nitrite (Meyer
al., 2005; Yamasaki & Sakihama, 2000; Yamasdlal, 1999). Nitrite is reduced to NO
by the plasma membrane-bound nitrite:NO-reduct®deNOR; Stohret al, 2001).
Also, NO may be produced in plant root tissue frarginine via an unidentified nitric
oxide synthase (NOS)-like enzyme, or via an asuyeharacterized process that uses
polyamines as substrates (Besson-Batdal, 2008). In this context, a (NOS)-like
activity has been identified in nodules laipinus albugCuetoet al, 1996) and it has
been suggested that a NOS may participate in NQugtmn inM. truncatulanodules
(Baudouinet al, 2006).

Bacterial denitrification is another likely souroé NO in nodules, since nitrite
and NO are produced as intermediates during thectiedh of nitrate to M The soybean
symbiont, Bradyrhizobium japonicumis an a-Proteobacterium able to denitrify under
both free-living and symbiotic conditions (Bedmetr al, 2005). InB. japonicum
denitrification is dependent on timapEDABC(Delgadoet al, 2003),nirK (Velascoet
al., 2001),norCBQD (Mesaet al, 2002) anchosRZDYFLXVelascoet al, 2004) genes
that encode the nitrate-, nitrite-, nitric oxideadanitrous oxide-reductase systems,
respectively. Expression of the denitrification gennB. japonicumhas been reported
in soybean root nodules, iy situ histochemical detection gi-galactosidase activity
from transcriptional fusions of th@rK, norC or nosZpromoters with the reporter gene
lacZ (Mesaet al., 2004).

Recently, it has been demonstrated that the riesfuof nitrate byB. japonicum
bacteroids contributes to LbNO production withinyls@an nodules in response to
hypoxia (Meakinet al, 2007). However, the sources and role of NO idut&s remain
unclear. In this work, we have demonstrated thatgd&@iuced byB. japonicumNirK in
response to flooding conditions affects nitrogengeaes expression. We have also
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found that nitrite and NO formed 8. japonicumNap and NirK, respectively, are the

sources of LbNO in nodules in response to flooding.

4. RESULTS

4.1. NO formation in soybean nodules induced bgapA, nirK or norC B. japonicum
mutants.

To investigate whether or not flooding caused aeragase in NO formation
within nodules, electron paramagnetic resonanc®&jEpectroscopy was used to detect
NO bound to Lb in intact nodules, UV-visible absambe spectroscopy was used to
qguantify the proportion of Lb bound to NO in nodéetracts, as previously described
(Meakinet al, 2007), and free NO was analyzed by using theisp&uorescent probe
DAF-FM.
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Figure 1. EPR spectra of intact nodules from plants inocdlatéh WT B. japonicumUSDA110,nhapA
GRPAL, nirKk GRK308 ornorC GRC131 strains. Plants were subjected or not (cyntmoflooding
conditions. For each strain, a representative ERRtspn observed from triplicate nodule samples from
two or three different nodule harvests is presented
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EPR spectra of intact root nodules isolated fréamfg inoculated with wild-type
(WT) B. japonicumstrain USDA110 were devoid of any LbNO signal bhbwed a
single derivative line-shape presentga2.01, which can be attributed to saturated
radical within the nodule tissue. By contrast, Wadules obtained under flooding
conditions gave a clear LbNO signal wgkvalues at 2.04, (~2.01) and 1.99 (Figure 1).
UV-visible spectra revealed that flooded WT nodelgracts contained 2-fold higher
proportion of LbNO with respect to the WT contrattract (Fig. 2A). Similarly,
approximately 2 times more NO was detected withimded WT nodules compared
with control nodules (Fig. 2B). To investigate tbentribution of Nap, NirK and Nor
denitrification enzymes in LbNO formation, soybgaants were inoculated withapA
GRPAL, nirKk GRK308 ornorC GRC131 deficient strains and were subjected to
flooding conditions. The EPR spectrum from floodeatC nodules showed that the
LbNO signal was significantly higher than the sigolaserved from flooded WT nodules
(Fig. 1). Similarly, the proportion of LbNO from UVisible spectra ohorC nodules
extract was 2-fold higher than that of WT noduldsew subject to the same conditions
(Fig. 2A). Fluorometric NO detection showed thabrC nodules accumulated
approximately 5 times more NO than WT nodules, whdrjected to flooding (Fig. 2B).
To clarify that the induction of fluorescence obselin WT andhorC nodules was due
to NO, flooded nodules were treated with an NO enger (c-PTIO). In the presence of
c-PTIO, fluorescence was clearly suppressed (MY, idicating that the response was
representative of NO production.

The magnitude of the EPR LbNO signal fromK nodules subjected to flooding
was higher than that observed in WT flooded nod(Fe&g. 1). Similarly, the UV-visible
spectra demonstrated that levels of LbNO were abhdutimes higher in floodedirkK
nodules than in WT nodules (Fig. 2A). In additiapproximately 3 times more nitrite
accumulated in nodules from plants inoculated i nirK mutant and subjected to
flooding compared to those from plants inoculateithwhe WT strain (Fig. 2C).

However, flooding did not induce NO productiomiinK nodules (Fig. 2B).
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Figure 2. (A) LbNO proportion determined from the UV-visibépectra, (B) NO detection using DAF-
FM and expressed as relative fluorescence units JR&hd (C) nitrite accumulation in nodules. Plants
were inoculated with WTB. japonicumUSDA110, napA GRPAL, nirKk GRK308, ornorC GRC131
strains. Nodules were isolated from control plamikite bars) or plants subjected to flooding condi
(grey bars). In (B), flooded nodules were incubatéttt 2 mM of c-PTIO (black bars). Data are means *
SE from three independent experiments assayediby s replicates. DWN, dry weight nodule, FWN,

fresh weight nodule.
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A significant observation was that unlike WirK or norC nodules,napA
nodules consistently failed to give a clear LoNCRES?gnal when subjected to flooding
(Figs. 1 and 2A). Also, floodedapA nodules contained very low levels of nitrite
compared to WT flooded nodules, and control lesgéNO (Figs. 2B and C).

A NR activity [nmol NO, produced min™ (mg protein)?]

Strain Genotype  Control Flooding
USDA110 WT 371 81+8
GRPA1 napA ND 81
GRK308 nirk 25+2 64 +2
GRC131 norC 27+£2 714

B Nir activity [nmol NO, consumed h™ (mg protein)™]
Strain Genotype  Control Flooding
USDA110 WT 708 120+ 11
GRK308 nirK 69+6 69+4

C  Nor activity [nmol NO consumed min™ (mg protein)™]

Strain Genotype  Control  Flooding
USDA110 WT 22+3 372
GRC131 norC 27 %4 385

Table 1. (A) MV-dependent nitrate reductase (NR), (B) nitrieductase (Nir) and (C) nitric oxide
reductase (Nor) activities in bacteroids. Plantgewmoculated with wild type (WTB. japonicum
USDA110,napA GRPAL,nirKk GRK308, ornorC GRC131 strains. Nodules were isolated from control
plants or plants subjected to flooding conditio¥ata are means = SE from three independent
experiments assayed by using three replicates.

Flooding conditions induced about 2-fold bacteabiitrate reductase activity in
WT, nirK and norC nodules (Table 1A). As previously observed by Meaki al
(2007), nitrate reductase activity was not deteatedacteroids produced by tmapA
mutant strain and isolated from control nodulesb(@alA). Bacteroids frormapA
flooded nodules exhibited some nitrate reductaswityc although at a rate 10-fold
lower than in WT bacteroids (Table 1A). Wild-typevéls of nitrite reductase activity
were observed inirK bacteroids from control plants (Table 1B) indicgtihat NirK is
not the only enzyme involved in nitrite reductiam bacteroids. Flooding conditions
induced about 1.7-fold nitrite reductase activithpV/T bacteroids (Table 1B), but not in

84



Capitulo 1

nirK bacteroids suggesting the involvement of NirKha activity induction observed in
WT bacteroids in response to flooding conditionall€ 1B). NO reductase activity was
approximately 1.7-fold higher in WT bacteroids frdfooded nodules compared to
control nodules (Table 1C). Wild-type levels of N€luctase activity were observed in
norC bacteroids from nodules of either control or floogdants (Table 1C). In support
of these findings, similar rates of NO consumptmnboth WT andnorC bacteroids
were observed by Meakgt al. (2006), suggesting that Nor is not solely resgaesior

NO reduction in bacteroids from soybean nodules.

4.2. Nitrogenase expression in soybean nodules irwha by napA, nirK or norC B.
japonicum mutants.

To assess the effect of NO production within fleddodules on the expression
of the nifH gene (which encodes the Fe protein of nitrogenawij transcripts were
analyzed by using quantitative real time-PCR. RNAswsolated from nodules of
soybean plants that were inoculated vBthjaponicumUSDA110,napA GRPAL,nirK
GRK308 ornorC GRC131 strains. As shown in figure rdfH mRNA level decreased
about 5-times in WT nodules from plants subjectefidoding conditions compared to
that from control plants. Similar to that observied WT nodules,nifH expression
decreased about 6-fold morC nodules subjected to flooding comparech¢oC control
nodules (Fig. 3). When WT arorC nodules harvested from flooded plants were treated
with the NO scavenger, c-PTI@ifH expression was enhanced about 3-fold compared
to that observed in the absence of c-PTIO (FiglrBrontrast to WT onorC nodules,
nifH expression was not affected by floodinghapAor nirk nodules (Fig. 3).

The transcriptional level of other nitrogenaseated genes was also assessed in
nodules of soybean plants inoculated wih japonicumUSDA110 and exposed to
flooding conditions. Table 2 shows that, similatty nifH transcripts, levels ohifD
transcripts significantly decreased in WT floodediules. However, in flooded nodules
similar transcription levels ofixA and nifS geneswere observed compared to those

detected in nodules isolated from control plant(& 2).
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Figure 3. Expression ohifH in nodules by quantitative reverse transcripti@RP Plants were inoculated
with WT B. japonicumUSDA110,napAGRPA1,nirKk GRK308, ornorC GRC131 strains. Nodules were
isolated from control plants (white bars) or plasthjected to flooding conditions (grey bars). Eed
nodules were incubated with 2 mM of c-PTIO (blacks). Data are means + SE from three independent

RNA samples assayed by using three replicates.

Gene Description Relative amount of transcript
Control Flooding

nifH  Dinitrogenase reductase protein 1.000 +0.000 0.266 £ 0.080

nifD  Nitrogenase molybdenum-iron protein alpha chain 2.713 +0.023 0.801 + 0.231

fixA  Electron transfer flavoprotein beta chain 0.250 +0.066 0.275 + 0.056

nifS  Nitrogenase metalloclusters biosynthesis protein 0.021 +0.002 0.024 +0.002

Table 2. Expression of ohifH, nifD, fixA andnifS by quantitative reverse transcriptase-PCR in nodules
from plants inoculated witB. japonicumUSDA110. Nodules were isolated from control plamtglants
subjected to flooding conditions. Data are meai®&EHrom three independent RNA samples assayed by
using three replicates.

In addition, we examined the nitrogen-fixing ait{ivof the nodules by analyzing
the acetylene reduction activity (ARA). Since ishaeen previously demonstrated that
the Lb concentration measured fluorimetrically etated with nitrogenase activity
(LaRue and Child, 1979), in this work, nitrogenkfig activity of the nodules was also

analyzed by measuring Lb content in the nodulessi®vn in Table 3, nitrogenase
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activity as well as Lb content decreased aboum2si by flooding in WT andorC

nodules, but not inapAor nirK nodules.

Strain Genotype ARA [nmol C;H, h™ (g FWN)™] Lb content [mg Lb (g FWN)?]
Control Flooding Control Flooding
USDA110 WT 115 aA 65 bB 5.90 bA 3.24 bB
GRPA1 napA 133 aA 112 aA 6.96 aA 5.17 aB
GRK308 nirk 126 aA 124 aA 6.48 abA 5.17 aB
GRC131 norC 138 aA 69 bB 5.57 bA 3.34bB

Table 3. Acetylene reduction activity (ARA) and leghaemogiofLb) content in nodules. Plants were
inoculated with the WT USDA11®apAGRPAL,nirKk GRK308 ornorC GRC131 strains. Nodules were
isolated from control plants or plants subjectefildoding conditions. Values in a column followegl e
same lower-case letter and values in a row followgdthe same capital letter are not significantly
different as determined by the Tukey HSD te$?<0.05 (n=10). FWN, fresh weight nodule.

4.3.nifD expression innirK and norC B.japonicum mutants.

In order to demonstrate the involvement of NO e texpression of genes
responsible for the synthesis of nitrogenase,reskasionallacZ fusion with the promoter
region of thenifD gene (which encodes thesubunit of MoFe protein of nitrogenase)
was used in regulatory studies performed under-liveey conditions. It has been
previously reported that cells ofBa japonicummutant strain with a null mutation in the
nirK, or norC genesaccumulated nitrite, and nitric oxide, respectiyeihen cultured
under nitrate respiring conditions (Velasatoal, 2001, Roblest al, unpublished data
The effect of nitrite and NO on expressionrofD was investigated by analyzing
galactosidase activity in cells of WA. japonicuml042 strain, andirK 0110, anchorC
0410 mutants that contain a chromosomally intedrétanslationahifD"-"lacZ fusion
(Fig. 4A). After aerobic growth, cells of strain4P, 0110 and 0410 showed basal
levels of f-galactosidase activity (Fig. 4A). When cells wareubated under anaerobic
conditions, an increase of about 10-foldsedalactosidase activity was observed in WT
and nirK cells compared with the activity detected in cgliswn in air, respectively
(Fig. 4A). Under nitrate respiring conditiofigalactosidase activity in theorC mutant
strain 0410 was about 3-fold lower than that detdkéh either WT omnirK cells (Fig.
4A). Under our experimental conditions, NO accurtadain norC cells and nitrite in

nirK cells growth medium (Fig. 4B).
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Figure 4. (A) p-galactosidase activity fromm@fD’-"lacZ, translational fusion in WB. japonicuml042,
nirK 0110 andnorC 0410 strains, and (B) nitrite and nitric oxide prodd by WTB. japonicum
USDA110,nirk GRK308 anchorC GRC131 strains. Cells were incubated in YEM mediupptemented
with 10 mM KNG; under aerobic (white bars) or anaerobic (grey)bawaditions. Data are means with

standard error from at least two different cultysessayed in triplicate.

Under free-living denitrifying conditions, MV-depdent nitrate reductase and
nitrite reductase activities were about 10 timeghar compared to those observed under
aerobic conditions (Table 4A and B). 88% and 93%nitfate reductase and nitrite
reductase activities detected in anaerobic grovefls correspond to Nap and NirK
enzymes, respectively. Nitric oxide reductase #gtwas also induced about 5-fold in
cells grown under nitrate respiring conditions canagl to aerobically grown cells and
75% of such activity was due to Nor encodednoyCBQD genes (Table 4C). The

88



Capitulo 1

strong induction of NirK and Nor activities undeznitrifying conditions might explain
the absence of significant levels of nitrite and MCthe growth medium of WT cells
after 4 days incubation.

A NR activity [nmol NO, produced min™ (mg protein)™]

Strain Genotype Aerobic Anaerobic
USDA110 WT 6+1 53+3
GRPAl1 napA 51 61

B Nir activity [nmol NO, consumed h™ (mg protein)™]

Strain Genotype Aerobic Anaerobic
USDA110 WT 126 £+ 24 1671 £225
GRK308 nirK 151 +9 117 £ 12

C  Nor activity [nmol NO consumed min™ (mg protein)™]

Strain Genotype  Aerobic  Anaerobic
USDA110 WT 47 £ 4 257 £ 23
GRC131 norC 43 +6 63+2

Table 4. (A) MV-dependent nitrate reductase (NR), (B) nitrieductase (Nir) and (C) nitric oxide
reductase (Nor) activities in free-living celB. japonicumUSDA110,napAGRPAL,nirk GRK308 and
norC GRC131 strains were incubated in YEM medium suppfeetewith 10 mM KNQ under aerobic or
anaerobic conditions. Data are means + SE frometimdependent experiments assayed by using three
replicates.

5. DISCUSSION

Several studies have reported direct or indireictesnce for the production of NO
in mature nodules (Shimodet al, 2005; Baudouiret al, 2006; Piiet al, 2007).
Recently, Meakiret al. (2007) demonstrated that hypoxic conditions carséncrease
in LbNO formation within soybean nodules. From $itedies above, the question of the
possible role of NO in nodules is raised. A dirigttibition of nitrogenase activity by
NO has been demonstrated in soybean nodules (Bmhéh Rigaud, 1982). It has been
also reported that artificial application of an N@Qonor (SNAP, Snitro-N-
acetylpenicillamine) decreased nitrogen fixatiotivaty in Lotus japonicugShimodaet
al., 2009) andAlnus firmaroot nodules (Sasakued al, 2006). However, the authors did

89



Capitulo 1

not establish the physiological conditions whicbvake the impairment of nitrogenase
activity by NO, as the effect of NO on nitrogenagene expression was not fully
explored. In order to establish the biological valece of NO formation within nodules,
soybean plants were subjected to a physiologicatsttypical for soybean crops, i.e.,
flooding which provokes hypoxic stress caused bytewkgging on the soil
(Bacanamwo & Purcell, 1999; Bailey-Serres & Voese2€08).

A combination of EPR and UV-visible spectroscogias been used in this work
to detect NO bound to Lb in nodules. The EPR sigaalbeen previously established by
incubating purified, dithionite-reduced soybeanhkegmoglobina (Lba) with nitrite
(Meakin et al, 2007) or with an NO donor (Mathiet al, 1998). By using these
approaches we have demonstrated that flooding tonsliincrease the formation of
LbNO complexes in soybean nodules.

Several mechanisms by which NO could be producgdhg plant-rhizobia
interactions have been proposed (Paailgl, 2006). The denitrification pathway is one
candidate since nitrite and NO are intermediatestodte reduction to N In fact, it has
been suggested that nitrate reduction Boyjaponicumbacteroids contributes to the
formation of LbNO complexes in soybean nodulesédsponse to hypoxia (Meakat
al., 2007). In agreement with these findings, heréhewee found that in soybean nodules
where denitrification pathway is disrupted, by ianaing plants with aaapA deficient
mutant, LoNO formation in response to flooding dtinds is abolished. Furthermore,
we have also demonstrated that nitrite producedNag, which accumulates inirk
nodules, as well as NO produced by NirK, which fation increases inorC nodules,
are mainly responsible for the increase of LbNO pglexes in soybean nodules in
response to flooding. In contrast to our observatiat has been recently suggested that
denitrification pathway is not involved in NO pradion in M. truncatula-
Sinorhizobium melilotsimbiosis (Baudouiret al, 2006). Therefore, it may be possible
that bacterial denitrification plays a role in N@guction within nodules when roots are
subjected to specific physiological conditions sastflooding stress.

The presence of basal levels of LbNO detected Wyvidible spectroscopy as
well as free NO imapA flooded nodules suggests the involvement of osioeirces of
NO, independent of the denitrification pathway, $bly arising from the action of plant
enzymes such as nitrate reductase or NOS. NO&&diteeity in lupine nodules has been

reported by Cuetet al (1996), and recent studies have suggested th& ¢tDtributes
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to NO production inM. truncatulanodules (Baudouiet al, 2006), but whether a plant
NOS is present and functional in soybean nodulasksiown.

The involvement of Nap, NirK and Nor enzymes i\ formation in soybean
nodules in response to flooding conditions has bé&sn investigated by analyzing MV-
dependent nitrate, nitrite and nitric oxide redsetactivities in bacteroids from nodules
of plants inoculated with the WB. japonicumstrain, USDA110 anchapA GRPAL,
nirK GRK308 or norC GRC131 mutant strains. Levels of MV-dependentatatr
reductase activity in bacteroids Bf japonicumcells lacking the functionalapA gene
demonstrated that 100% and 90% of activity deteict& T bacteroids from control and
flooded nodules, respectively, was dueBtojaponicumperiplasmic nitrate reductase
(Nap) enzyme. However, the presence of WT levelsitote reductase activity inirk
bacteroids from control plants suggests that amotlag exists by which nitrite may be
reduced in bacteroids in the absence of NirKBInaponicum the published genome
sequence (Kaneket al, 2002) reveals the presence aifidB gene, which may encode
an assimilatory nitrite reductase that reducegeaiio ammonium (Lin & Stewart, 1998).
However, whether this enzyme is activeninK bacteroids has yet to be addressed. In
bacteroids from flooded nodules, 58% of nitriteugtdse activity corresponded to NirK
suggesting that this enzyme may be responsibléhtonitrite accumulation and LbNO
formation observed in floodewnirK nodules. Although no differences of NO reductase
activity were observed betweamrC and WT bacteroids from flooded nodules, a
significant increase in NO formation was observecharC nodules compared to WT
nodules indicating that NorC is involved in NO retlan in nodules under flooding
stress conditions.

SincenifH expression decreased in nodules where NO produetas induced,
and this situation occurred in WT amibrC flooded nodules, we propose that NO
produced through denitrification is involved in tdecrease ohifH expression under
flooding conditions. Supporting this hypothesis,dule treatment with the NO
scavenger, c-PTIO, prevented such decrease. Siftrite nvas also proposed as an
inhibitor of nitrogenase activity (Trinchant & Riga, 1982), it was interesting to
analyzenifH transcription in floodedirK nodules. Although a significant increase of
nitrite and LbNO complexes were detectednirK flooded nodules compared to WT
nodules,nifH transcription was not affected. This result rubes nitrite as a possible
inhibitor of nifH gene expression. ImapA or nirK flooded nodules, where NO

production from denitrification is blocked)ifH expression was unaffected. These
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observations strongly support the hypothesis th& pNroduced, under flooding
conditions, by NirK is involved in the decreasendH expression.

Because NO is cytotoxic, its accumulation by loE&NO reductase activity is a
lethal event in denitrifiers (for reviews see Zuntft®97; van Spanningt al, 2005;
2007). In order to establish whether or not NO &ftennifH expression in nodules is a
general effect in gene regulation, we analyzed esgon in nodules of other genes
required for nitrogen fixation such a€D, encoding ther-subunit of MoFe protein of
nitrogenasefixA, encoding agchain of an electron transfer flavoprotein, amésS
encoding a protein involved in biosynthesis of theetal-containing centres in
nitrogenase. SincBxA andnifS expression were not affected in flooded WT nodules
where NO production was induced, we rule out thssiility that NO has a general
toxic effect in gene regulation in nodules.

Flooding induced levels of LbONO complexesnimK nodules compared to WT
nodules. However, this stress did not affect ngragse activity innirK nodules
compared to WT nodules where nitrogenase activigs vgignificantly decreased.
Although LbNO formation was significantly enhancky flooding in norC nodules,
when compared with WT nodules, nitrogenase actiratgs were very similar in both
WT andnorC flooded nodules. These observations lead us tgestghat increase of
LbNO complexes in nodules does not impair nitrofipeation. We propose an additional
role for Lb in root nodules by scavenging NO formedher directly during
denitrification by the action of NirK or indirectlyia non-enzymatic reduction of
accumulated nitrite within the reducing environmeit the nodule and protecting
nitrogenase activity. In support of our hypothegibas been proposed that the presence
of large amounts of Lb in root nodules where onlgni@aimum proportion is bound to
oxygen and which has a high affinity for NO can astan NO scavenger modulating
NO bioactivity (Herold & Puppo, 2005). This may @lse a function of non-symbiotic
heamoglobins since it has been very recently shthwat overexpression of class 1 non-
symbiotic plant hemoglobins enhances symbioticogin fixation activity by removing
NO as an inhibitor of nitrogenase (Shimaetaal, 2009). Under denitrifying free-living
conditions NirK and Nor enzymes are highly activel anay function to detoxify nitrite
and nitric oxide respectively, sinaarK and norC mutant strains are defective in
anaerobic growth as previously shown by Velastal (2001) and Mesat al (2002).
However, under symbiotic conditions bacteroidalit@itreductase and NO reductase
activities are about 14-, and 7-times, respectiMelyer than those detected under free-
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living anaerobic conditions. These observationsvallis to propose that in nodules, it is
Lb, and not the NirK or Nor enzymes that acts &srtfain system for detoxifying NO
produced by bacteroidal denitrification in respotts#ooding conditions.

The involvement of NO produced by NirK in expressof nitrogenase genes has
also been confirmed under free-living conditionsamalyzing5-galactosidase activity
of a nifD"-"lacZ translational fusion. After incubation under amdéc conditions,
expression ohifD was decreased inrerC mutant that accumulated NO in the medium.
However, nitrite accumulation inirkK growth medium did not affectifD expression.
These observations strongly support the resultsdaunder symbiotic conditions where,
in WT andnorC flooded nodules, induction of NO formation corteth well with a
decrease imifH expression. In contrast to symbiotic conditions] Wee-living cells
grown under anaerobic conditions did not accumuld@ and consequentiyifD
expression was unaffected. The different NO redgctctivity rates found in both.
japonicumfree-living and symbiotic WT cells, might explatine discrepancy found in
NO accumulation and nitrogenase expression in Bojfaponicumforms in response to
low oxygen conditions. Our observations in freergsconditions confirmed the results
found under symbiotic conditions and allow us togmse that NO produced by NirK is
a potential inhibitor of nitrogenase gene exprassidowever, the mechanism of such
inhibition is still unknown. NO is supposed to beatent inhibitor of the @sensor,
FixL, which is a component of the FixLJ-FixKkegulatory cascade which controls
nitrogen fixation (Fischer, 1994; Gilles-Gonzaletzal, 1994; Winkleret al, 1996).
Alternatively, it is also possible that NO reactsedtly with the nitrogen fixation
regulatory protein NifA (Fischer, 1994) inactivagithe protein in a similar way as it has
been demonstrated for the,-@sponsive regulator FNR i&scherichia coli(Cruz-
Ramoset al, 2002; Pullaret al, 2008). Since NifA is the direct trancriptionaitiaator
of nitrogen fixation genes, a possible effect of M@ the regulation of the nitrogen
fixation genes via this activator would result invadespread effect on the transcription
of all targets of NifA. Surprisingly, our resulti@v that transcription of two of these
targets,fixA andnifS, is not affected by the presence of NO in hypd#€ nodules.
Recently, Mesaet al (2008) have suggested that the HRixkegulon contains a
substantial number of negatively controlled genasst of which belong to the group of
genes activated by the NifA protein. In those stadnifD and nifH genes belong to
these group of genes but niatA and nifS genes (Mesa&t al, 2008). The authors

propose that a decrease in the oxygen concentratiamermediate levels induces the
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FixLJ-FixK, cascade, and consequently FixKut still represses some NifA-dependent
genes via FixK When the oxygen concentration drops further,scelhy accumulate
higher levels of the active NifA protein, which wdwradually override the transient
repression by FixK If NifA protein is inactivated by the presence MO in hypoxic
nodules, the repression will not be overcome. ThEhanism involved in the down-

regulation of nitrogenase genes by NO is the faddsture investigations.

6. MATERIALS AND METHODS

6.1. Bacterial strains and growth conditions.

B. japonicumUSDA110 (US Department of Agriculture, Beltsvill®lD), and
napA GRPA1 (Delgadcet al, 2003),nirKk GRK308 (Velascaet al, 2001), andhorC
GRC131 (Meseet al, 2002) mutant derivative strains were used irs ttudy. To
monitor nifD expression in free-living cells, plasmid pRJ104ZUfia et al, 1987),
containing a nifD"-"lacZ translational fusion, was integrated by homologous
recombination into the chromosomeBfjaponicumUJSDA110, GRK308 and GRC131,
resulting in strains 1042, 0110, and 0410, respelgti Integration of the fusion plasmid
into the chromosome was tested by hybridizatiomfopaed with digoxigenin-dUTP-
labelledlacZ DNA as a probe. The chemiluminescence method wphkedpto detect
hybridization bands. Bjaponicumstrains were routinely grown in peptone-salts-yeas
extract (PSY) medium (Regensburger & Hennecke, 18838 °C. For determination of
[-Galactosidase activity and nitrite and NO accunntain free-living conditions, cells
were grown aerobically or anaerobically for 72 h3at°C in yeast extract—-mannitol
(YEM) medium (Vincent, 1974) supplemented with 1MKNO3. Anaerobic growth
was performed in completely filled, rubber-stoppeserum bottles. Initial Ofgo of the
cultures was about 0.3. Antibiotics were added tdtuces at the following
concentrations (ng M): chloramphenicol, 15; tetracycline, 100; speatiyoin, 200;
streptomycin, 200; kanamicyn, 200.

6.2. Plant growth conditions.
SoybeanGlycine max.. Merr., cv. Williams) seeds were surface-steeitl with
96% ethanol (v/v) for 30 s, immersed in®3 (15 %, v/v) for 8 min, then washed with

sterile water and germinated in darkness at 28S¥lected seedlings were planted in

94



Capitulo 1

autoclaved pots filled with a sand-vermiculite me (1:1). Plants (four per pot) were
inoculated at sowing with 1 ml of a single bactestaain (1§ cells mI*) and grown in a
controlled environmental chamber under conditiorsvipusly described (Delgadet
al., 1998). Plants were watered four times a weekyratively with water and with a
nitrogen-free mineral solution (Rigaud & Puppo, 3P7 In order to induce
denitrification activity, after growth for 15 dayplants were provided with the same
mineral solution supplemented with 4 mM KRGt has previously been demonstrated
that treatment of plants with 4 mM KNQesults in denitrification activity, and it does
not inhibit nodule formation or nitrogenase activiMesaet al, 2004, Meakiret al,
2007). After growth for 28 days, a set of plantswabjected to flooding by submerging
pots to 1 cm above soil level in a quarter-strengtheral solution. The solution level
was maintained by daily additions of solution, whias added gently to avoid aeration.
Non-flooded treatments (control plants) received tfuarter-strength mineral solution
four times a week. Nodules were harvested from 84ald plants and were frozen into
liquid nitrogen and stored at -80 °C, except thoseules to be used for enzyme

activities and NO determination.

6.3. Bacteriod isolation.

Bacteroids were prepared as previously describesdet al, 2004). In brief,
1.5 g of fresh nodules was ground in 7.5 ml Trislif&H 7.5) supplemented with 250
mM mannitol. The homogenate was filtered throughbr ftayers of cheesecloth and
centrifuged at 25@ at 4 °C for 5 min to remove nodule debris. Thelte®) supernatant
was recentrifuged at 12 0@Oat 4 °C for 10 min to pellet the bacteroids. Thetbroids
were washed twice with 50 mM Tris/HCI (pH 7.5) areduspended in a final volume of
2.5 ml.

6.4. Analytical methods.

For determination of methyl-viologen (MV)-dependenitrate and nitrite
reductase activities, aliquots of bacteroid or Hreg cells preparations (0.2-0.4 mg
protein) were added to a reaction mixture (KINOD mM; or NaNQ@, 200uM; MV, 200
UM; phosphate buffer pH 7.5, 10 mM) and the reactstarted with the addition of
sodium dithionite. The reactions were run at 3G®CL5 min and stopped through the
oxidation of the sodium dithionite by vortexing. i@mls were run in parallel, but in
these reactions, the sodium dithionite was oxidiaethe start of the reaction. Nitrite
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was estimated after diazotation by adding the sil#fnide/naphthylethylene diamine
dyhydrochloride reagent (NNEDA) (Nicholas & Nas@857).

For determination of NO redutase activity in bamigs and free-living cells a
kinetic MV-dependent assay was used. For eaclyaasa ml cuvette was filled with
2.5 ml of 10 mM phosphate buffer (pH 7.5), J@bacteroid preparation or cell solution
(0.2-0.4 mg protein), and 38 100mM MYV solution, sealed with a mini suba seadd
made anaerobic by sparging with oxygen-free nitnogas for 10 minutes. A 100 mM
sodium dithionite solution was freshly made andgpd before its addition with a gas-
tight Hamilton syringe to the cuvette. Enough sadidithionite was added to turn the
solution blue, with an absorbance of approximatddly at 600 nm in the
spectrophotometer (Aminco DW-2000 or Hitachi U-3B8XDnce a steady base-line was
observed, 10Qul of a saturated NO solution was added to the t¢eviet begin the
reaction. Each assay was run until the absorbaadedropped to zero, that is, when all
MV was oxidised.

S-galactosidase activities were determined with gatoilized cells from at least
three independently grown cultures as previousscdeed (Miller, 1972).

The protein concentration of bacteroids and fireied cells solutions was
estimated by using the Bio-Rad assay, with a standairve of varying BSA
concentrations.

Leghemoglobin content was measured by fluorimasrgescribed by LaRue and
Child (1978). 0.3 g of nodules were grounded in 6 lbh extraction buffer
(NagHPQOy-2H,0 40 mM (pH 7.4); NakPOy-H,O 10 mM (pH 7.4); KFe(CN) 0.02%;
NaHCG; 0.1%) suplemented with 0.1 g PVPP. The homogewate centrifugated at
120009 at 4 °C for 20 min to retain the supernatant. 50fidlear supernate and 3 ml
saturated oxalic acid were added to screw-cappeestwhich were sealed and heated
for 30 min at 120 °C in an autoclave, then cootetbbm temperature. The fluorescence
of the solutions was measured with a Shimazu spglettofluorometer equipped with a
mercury-xenon lamp and a RF-549 red-sensitive pholiiplier. The excitation
wavelength was 405 nm and the emission monochronsatiing was 650 nm. The
difference in fluorescence between heated and wethesamples was proportional to
heme protein concentration.

Acetylene-dependent ethylene production was adsaye fresh detached
nodules. A Hewlett-Packard model 5890 gas chrommafiy (Agilent Technologies,
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S.L., Madrid, Spain) equipped with a flame ioniaatidetector was operated with a
Molecular Sieve 5A (60-80 mesh) column (180x0.32 €Auilent Technologies, S.L.,
Madrid, Spain). M at 60 ml mif* served as a carrier gas. Oven, injector and daetect
temperature were 60, 90 and 110 °C, respectivalguis (20-30) were placed in 17-ml
tubes, filled with 10% acetylene, and sampled (BlSample) for ethylene after 10 and
20 min. Concentration of ethylene in each sample egdculated from standards of pure
ethylene.

For determination of nitrite in nodules, 0.5 gnoidules was homogenized with 2
ml 1 M zinc acetate and centrifuged at 12@0&t 4 °C for 5 min. For the determination
of nitrite in free-living cultures, 1 ml samplestbie cultures were centrifuged at 8a§0
for 3 min to remove the cells. The resultant suptmts from the nodule extracts or
from the cells cultures were mixed with 1 vol. ¥@ce-cold ethanol and centrifuged
for a further 5 min. The nitrite concentration bétfinal supernatant was determined as
described above.

NO production in free-living cells was measuredpammetrically using a NO
electrode (Apollo 4000, World Precision Instrumenis., USA) comprising a water-
jacketed (30 °C) chamber, stirred magnetically. Wrembrane covered electrode was
situated at the bottom of the chamber above theesistiFor experimental assays, the
chamber was filled with 2 ml of YEM, to which 1@0of a concentrated cell suspension
(3 mg mi* protein) were added. After the cells had consuthedbxygen present in the
chamber by adding 9@ of sodium succinate 1 M, 30 of NaNG, 100 mM were added

with a Hamilton syringe and the NO production waalgsed.

6.5. Detection of NO in nodules.

A stock solution of DAF-FM (Invitrogen) (7 mM inirdethylsulfoxide) was
diluted 1000-fold in water before use. Fresh noslwere incubated with the diluted
DAF-FM solution for 1 h in the dark at 25 °C. Aft@éncubation, fluorometric
measurements of the solution were performed in uardimeter (QM200, Photon
Technology International) with 495 nm excitatiordail5 nm emission wavelength (2
nm band width).
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6.6. Treatment of nodules with a NO scavenger.

Fresh nodules were incubated with distilled watentaining 2 mM c-PTIO
(carboxy2-phenyl-4,4,5,5-tetramethyl-imidazoline-1-oxyl-8ide, Invitrogen) for 30
min (detection of NO) or for 3 h (transcript leVeils the dark at 25 °C.

6.7. Whole nodule EPR spectroscopy

Whole nodule EPR spectroscopy was performed eagnas described by
Meakin et al. (2007). Intact, frozen root nodules (between 28 2.8 mm in diameter)
were transferred individually to 12 cm quartz ERRes with 3 mm internal diameter,
under liquid nitrogen. Each sample contained d tmtanass of 160 + 10 mg. Nodules
were closely packed and filled the tube to a degtka. 30 mm. A 10 cm length of
ethylene-tetrafluoroethylene tubing (GE Healthcangds inserted into the tube and
secured to allow liquid gas boil-off, but preventdale movement during sample
loading and measurement. In the absence of nodubgher the tubes nor tubing gave
rise to any EPR signal. EPR spectra were recordgidgua Bruker ER200D
spectrometer, fitted with a dual mode cavity (t§4116DM), which was interfaced to
an ELEXSYS control system (Bruker Analytische Mesbkhik GmBH) and equipped
with a variable temperature liquid helium flow csyat (Oxford Instruments, UK).
Spectra were recorded at 41 + 1 K. Microwave fregyevas 9.683 GHz (X-band) with
2 mW power applied. Spectra are the average oé thrans with modulation amplitude,
0.3 mT (3 Gauss) and signal gain, 2.83 % 10

6.8. UV-visible spectroscopy.

For the quantification of the percentage of Lbrhmbio NO within nodules, Lb
extracts were prepared from nodules by homogen8i8gg of nodules with 4 ml Lb
extraction buffer and centrifuging at 1209@t 4 °C for 20 min to retain the supernatant.
Absorption spectra from 300-700 nm at 2D were recorded from 1 ml reduced and
nitrosylated nodule extracts using a Hitachi U-33ectrophotometer linked to a
circulating BC-10 water bath (Fisher Scientific)ogorption measurements were taken
from the spectra to allow quantification of the atzat LbNO following the protocol
previously described by Meaket al (2007).
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6.9. Transcript levels.

Total RNA was isolated from nodules using the Réyglant Mini Kit (Qiagen),
treated with DNasel Amplification Grade (Invitrogeand reverse transcribed using
SuperScript Il Reverse Transcriptase (InvitrogeRdr each RNA sample, control
experiments in which the reverse transcriptase wtep omitted were done to confirm
the absence of any residual DNA. Quantitative RRR@as performed in a iQ5 Real-
Time PCR Detection System (Bio-Rad) using Platinmeg DNA Polymerase, SYBR
Green | Nucleic Acid Gel Stain and the 10 mM dNT& @nvitrogen) and pecific
primers for genes expressed in bacteroids (seelesuppted table S1). The PCR
program consisted of an initial denaturation and @ativation step of 3 min at 95 °C,
followed by 40 cycles of 15 s at 95 °C, 45 s aP60and 45 s at 72 °C. All reactions
were set up in triplicate. The generation of spedfCR products was confirmed by
melting curve analysis. The mRNA levels were noineal againsgapAgene (Yanget
al., 2006). Values of treated nodules were expressatlve to those of control nodules
using the 2““* method (Livak & Schmittgen, 2001).
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9. SUPPLEMENTAL MATERIAL

9.1. Supplemental table S1.

Table S1. Primers used for quantification of transcripts from bacteroids

Gene
gapA
nifH
nifD
nifS

fixA

Forward

Reverse

GACCAGACCAAGGTGCAGAAC AAGCCCCACTCGTTGTCGTA

CGGCAGACCGACAAGGAA
ACCATACGATGTTGCGATCA
ATTTCCCGTGAAGTGTCTGG

GGCGAAATTACCGTGCTTAC

ATCAGTTGAGTGCCAAGCTTCTT

CCCGTAGTCCCATCTCTTCA

ACTTTACCAATGGCCTGCAC

GCGATCAGCACCATAAGTCA
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1. RESUMEN

El proceso de desnitrificacion realizado por lostbaides deéBradyrhizobium
japonicumcontribuye a la produccion de oxido nitrico (NQ) eodulos de soja en
respuesta a encharcamiento. Sin embargo, toda\da conoce la relevancia fisiologica
de la produccién de NO via desnitrificacion enitalbsosisB. japonicuraGlycine max
En este trabajo, se ha estudiado la implicaciéraddesnitrificacion en la fijacién
simbidtica de dinitrégeno (@) en respuesta a condiciones de encharcamientoamied
la inoculacion de plantas de soja con cepa8.d@ponicumque tienen mutados los
genesnirK o norC, que codifican la enzima nitrito reductasa de o o la 6xido
nitrico reductasa de tipo c, respectivamente. DeEsple 7 dias de encharcamiento se
observo un descenso del numero de nodulos (NN)Iyes seco de los ndédulos
(NDW) de las plantas, y este efecto fue mas praadncen aquéllas inoculadas con la
cepa mutanteorC. Por el contrario, después de 14 dias de enchamtimse observo
un incremento del NN de las plantas inoculadaslz@epa parental y la mutamerC,
pero no en aquéllas inoculadas con la mutamie. Sin embargo, el NDW no se afectd
tras 14 dias de encharcamiento, independientem#atda cepa utilizada en la
inoculacion. El encharcamiento afectd en gran nseditl funcionamiento de los
nédulos, ya que, al cabo de 7 y 14 dias de enah@&uto, se observé un descenso
significativo del contenido de leghemoglobina (L##¢ los nodulos derivados de
cualquiera de las cepas utilizadas en este estadiGgomparacion con los ndédulos
control. Sin embargo, este efecto fue mayor en loddderivados de las plantas
inoculadas con la cepa parental o la mutareC, que en los derivados de plantas
inoculadas con la mutanterK. La fijacion de N se estimé mediante el andlisis del
contenido del nitrégeno derivado de la fijacion libtica (FN) en los tallos de las
plantas, a través del método de dilucién ‘Al Por medio de esta aproximacion, se
observé que el efecto negativo provocado por 14 d@ encharcamiento sobre la
fijacion de N fue mayor en las plantas inoculadas con la mutaor€. Estos
resultados permiten demostrar la significacionof&lica de la hipotesis propuesta
previamente, en la que se sugeria que el NO prdolupdr la enzima nitrito reductasa
de tipo Cu, en nédulos de soja, tiene un efectathagsobre la expresion de los genes

de la nitrogenasa.
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2. ABSTRACT

Denitrification by Bradyrhizobium japonicunbacteroids contributes to nitric
oxide (NO) production within soybean nodules inpasse to flooding conditions.
However, the physiological relevance of NO productiby denitrification inB.
japonicum-Glycine magymbiosis is still unclear. In this work, we haasablished the
involvement of denitrification in symbiotic nitrogefixation in response to flooding
conditions by inoculating soybean plants whjaponicumstrains lacking thairkK or
norC genes which encode the Cu-containing nitrite resthecand the-type nitric oxide
reductase denitrification enzymes, respectivelyda¥s flooding decreased nodule
number (NN) and nodule dry weight (NDW) of plardsegd this effect was more relevant
in plants inoculated with theorC mutant. By contrary, 14 days flooding increased NN
of plants inoculated with the WT amarC strains, but not of plants inoculated with the
nirK mutant. However, NDW was not affected by 14 ddgeding regardless of the
strain used for inoculation. Nodule functioning v&iongly affected by flooding since
leghemoglobin (Lb) content of the nodules induced dny of the strains was
significantly decreased after 7 or 14 days floodingpared to control plants. However,
this effect was more relevant in nodules of plantsculated with the WT onorC
mutant than in those inoculated with thieK mutant. Nitrogen fixation was estimated
by analyzing nitrogen content in shoots derivednfrimiological nitrogen-fixation (FN)
using the™N isotope dilution technique. By using this apptoage have observed that
the negative effect of 14 days flooding on nitrode@ation was more pronounced in
plants inoculated with theorC mutant. However, nitrogen fixation of plants intatad
with nirkK showed the highest tolerance to 14 days floodiigse findings allowed us
to demonstrate the physiological significance ef plneviously proposed hypothesis that
NO formed by Cu-containing nitrite reductase in Is#gn nodules, in response to
flooding, has a negative effect on expression wbgenase.
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3. INTRODUCTION

Denitrification is the biological process by whiblacteria reduce sequentially
nitrate (NQ") or nitrite (NQ") to dinitrogen (N) when oxygen concentration is
limiting. Nitrate is reduced to nitrite by eithem@mbrane-bound (Nar) or a periplasmic
nitrate reductase (Nap), and nitrite reductaseN{iCor cd;Nir) catalyse the reduction
of nitrite to nitric oxide (NO). NO is further reded to nitrous oxide (}D) by nitric
oxide reductases (cNor, gNor or glor) and, finally, NO is converted to Nby the
nitrous oxide reductase enzyme (Nos). The respyagtectron transfer from reducing
equivalents to N-oxides is coupled to proton tracation and energy conservation,
which permits cell growth under oxygen-limited cdiwhs. Although the
denitrification process is initiated by respiratarigrate reduction, this reaction is not
unique to denitrification since it also occurs mraonification and assimilatory nitrate
reduction. Thus it is considered that the definnegction in denitrification is the
reduction of nitrite to the first gaseous internaelj NO. Comprehensive reviews
covering the physiology, biochemistry and molecuanetics of denitrification have
been published elsewhere (van Spaneingl, 2005 and 2007; Zumét al, 1997).

Bradyrhizobium japonicupthe microsymbiont of soybeaGlfcine may, elicits
formation of root nodules where, in additon to tittogenase complex the synthesis of
the denitrification enzymes is induced (for a revisee Delgadet al, 2007). InB.
japonicum denitrification depends on theapEDABC (Delgadoet al, 2003), nirK
(Velascoet al, 2001),norCBQD (Mesaet al, 2002) anchosRZDYFK (Velascoet al,
2004) gene clusters encoding nitrate-, nitritetrjaidbxide- and nitrous oxide-reductases,
respectively. Expression &. japonicumnirK, norC andnosZdenitrification genes in
soybean root nodules has been reportedirbgitu histochemical detection of-
galactosidase activity due to transcriptional fasioof the nirK, norC and nosZ
promoter regions to the reporter gelaeZ (Mesaet al, 2004). Similarly, isolated
bacteroids also expressed thgkHacZ, P.c-lacZ and RoszlacZ fusions (Mesat al,
2004). Levels off-galactosidase activity were similar in both bamigs and nodule
sections from plants that were solely-éependent or grown in the presence of 4 mM
KNOg3, which suggest that oxygen, and not nitrate, i mhain factor controlling
espression of denitrification genes in soybean lesd{Meseet al, 2004).

The symbiotic phenotype @&. japonicumstrains carrying a mutation in either

the nirK, norC, or nosZstructural genes has also been reported (Mesd, 2004). In
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plants not amended with nitratajirK or norC mutants showed a wild-type (WT)
phenotype with regard to nodule number and nodafewekight as well as plant dry
weight and nitrogen content. In the presence oatat plants inoculated with either a
nirk or anorC mutant strain showed less nodule dry weight, amett plant dry weight
and nitrogen content relative to those plants itaded with the WT or aosZmutant.
Nodulation kinetics analyses confirmed that mutawd either thenirK or norC genes
confers orB. japonicuma reduced ability for nodulation in soybean plagiswvn with
nitrate (Mesa et al., 2004). However, nodules farig the parental and mutant strains
exhibited similar nitrogenase activities. Theseultssallowed Mesat al (2004) to
suggest that denitrification enzymes play a rolenadule formation rather than in
nodule function.

The critical balance between oxygen input and eomgion within the nodule
may easily be disturbed in the natural enviromérthe symbiosis by flooding. In fact,
N,-fixing legume-rhizobia symbioses are normally adeéy affected by flooding or by
long-term exposure to artificially-lowered rhizog€egpQ (Bacanmwo & Purcell, 1999;
Witty et al, 1986). The poor performance of nodulated legumeder flooded
conditions has been attributed mainly to a reduactio the supply of oxygen to the
nodules (Arrese-lgoet al, 1993; Bacanamwo & Purcell, 1999; James & Craskfor
1998; Minchin & Summerfield, 1976).

Recently, it has been shown that hypoxia (Meadiral, 2007) or flooding
conditions (Sancheet al, unpublished datainduce NO production in soybean nodules
and it is bacteroidal denitrification the main smupf NO under these conditions. It has
also been demonstrated that NO produceB.ggponicumNirK in response to flooding
conditions affects nitrogenase genes expressionc(®a et al, unpublished data
However, the physiological relevance of NO produttby denitrification in nodules in
response to flooding is still unclear. In this wokke have analyzed the symbiotic
phenotype, under flooding conditions, ofBa japonicum nirK mutant, where NO
production from denitrification is blocked, and @horC mutant, which accumulates

NO produced through denitrification.
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4. RESULTS

4.1. Plant growth.

Table 1 shows shoot dry weight (SDW) and shoaititgiSH) of soybean plants
that were inoculated or not with the wild-type (WH.)japonicumUSDA110 strain, and
nirK GRK308 ornorC GRC131 mutant strains, and were subjected or qwottiol) to
flooding conditions. Before flooding treatment (8yd) and after 7 days treatment, no
significant differences were observed in SDW andaatbng plants (Table 1). After 14
days flooding, SDW of plants inoculated with eittiee WT or any of the denitrification
mutants decreased significantly, around 20%, coetptr control plants. However, this
effect was not observed in uninoculated plants I@ap. No significant differences in
SDW were observed after 14 days flooding amongtplaroculated with any of the
strains, however, SDW of control uninoculated amés significantly lower compared
to plants inoculated with either the WT, and theX or thenorC mutant strains. After
14 days, flooded plants inoculated with tiek mutant showed higher SH than those
inoculated with the WT anorC mutant (Table 1).

Strain Flood Days of treatment
treatment
0 7 14
SDW SH SDW SH SDW SH

(g plant-t) (cm plant ) (g plant-t) (cm plant ) (g plant 1) (cm plant 1)

USDA110 Control 0.366 19.8 0.876 22.7 1.626 aA 24.9 aA
Flooded — — 0.924 22.7 1.204 bA 25.8 aB
GRK308 Control 0.355 20.2 0.863 23.0 1.621 aA 24.4 bA
Flooded — — 0.948 22.9 1.347 bA 32.5aA
GRC131 Control 0.313 194 0.910 23.1 1.620 aA 25.0 aA
Flooded — — 0.943 23.2 1.336 bA 27.2 aB
Uninoculated Control 0.344 20.4 0.841 22.7 1.242 aB 25.3 aA
Flooded — — 0.926 23.1 1.199 aB 26.3aB

Table 1 Shoot dry weight (SDW) and shoot height (SH) ninoculated plants and plants inoculated
with the wild-typeB. japonicumUSDA110, andnirK GRK308 ornorC GRC131 mutant derivatives.
Plants were subjected or not (control) to floodiogditions for 7 and 14 days. Values in a columtinimi
the same strain followed by the same lower-cager|etnd values in a column within the same flood
treatment followed by the same capital letter, roe significantly different as determined by theké&y
HSD test aP<0.05 (n=10).
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4.2. Nodulation.

The effect of flooding and inoculation with th& japonicumnirK or norC
denitrification mutants on nodule number (NN) (FigdA) and on nodule dry weight
(mg, NDW) (Figure 1B) per plant was also assesedom® flooding (0O days), NN of
plants inoculated with either tlmrK or thenorC mutant strains was significantly lower
compared to those inoculated with the WT (Figure QAays). However, no significant
differences were observed in NDW among plants itaded with any of the strains
(Figure 1B, 0 days). After 7 days flooding, NN mdaint decreased approximately 30%
in plants inoculated with the WT oirK strain, and 40% in those inoculated with the
norC strain compared to control plants (Figure 1A, ysjaSimilarly, a higher decrease
(56%) of NDW per plant was observed in 7 days fembgblants inoculated with the
norC mutant compared to those plants inoculated wihWAT or nirkK strains where
NDW per plant decreased about 44% (Figure 1B, &)Xa&fter 14 days flooding, an
induction of NN per plant (36%) was observed impdainoculated with either the WT
or norC strains. However no significant differences webseyved in NN among control
and flooded plants inoculated with theK strain (Figure 1A, 14 days). By contrast to
NN, no significant differences were observed in NCAmMong control and flooded
plants inoculated with any of the strain used is #tudy (Figure 1B, 14 days).

Table 2 shows the ratio between NDW and NN pentpl@his parameter is
indicative of the individual nodule dry weight (nmeer nodule). Before flooding, the
individual weight of nodules produced by plantscanlated with thenirK strain was
significantly higher than that of nodules from gkmoculated with the WT amorC
strains (Table 2, 0 days). 7 days flooding decr@aseund 22%, 18% and 17% nodule
growth in plants inoculated with either the WilifK or norC strains, respectively,
compared to control plants. After 14 days floodingly a slight decrease (14%) of
nodule weight was observed mirK nodules compared to control nodules. However, a
significantly higher decrease of about 37% and 4486 observed in WT andorC
nodules, respectively, after 14 days flooding comagao control plants. These results
suggest that 14 days flooding had a stronger effiactWT andnorC nodule growth
compare tonirK nodules.
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Figure 1. (A) Nodule number (NN) and (B) nodule dry weight (W) of plants inoculated with the wild-
typeB. japonicumUSDA110, anchirK GRK308 omorC GRC131 mutant strains. Nodules were isolated
from control plants (white bars) or plants subjddie flooding conditions for 7 and 14 days (greysha

In individual graphs, bars within the same stragrked with the same lower-case letter, and batsinwit
the same flood treatment followed by the same ahlgtter, are not significantly different as detéred

by the Tukey HSD test &<0.05 (n=10).
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Strain Flood treatment ~ Dry weight per nodule (mg nodule™)

Days of treatment

0 7 14
USDA110 Control 0.49B 1.60 aB 2.60 aA
Flooded — 1.24 bB 1.65 bB
GRK308 Control 0.85A 2.22 aA 2.81 aA
Flooded — 1.81 bA 2.38 bA
GRC131 Control 0.55B 1.74 aB 2.75 aA
Flooded — 1.44 bB 1.62 bB

Table 2. Dry weight per nodule (ratio between nodule dryghei(NDW) and nodule number (NN) per
plant). Plants were inoculated with the wild-tyBe japonicumUSDA110, andhirK GRK308 ornorC
GRC131 mutant strains. Nodules were isolated fromtplaubjected or not (control) to flooding flooding
conditions for 7 and 14 days. Values in a columthiwithe same strain followed by the same loweecas
letter, and values in a column within the samedlteatment followed by the same capital letteg, rat
significantly different as determined by the Tuké$D test aP<0.05 (n=10).

4.3. Leghaemoglobin content.

Nitrogen-fixing activity of nodules was examiney &nalyzing leghaemoglobin
(Lb) content. Leghaemoglobin concentration measufledrometrically shows a
correlation with nitrogenase activity accordingltaRue & Child (1978). In control
plants, norC nodules showed a decrease in Lb content compardtiose nodules
produced by the WT onirK strains (Table 3, 0, 7 and 14 days). 7 days flogpdi
decreased approximately 48%, 37% and 58% the Lienbmf nodules from plants
inoculated with the WTnirK or norC strains, respectively compared to control plants
(Table 3, 7 days). After 14 days flooding, abou%4426% and 44% decrease of Lb
content was observed in WiliyK or norC nodules compared to control nodules (Table
3, 14 days).
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Strain Flood treatment Lb content [mg Lb (g FWN)1]

Days of treatment

0 7 14
USDA110 Control 2.96 A 5.14 aA 7.09 aA
Flooded — 2.66 bB 3.93 bA
GRK308 Control 3.27A 5.37 aA 6.63 aB
Flooded — 3.38 bA 4.90 bB
GRC131 Control 1.26 B 4.33 aB 6.00 aC
Flooded — 1.79 bC 3.37 bC

Table 3.Leghaemoglobin (Lb) content in nodules. Plants weoeulated with the wild-type USDA110,
andnirK GRK308 ornorC GRC131 mutant strains. Nodules were isolated fraantplsubjected or not
(control) to flooding conditions for 7 and 14 day®lues in a column within the same strain follovisgd
the same lower-case letter, and values in a colwitinin the same flooding treatment followed by the
same capital letter, are not significantly diffaras determined by the Tukey HSD tesPg0.05 (n=10).
FWN, fresh weight nodule.

4.4. Total N and N derived from biological N fixation.

The effect of flooding and inoculation with therK or norC B. japonicum
denitrification mutants on nitrogen fixation wasaiated by using théN isotope
dilution technique. Table 4 shows tH&N enrichment (%atom™N excess), the
estimation of the proportion of nitrogen derivesnfr atmosphere (%Ndfa), total
nitrogen content (TN), and fixed-nitrogen contefl) of shoots from soybean plants
that were inoculated or not with the WH. japonicumUSDA110 strain, andirK
GRK308 omorC GRC131 mutant strains and were subjected or waoiti@l) to 14 days
flooding conditions. Regardless of the strain ugmdinoculation, TN of inoculated
plants was consistently higher compared to thaumhoculated plants (Table 4).
Flooding did not affect TN in uninoculated plary. contrast, TN of plants inoculated
with any of the strains strongly decreased by fiogd However, flooded plants
inoculated with thenirK strain showed a significantly higher TN of arouttPo and
17%, compared to plants inoculated with the WT o niorC mutant, respectively.
Nitrate uptake from the mineral solution (usitity labelling) by uninoculated plants
was consistently higher than that by inoculatedislgTable 4, %Atormt™N excess).
After 14 days flooding, rate dfN uptake by plants inoculated with therC mutant
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increased significantly around 17% and 27% compaoeglants inoculated with the
WT or thenirK mutant, respectively. However, no significant ajes of >N uptake
were observed after 14 days flooding in uninocdlaptants. N derived from the
biological N, fixation was examined in shoots by estimation dMdfa (Table 4) as is
indicated in Material and Methods. After 14 daysofling %Ndfa of plants inoculated
with any of the strains strongly decreased by fiogdHowever, the decrease on %Ndfa
by plants inoculated with theorC mutant was significantly higher, around 17% and
32%, compared to plants inoculated with the WT ha nirK mutant, respectively.
Similarly, FN by plants inoculated with theorC mutant decreased significantly about
28% and 42% compared to plants inoculated with W& or the nirK mutant,
respectively (Table 4, FN). These results indithéd the negative effect of flooding on
N fixation was more pronounced in plants inoculateth the norC mutant compared
to those inoculated with the WT or theK strains. By contrast, plants inoculated with
the nirkK mutant showed the highest tolerance to flooding;esthe decrease of %Ndfa
and FN caused by flooding in plants inoculated witie nirK mutant was less

pronounced than that observed in plants inoculatgd either the WT or thenorC

mutant.
Flood Atom 15N
Strain treatment excess (%)  Ndfa (%) TN(mgg?') FN(mgg?)
USDA110 Control 1.31 bB 70 aA 29.2 aA 20.4 aAB
Flooded 2.61 aBC 45 bAB 14.8 bB 6.5 bB
GRK308 Control 1.04 bB 76 aA 28.9 aA 22.0 aA
Flooded 2.20 aC 54 bA 16.7 bA 9.0 bA
GRC131 Control 1.34 bB 69 aA 27.9 aA 19.4 aB
Flooded 3.00 aB 37 bB 13.9bB 5.2 bB
Uninoculated Control 4.38 aA — 10.5aB —
Flooded 4.75 aA — 11.3aC —

Table 4. ™N enrichment (%atont®N excess), estimation of the proportion of nitrogierived from
atmosphere (%Ndfa), total nitrogen content (TN)d dixed-nitrogen content (FN) of shoot tissue of
uninoculated plants and plants inoculated with whkel-type USDA110, anchirK GRK308 ornorC
GRC131 mutant strains. Plants were subjected orcootrQl) to flooding conditions for 14 days. Values

in a column within the same strain followed by #zne lower-case letter, and values in a columninvith
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the same flood treatment followed by the same ahlgtter, are not significantly different as detéred
by the Tukey HSD test &<0.05 (n=10).

5. DISCUSSION

The hypoxic conditions within nodules not onlyoals the maintenance of
nitrogenase activity, but also the expression ofeganvolved in denitrification process
(Mesaet al, 2004; Meakiret al, 2007). Although an excess of fixed nitrogen itsi
the formation and functioning of nodules, nitratesmall doses, could be used for ATP
generation by denitrifiying bacteroids, thus impnagy energy availability for
nitrogenase activity. In factB. japonicumbacteroids isolated from nodules were
capable of M fixation using nitrate as an electron acceptor doergy conservation
(O'Hara & Daniel, 1985). Several publications suggehat N fixation and
denitrification, two processes that are antaganistithe nitrogen cycle, may perform
complementary functions in the cells of symbiotizobia that would be important for
survival of bacteria inside nodules (reviewered_bginskiet al, 2002).

In soybean nitrate-grown plants, inoculation weither aB. japonicumnirK or
norC mutants lacking the respiratory Cu-containingit@treductase or c-type nitric
oxide reductase, respectively, decreased nodulevdight (NDW) and consequently a
decrease in plant dry weigth (SDW) was also obsk(iMesaet al, 2004). In contrast
to these observations, in our work, no difference8iDW and SDW were observed
among non-flooded plants inoculated with either W€, nirK or norC mutant strains.
The apparent discrepancy with the results presemteel could be due to the different
plant growth conditions, since in Mesd al (2004), plants were grown from the
beginning in the presence of 4 mM KklOQvhereas here nitrate was added to the
nutrient solution after 15 days growth.

According to Bacanamwo & Purcel (1999), 14 dageding decrease SDW of
plants inoculated with any of the strains usecia study. The decrease in fikation,
estimated by Lb content, was faster (7 days) thardecrease in biomass (14 days), and
the decrease in Nixation was more pronounced than the decreadgoimass. These
results are in agreement with those observed bwamaowo & Purcel (1999), and as
these authors proposed, it might be possible tleatedised N fixation results in

decreased vegetative growth.
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As previously observed by Bacanamwo & Purcell @99 days flooding
conditions decreased nodule number (NN) and nodojeweight (NDW) of plants
inoculated with any of the strains used in thiglgttHowever, the effect of flooding in
nodulation of plants inoculated with theorC mutant was greater than the effect
observed in those inoculated with either the WThioK mutant. Previous work from
our group by performing fluorometric NO detectionalyses showed that flooded
nodules induced by theorC strain accumulated more NO, than those inducethéy
WT or nirK mutant, respectively (Sanchetal, unpublished datfa It might be possible
that the higher levels of NO producednarC nodules were responsible for the great
effect of flooding in NN and NDW of plants inocualt with thenorC mutant.

After 14 days flooding, NDW of plants inoculatedtiweither the WT nirK or
norC strains reached control levels of nodule dry mikseover, 14 days flooding of
plants inoculated with the WT andorC strains resulted in the production of new
nodules since NN significantly increased compacedantrol plants. Although 14 days
flooding increased NDW in plants inoculated witle thrK strain with respect to 7 days
flooding, NN kept constant compare to control pgafithese observations indicate that
14 days flooding provoked an increase in individnabdule weight rather than an
increase in NN of plants inoculated with theK mutant. Supporting this observation
the dry weight per nodule (NDW/NN ratio) was sigeahtly greater in plants
inoculated withnirK than those inoculated with WT aprC after 14 days flooding. It
has been previously shown that, in contragtitl nodules where NO formation from
the denitrification is blocked, flooding conditiomsduced NO production in WT or
norC nodules (Sanchea al, unpublished dafa It might be possible that NO produced
through the denitrification pathway is responsifie the increase in NN observed in
plants inoculated with the WT onorC mutant in response to 14 days flooding
conditions. Supporting this hypothesis, it has bskeown that NO is involved in the
auxin-signalling pathway controlling indeterminatedule formation (Piet al, 2007).

In addition, a transcriptomal study dfledicago truncatulaNO-responsive genes
showed that NO might regulate important proces$esymbiotic nodule development
and functioning (Ferrariniet al, 2008). Alternatively, since nodule functioning,
estimated by Lb content, was more affected by ¥4odays flooding in nodules induced
by the WT or thenorC mutant than in those induced by thiekK mutant, it might be
possible that plants compensate this higher inbibitin nodule functioning by

increasing nodule number.
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Total nitrogen content (TN) arfdN enrichment (% atorfrN excess) of nitrate-
dependent (uninoculated) plants were not affectgdflboding. However, TN of
inoculated plants decreased after flooding treatmienaddition, in those plants, N
content derived from biological Nixation was consistently affected, and an inceeafs
% atom™N excess was observed. These results suggest |éms pesponded to the
decrease in Nfixation induced by flooding with a greater uptaked assimilation of
nitrate from the mineral solution. Supporting oasults, it has been previously report
that soybean plants grown on nitrate are less tbansd flooding that plant relying on
N, fixation, indicating a differential sensitivity thooding between M fixation and
nitrate uptake and assimilation (Buttery, 1987;&wmwo & Purcell 1999), which may
be due to a lesser oxygen requirement for nitrptake and assimilation compared wtih
N fixation (Bacanamwo & Purcell 1999).

It has been proposed that the decrease in symbibtfixation in response to
flooding result from both decreased nodule mass spetific nitrogenase activity
(Minchin & Pate, 1975; Bacanamwo & Purcell, 199B)e negative effect of flooding
in specific nitrogenase activity of nodules fromamts inoculated with the WhjrK and
norC B. japonicumstrains has been previously demonstrated in caupg(Sancheet
al. unpublished databy analyzing acetylene reduction activity (ARA)daLb content
of the nodules, a parameter which shows a direckladion with nitrogenase activity
(LaRue & Child, 1978). In this work, we have confed that, 7 days as well as 14 days
flooding stress decreased Lb content of nodule® fptants inoculated with any of the
strains used in these studies. Similarly, as pusho reported by Sanchezt al,
(unpublished datga the effect of flooding on Lb content of the ntekiwas more
pronounced in plants inoculated with the WT ot nleeC mutant strain, than those from
plants inoculated with thairK mutant. These authors concluded that NO produced
through denitrification in soybean nodules in resmmto flooding conditions affects
nitrogenase gene expression and consequently aitasg activity.

In order to investigate the physiological relevanaf the different effects,
provoked by flooding, found in nodulation and nijemase activity between plants
inoculated with thenirK or thenorC B. japonicumdenitrification mutants, an estimation
of N fixation has been performed by measuring the ciraé nitrogen derived from
biological N-fixation (FN) using théN isotope dilution technique. Our results showed
that the decrease of FN caused by 14 days floogasysignificantly more pronounced

in plants inoculated with theorC mutant strain, which has been previously showh tha
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accumulates NO within nodules in response to flegdiSanchezt al, unpublished
data). However, N fixation in plants inoculated witlmirK, where NO formation by
denitrification is blocked, showed higher tolerartoe14 days flooding than plants
inoculated with either the WT or tmorC mutant. Since 14 days flooding did not affect
nodule biomass regardless the strain used for lation, is nitrogenase activity the
main process responsible for the decrease of fitdtion observed in response to
flooding. In this work, we have demonstrated thgsptiogical relevance of NO effect
on nitrogenase gene expression proposed previdysiganchezt al, (unpublished
data). Moreover, we also suggest that NO could alsation in signalling processes in
nodule formation as it has been previously propaseddeterminate nodules by Rit
al. (2007).

6. MATERIAL AND METHODS

6.1. Bacterial strains and growth conditions.

B. japonicumUSDA110 (US Department of Agriculture, BeltsvillglD), and
nirK GRK308 (Velascecet al, 2001) andnorC GRC131 (Mesat al, 2002) mutant
derivative strains were used in this studyjdponicumstrains were routinely grown in
peptone-salts-yeast extract (PSY) medium (Regegsb@& Hennecke, 1983) at 28 °C.
Antibiotics were added to cultures at the followirmpncentrations (ug m):

chloramphenicol, 15; spectinomycin, 200; streptomy200; kanamicyn, 200.

6.2. Plant growth conditions.

SoybeanGlycine max.. Merr., cv. Williams) seeds were surface-steeid with
96% ethanol (v/v) for 30 s, immersed in®4 (15 %, v/v) for 8 min, then washed with
sterile water and germinated in darkness at 28S#lected seedlings were planted in
autoclaved pots filled with a perlite-vermiculitexture (1:1). Plants (five per pot) were
inoculated at sowing with 1 ml of a single bactestaain (1§ cells mi*) and grown in a
greenhouse. Plants were watered four times a vedteknatively with water and with a
nitrogen-free  mineral solution (Rigaud & Puppo, 8P7In order to induce
denitrification activity, after growth for 15 dayplants were provided with the same
mineral solution supplemented with 4 mM¥N-labelled KNQ (10% N, Cambridge

Isotope Laboratories, Inc.). It has previously bdemonstrated that treatment of plants
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with 4 mM KNGO; results in denitrification activity, and it doe®tninhibit nodule
formation or nitrogenase activity (Mesaal, 2004; Meakiret al, 2007). After growth
for 28 days, a set of plants was subjected to flapdy submerging pots to 1 cm above
substrate level in a quarter-strength mineral smiutThe solution level was maintained
by daily additions of solution, which was added theto avoid areation. Non-flooded
treatments (control plants) received the quartemgth mineral solution four times a
week. Nodules were harvested from 28 (0 days flagdj 35 (7 days flooding)- and 42
(14 days flooding)-day-old plants. At each harvehkfots (separated from roots at the
cotyledonary node) and nodules were dryed to atanhsveigth at 80 °C for 48 h. Dry
weight (SDW) and height (SH) were measured on sha@otd nodule number (NN) and
nodule dry weight (NDW) were determined per plafor determination of
leghaemoglobin content, nodules were harvested ligtod nitrogen and stored at -
80°C.

6.3. Leghaemoglobin content.

Leghaemoglobin extracts were prepared from nodwdsomogenising 0.3 g of
nodules with 4 ml Lb extraction buffer (MHPO;-2HO 40 mM (pH 7.4);
NaHPO;-H,O 10 mM (pH 7.4); KFe(CN) 0.02%; NaHC® 0.1%) suplemented with
0.1 g PVPP, and centrifuging at 120§8at 4 °C for 20 min to retain the supernatant. 50
ul of clear supernate and 3 ml saturated oxalid a@re added to screw-capped tubes
which were sealed and heated for 30 min at 12G%hiautoclave, then cooled to room
temperature. The fluorescence of the solutions waesasured with a Shimazu
spectrophotofluorometer equipped with a mercuryexehamp and a RF-549 red-
sensitive photomultiplier. The excitation waveldngtas 405 nm and the emission
monochromator setting was 650 nm. The differendtubrescence between heated and

unheated samples was proportional to heme proteicentration.

6.4. Total N and N derived from biological N fixation.

Shoots oven-dried at 80 °C for 48 h were weighedl grounded in a grinder
(IKA A 11 basic). Subsamples of approximately 3 weye then weighed and analysed
for total N and™N enrichment (%atont°N excess) using an elemental analyser
(EA1500 NC, Carlo Erba, Milan, Italy) coupled tmtepe-ratio mass spectrometrer
(Finnigan Delta Plus XL)The proportion of N derived from atmospherig (%oNdfa)

was calculated according to Chatkal, 1985, as follows:
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%Nfda = 100 [1-(A/B)]
where
A = %atom™N excess in inoculated plants
B = %atonmN excess in uninoculated plants
Atom% >N excess = %aton™N in labelled treatment - %atoMiN in non-

labelled treatment

For calculation of %atorn™N excess, a set of plants was maintained under N

fixing conditions in order to obtain the %atdri of the non-labelled treatment.

The fixed-nitrogen content (FN) was calculatedcdisws:
FN = (%Ndfax TN)/100

6.5. Statistical analysis.

The data were analysed by sampling times usinlysieaf variance, and means
were separated by Tukey HSD TestPaD.05. Statistical procedures were carried out
with the software OpenSat (http://fsf.org/
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1. RESUMEN

La detecciéon de complejos nitrosil-leghemoglobibbNO) en nédulos de soja
conduce a la pregunta de como los bacteroid@ attyrhizonium japonicursuperan la
toxicidad del éxido nitrico (NO). Previamente, se demostrado en algunas bacterias
que las enzimas nitrito reductasas generadorasdaia (NH;"), las cuales catalizan la
reduccion (transfiriendo 6 electrones) del nit(i,) a amonio, también son capaces
de reducir el NO a NH. En el genoma dB. japonicum se ha identificado un gen,
nirB, que codifica una supuesta nitrito reductasa #sionia, la cual contiene sirohemo
en el centro activo. En este estudio, se demugsida delecion deirB provoco un
defecto en el crecimiento aerébico de las céluleshiadas en condiciones en las que el
nitrato fue la Unica fuente de nitrogeno. Los teaib@s correspondientes r@rB se
detectaron, mediante RT-PCR, en nddulos de sojeegemtes de plantas inoculadas
con la cepa parental dB. japonicumUSDA110. La implicacion de NirB en la
destoxificacién de NO en nédulos de soja se estmdidiante la inoculacion de plantas
con la cepa mutanteirB. Los complejos LbNO se analizaron mediante las
espectroscopias EPR y UV-visible. Los niveles dapiejos LbNO, asi como los de
nitrito y NO, fueron significativamente superiores ndédulos de la mutanterB en
comparacién con los de la cepa parental. La acundnlale NO, detectada en nddulos
de la mutantairB, disminuyo tras la incubacion de dichos nodulas wo secuestrador
de NO. Estos resultados sugieren que NirB tiene€abie papel, en la asimilacién de

nitrato en células dB. japonicumy en la destoxificacion de NO en nddulos de soja.
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2. ABSTRACT

The identification of nitric oxide (NO)-bound teghaemoglobin within soybean
nodules has led to the question of Bradyrhizobium japonicurbacteroids overcome
the toxicity of this NO. It has previously been oeed, in some bacteria, that
ammonia-generating nitrite reductases which cagaBselectron reduction of nitrite to
ammonia (NH") are also capable to reduce NO to et nitrous oxide. A geneirB,
encoding a sirohaem nitrite reductase has beertifidenin the B. japonicumgenome.

In this study, we show that deletion wfB caused a growth defect B. japonicum
cells, when grown under aerobic conditions witmaté as the only nitrogen source. By
performing RT-PCR analyses, transcriptsnofB were detected in soybean nodules
isolated from plants that were inoculated wiBh japonicum USDA110. The
involvement of NirB in nitric oxide detoxificatiom soybean nodules has been assessed
by inoculating plants witlthe nirB deficient mutant. Nitrosilleghaemoglobin (LbNO)
complexes were analysed in nodules by using ele@aoamagnetic resonance and UV-
visible spectroscopies. Levels of LONO complexeswall as, nitrite and NO inirB
nodules were significantly higher than those obseérin wild-type nodules. After
incubation with a NO scavenger, increase of NO m@amdation in nirB nodules
compared to wild-type nodules was suppressed. Tiressdts suggest that NirB has a
dual role in nitrate assimilation iB. japonicum free-living cells and in NO

detoxification in soybean nodules.

136



Capitulo 3

3. INTRODUCTION

Bradyrhizobium japonicurforms root nodules when is symbiotically associated
with soybean Glycine maxL. Merr.,, cv. Williams). Within nodules, bacteria
differentiate into bacteroids, which produce thggen (Q)-labile nitrogenase enzyme.
Nitrogenase catalyses the reduction of atmospldanitrogen into ammonia through an
energetically demanding process. In nodules, aigldh barrier exists to limit £entry
into the nodule (Minchin, 1997; Minchiet al, 2008), and then £s delivered to the
bacteroids by the plant oxygen-carrier, leghaemuglo(Lb), which is present
exclusively in the nodule (Appleby, 1992) resultinga very low concentration of free
oxygen (3 to 30 nM) within infected nodule tissue.

In addition to being able to bind,(_b can also bind nitric oxide (NO) to form
nitrosylleghaemoglobin (LbNO) complexes, the preseaf which have been detected
within soybean nodules (Kanayamtial, 1990; Mathiewet al, 1998; Meakiret al,
2007). NO is a signal molecule involved in divepdgssiological processes in plants,
but it can become very toxic under certain condgiaetermined, for example, by its
rate of production and diffusion and the redox estaf the cell (for reviews see
Delledone, 2005; Gruet al, 2006; Neillet al, 2008, Besson-Barelt al, 2008). The
identification of LbNO complexes within soybean otes has led to the question of
how B. japonicunmbacteroids overcome the toxicity of NO.

In bacteria, one candidate for NO detoxificatisnthe respiratory nitric oxide
reductase (Nor) which catalyses the reduction of tdQnitrous oxide (BO) in the
anaerobic respiratory process, denitrification (&manninget al, 2005; de Vriegt al,
2007; Zumft, 2005). The soybean symbiddit,japonicum is ana-Proteobacteria able
to denitrify under both free-living and symbiotiorditions (Bedmaet al, 2005). InB.
japonicum denitrification depends on theapEDABC (Delgadoet al, 2003), nirK
(Velascoet al, 2001),norCBQD (Mesaet al, 2002) anchosRZDYFLXVelascoet al,
2004) genes, encoding nitrate-, nitrite-, nitricide and nitrous oxide-reductase
enzymes, respectively. Expression Bf japonicumdenitrification genes has been
reported in isolated bacteroids, and in soybean modules byin situ histochemical
detection off-galactosidase activity from transcriptional fusasf thenirkK, norC and
nosZgenes to the reporter gelaeZ (Mesaet al, 2004).

Recently, Meakin and coworkers (2006) have demnatest that knocking-out

Nor does not affect the level of NO within nodul&sese authors have proposed that
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Nor is not solely responsible for NO detoxificatiatithin soybean nodules, leading to
the suggestion that other systems may be involwvédO detoxification (Meakiret al,
2006).

Bacteria have evolved several mechanisms for NOxdieation (for reviews
see Gardner, 2005; Poole, 2005; Pul&nal, 2008). The most prominent are the
flavohemoglobin Hmp (Boccarat al, 2005; Hernandez-Urzaat al, 2003; Poole,
2005; Wuet al, 2003) and the flavorubredoxin NorV (Gardeeral, 2002; Hutchings
et al, 2002; Millset al, 2005 and 2008). These enzymes detoxify incomi@gboth
aerobically (Hmp) and anoxically (NorV), convertittte toxic gas to nitrate (NQ or
nitrous oxide (NO), respectively (Poole, 2005). It has also beeygssted that the
cytochomebd is critical for protecting=scherichia colicells from NO-induced growth
inhibition (Mason et al, 2008). In E. coli and Salmonella entericaserovar
Typhimurium it has been reported that periplasniicgt@ reductase (NrfA; pentaheme
periplasmic cytochrome nitrite reductase) which catalyses 6-electron c&do of
nitrite (NO;) to ammonia (NH), is also capable of detoxification of NO to NHor
N>O, anaerobically (Poockt al, 2002, Millset al, 2008). Ammonia-generating nitrite
reductases display a complex active site comprigeal siroheme coupled to a single
[4Fe-4S] center (Vega and Kamin, 1977). Nitriteugttbn by hexaheme enzymes from
strictly and facultatively anaerobic bacteria, suat Desuvovibrio desulfuricans,
Wolinella succinogenes E. coli(Costaet al, 1990)can also reduce NO to either NH
or N,O.

. 3257 bp
nrtABC bir2806 bir2807 nirB nasA
A\ \

\ N \ | |
A BjUSDA110
14 14 ! | 4 ! | 4 |
21 £2, g3, DL
158 bp 986 bp 2258 bp 3233 bp
827 b 974 b
EipB 579 P
E 1883 bp P
nritABC bir2806 bir2807 nasA
A \ \ |\ \ | §
B pBG1901/
A b 14 1 v Bj 1901

Figure 1. (A) Schematic diagram of the putatiB japonicumUSDA110 nitrate assimilation gene
cluster. ThenrtABC genes may encode an ABC-nitrate transportgB may encode an assimilatory
nitrite reductase andasA may encode an assimilatory nitrate reductase. GIRFB06 may encode a
nitrite  extrusion protein, and ORBIr2807 may encode a single-domain haemoglobin. In (A),
construction of the plasmid pBG1901 (B) is also iatkd (see Material and Methods).
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The presence of a genarB, putatively encoding a sirohaem nitrite reductase

has been identified in tH&. japonicungenome (http://genome.kazusa.or.jp/rhizobase/

This gene is included in a cluster containing pueahrtABC, nasAand nirB genes
(Figure 1A), possibly encoding an ABC-type nitratptake system, an assimilatory
nitrate reductase (NasA) and an assimilatory aitréductase (NirB), respectively. In
this paper, we have assessed the rolB.gaponicumNirB in nitrate assimilation in
free-living cells and in NO detoxification in soy@enodules by using r@rB delection
mutant (Fig. 1A and B).

4. RESULTS

4.1. Involvement of NirB in nitrate-dependent aerolc and anaerobic growth.

The B. japonicum nirBmutant strain 1901 showed similar growth rateshas
wild type (WT) strain USDA110 when cells were inatdd aerobically in PSY
complete medium (Fig. 2a). Similarly, cells oh&K mutant strain GRK308, lacking
the Cu-containing respiratory nitrite reductaserengble to grow under these conditions
(Fig. 2a). The role of NirB iB. japonicummitrate assimilation was assessed by growing
USDA110, GRK308 and 1901 strains aerobically ing@esen’s minimal medium with
nitrate as the sole nitrogen source. As Figurelthws, the WT anairK strains were
able to grow reaching a optical density at 600 rM@Dd) of 1.2 after 10 days
incubation under aerobic conditions with nitratég(R2b). However, thairB mutant
showed a defect in growth under these conditioashiag an optical density (QB) of
only 0.25. Nitrite detection analyses showed thaite was not accumulated in the
growth medium from any of the strains (data nowaho

Anaerobic growth of USDA110, GRK308 and 1901 sisawas assessed by
incubating cells under anaerobic conditions in Besgn’s minimal medium with nitrate
as the sole nitrogen source (Fig. 2c¢). Similarly\@ strain, cells of theirB mutant
were able to grow under these conditions, reachimgptical density (O§g of 0.4
after 10 days. As previously observed by Velasical (2001) and Buenet al (2008),
the nirK mutant was unable to grow under anaerobic comdit{&ig. 2c). Under these
conditions, nitrite accumulated mrK growthmedium as previously reported (Velasco
et al, 2001; Buencet al, 2008), but not in WT onirB growth medium (data not

shown).
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Figure 2. (a) aerobic growth in complete PSY medium, (bWyaté-dependent aerobic growth, and (c)
nitrate-dependent anaerobic growth in Bergersenmmini medium supplemented with 10 mM of wild-
type B. japonicumUSDA110 strain (squares), amirB 1901 (circles) anaiirK GRK308 (triangles)
mutant strainsGrowth was measured by recording the optical dgr{€iDsqo) of the cultures on a daily

basis. Points are means + SE from three diffesmter cultures, grown in duplicate.
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4.2. Nitrite and nitric oxide reduction under freediving conditions.

The role of NirB in nitrite reduction was next gstigated by looking at MV-
dependent nitrite reductase (Nir) activity in WmirB and nirK cells incubated
aerobically or anaerobically with nitrate as thé&esdtrogen source (Table 1A). Before
recording Nir activity, cells were broken by sortica to ensure that both periplasmic
and cytoplasmic enzymes could use MV as an electooior, and hence allow total Nir
activity to be measured. Cell-free extracts pregpdrem cells lackingnirK, incubated
under aerobic conditions for 96 h, exhibited WTelsvof Nir activity (Table 1A).
However, levels of Nir activity in cells of therB mutant were about 2-fold higher than
those detected either in the parental strainidd mutant (Table 1A). Under anaerobic
conditions, Nir activity increased about 9 timeshe WT cell-free extract compared to
that observed under aerobic condictions (Table 1&vels of MV-dependent Nir
activity in nirB cells were similar to those detected in the pailestrain (Table 1A).
However, as previously shown by Bueaibal (2008), cells of th@irK mutant strain
showed about 10-fold lower levels of Nir activityah those detected in WT airB
cells (Table 1A).

A Nir activity [nmol NO, consumed h! (mg protein)?]
Strain Genotype  Aerobic Anaerobic
USDA110 WT 185+ 16 1723 £ 210
1901 nirB 419 + 58 1609 £ 172
GRK308 nirK 192 +21 153 + 27

B Nor activity [nmol NO consumed min-1(mg protein)]
Strain Genotype  Aerobic Anaerobic
USDA110 WT 49+11 261 £ 47
1901 nirB 192 + 25 175+ 25
GRC131 norC 53zx21 66 £ 12

Table 1. MV-dependent nitrite reductase (Nir) and nitric dxireductase (Nor) activities in wild type

(WT), andnirB 1901, nirK GRK308 andnorC GRC131 mutant strains. Nir and Nor activities were
determined in cell-free extracts of cells that wareubated under aerobic or anaerobic conditions in
Bergersen’s minimum medium with 10 mM nitrate asgbke nitrogen source. Data are means + SE from

three different cell incubations, assayed in tcigie.
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To investigate the role of NirB in NO reductionVMlependent NO reductase
(Nor) activity was measured in cell-free extractart both aerobic and anaerobically-
incubated cells (Table 1B). Determination of NO uetdse activity in aerobically-
incubated cells revealed an unexpected 4-fold asmen the ability ohirB cells to
reduce NO compared to WT cells (Table 1B). Cell& abrC mutant strain GRC131,
lacking the nitric oxide reductase showed WT ratésNO reduction (Table 1B).
Anaerobic conditions induced about 5-times Nonagtin WT cells (Table 1B). Under
these conditions, rates of Nor activity inBa japonicum norQnutant were about 4-
times lower than that of WT (Table 1B). Howevettegof NO reduction observed in
thenirB cell-free extracts were only 1.5 lower than thobserved in the parental strain
(Table 1B).

4.3. NO formation in soybean nodules produced b§. japonicum nirB mutant.
Expression ofnirB gene was first checked in soybean nodules of lant
inoculated withB. japonicumUSDA110 (Fig. 3). As positive controls, expressimn
denitrification nirK and norC genes was also checked by RT-PCR. According to
previous observations (Mesa al, 2004),nirK and norC genes were expressed in
nodules (Fig. 3). Similarly asirK or norC, nirB was also expressed in nodules (Fig. 3).
However, transcripts ohmpA gene, which encodes a flavohaemoglobin, were no

detected in soybean nodules (Fig. 3).

Bj genomic
Nodule DNA

gapA
nir
norC

nirB

hmpA

Figure 3. Reverse transcription-PCR detection mifk, norC, nirB and hmpA transcripts in nodules
isolated from soybean plants that were inoculatéti 8. japonicumUSDA110. Prior to the reverse
transcription PCR experiments, for each pair of pranthe optimization of the PCR amplification
conditions was done usirig} japonicumgenomic DNA as the templatgapAgene was used as internal

standard control. Data are representative of @agfperformed with three independent RNA samples.
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To asses the role of NirB in NO detoxification kit soybean nodules, plants
were inoculated with the WB. japonicumUSDAZ110 strain, andnirB 1901 ornirK
GRK308 mutantsWhole nodule EPR spectroscopy was used to det®cbdund to
leghaemoglobin (Lb), UV-visible spectroscopy wasdiso quantify the proportion of
Lb bound to NO in nodule extracts as previouslycdbsd (Meakinet al, 2007), and
free NO was analyzed by using the specific fluorasprobe DAF-FM. The EPR
LbNO signal fromnirB nodules was significantly higher than that obseérveWT or
nirK nodules (Fig. 4). Similarly, interpretation of tladsorption spectra found that
levels of LbNO were about 2 times higheminB nodules than in WT amirK nodules
(Fig. 5a). Fluorometric NO detection showed that pif©duction bynirB nodules was
approximately 2-times higher than that produced\bly or nirkK nodules (Fig. 5b). To
make clear that the induction of fluorescence ofesein nirB nodules is due to NO,

nodules were treated with a NO scavenger (c-PTid)saich induction was clearly

g-factor
2.10 2.00 1.90
T

,_..,m// nirB
emansirnas™” nirk
330 340 350

Magnetic Field (mT)

Figure 4. EPR spectra from intact nodules of plants inoedatith wild type (WT)B. japonicum
USDA110, anchirB 1091 andchirK GRK308 mutant strains. The y-axis is the sameesoalall panels.
Spectra are representative of EPR spectra recorded tfiplicate nodule samples from two or three
different nodule harvests.
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Figure 5. (a) LbNO proportion determined from the UV-vigldpectra, (b) NO detection using DAF-FM
and expressed as relative fluorescence units (Ré&td),(c) nitrite accumulation in nodules. Plantsever
inoculated with wild-type (WT)B. japonicumUSDA110, andnirB 1901 and nirK GRK308 mutant
strains. In (b), nodules were incubated with 2 mMiM-®TIO (grey bars). Data are means + SE fromethre
independent experiments assayed by using six etetic RFU, relative fluorescence units, DWN, dry
weight nodule, FWN, fresh weight nodule.
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suppressed (Fig. 5b), indicating that the fluoreseewas representative of NO
production. Nitrite analyses in nodules showed #pgiroximately 3 times more nitrite
accumulated in nodules from plants inoculated whthnirB mutant compared to those
from plants inoculated with either the WT oirK strains (Fig. 5c¢). As previously
observed (Kanayamat al, 1990; Meakinet al, 2007) either nitrite or NO
accumulation within nodules correlates with levefsLbNO, so both nitrite and NO
produced byirB nodules may contribute to LbNO formation.

MV-dependent nitrite and NO reductase activitiesravalso measured in
bacteroids. As Table 2 shows, similar levels of &hd Nor activity were observed in
either the WT, and theirB or nirkK bacteroids.

Strain Genotype Nir activity Nor activity
USDA110 WT 90 +£8 24 £2
1901 nirB 847 21+6
GRK308 nirk 83+8 19+4
GRC131 norC 72+8 29+7

Table 2. MV-dependent nitrite reductase (Nir) and nitriddexreductase (Nor) activities in bacteroids.
Plants were inoculated with wild type (WB. japonicum and nirB 1901, nirK GRK308 andnorC

GRC131 mutant strains. Data are means + SE from thifeeent cell incubations, assayed in triplicate.

5. DISCUSSION

The defect in nitrate-dependent aerobic growtwsitbby thenirB B.japonicum
mutant suggested that NirB has a role in nitrateinakation, presumably as the
assimilatory nitrite reductase, and supported thsumption that the gene cluster
depicted in Figure 1 encodes proteins requirednforate assimilation. Even though
nirB cells could not grow when the nitrogen source lraged to nitrate, presumably
due to the lack of nitrite reduction to ammoniuates of MV-dependent Nir activity in
this mutant were even higher than those observaddaatype (WT) cells. This suggests
that inB. japonicunthere are other ways to reduce nitrite which adeiced when NirB
is absent. However, NirB is required for nitratgaeledent aerobic growth.

Under anaerobic conditions, with nitrate as thke sotrogen source, theirK
cells were unable to grow, since NirK is required dnaerobic respiration (Velaseb
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al., 2001), but surprisingly, tha@rB cells were able to grow. Growth oirB, as well as
observation of a WT level of MV-dependent Nir attivin the nirB cells, further
demonstrated th&. japonicuncells have other ways to reduce nitrite to ammmonior
assimilation under anaerobic conditions. In contradNirB, and as previously reported
by Buenoet al (2008), NirK was mainly involved in nitrite resgiion by nitrate-
dependent anaerobically grown cells since about 81%ir activity detected in WT
cells was due to NirK enzyme

The ability to grow under nitrate-dependent anbierconditions as well as the
observation of MV-dependent NiR activity inirB free-living cells under both
aerobically and anaerobically nitrate dependentditimms suggest that other nitrite
reduction routes must operate Bv japonicum One possibility is a ferredoxin-
dependent nitrite reductase (Fd-Nir), encodednib,, which accepts electrons from
reduced ferredoxin to reduce nitrite to ammoniunan(@bell & Kinghorn, 1990). To
date, Fd-Nirs have only been characterised in praghic bacteria and higher plants
(Floreset al, 2005) and have not yet been identified in noatptiophic bacteria.
Another way in whichB. japonicumcells can reduce nitrite is through the actioraof
assimilatory sulphite reductase, which is capabilaeducing nitrite to ammonium
(Floreset al, 2005; Siegeét al, 1982). Assimilatory sulphite reductases are cuseg
of eight flavoprotein subunits, which are encodedcys] and four haemoprotein
subunits, which are encoded bysl (Ostrowskiet al, 1989; Siegel & Davis, 1974). A

search of theB. japonicumgenome (http://genome.kazusa.or.jp/rhizohaga/ other

nitrite reductases revealed the presence of aipaitairA gene, which encodes a
predicted protein that might be a Fd-Nir, as wellb& cysJandcysl genes. The role of
those genes iB. japonicummnitrite reduction is currently being investigated.

As observed for Nir activity, rates of MV-depentdtor activity in thenirB
mutant incubated aerobically were higher than thobserved in WT cells. This
suggests that iB. japonicumthere are other ways to reduce nitrite and NO kwvlaie
induced when NirB is absent. Although, NorC is mgpble for 75% of Nor activity
observed in anaerobically grown cells, NirB palyiabntributes with about 33% of WT
Nor activity.

Having established that NirB has a role in nitrassimilation inB. japonicum
free-living cells, presumably as an assimilatoriritei reductase, the role of NirB in
nitrite reduction in soybean nodules was investigatn addition, NirB might be also

able to reduce NO, since other ammonium-generatitrife reductases have been
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observed to reduce NO to ammonium (Costaal, 1990; Pooclket al, 2002). The
involvement of NirB as a suspected mechanism of défdxification in nodules has
also been investigated. TranscriptsnoB gene were detected by RT-PCR in soybean
nodules. A BLAST search of thB. japonicumgenome sequence with tie coli

flavohemoglobin gene sequence had identified a tipeta B. japonicum

flavohemoglobin (http://genome.kazusa.or.jp/rhiz#ja However, no transcripts &.
japonicumflavohemoglobingene,hmpA was detected in soybean nodules under our
experimental conditions, suggesting a minor role N@ detoxification in those
conditions.

SincenirB nodules accumulated more nitrite, NO and LbNO demgs than
WT nodules, a role for NirB in nitrite and NO deifiication and indirectly in LbNO
formation in soybean nodules might be proposedpr&siously reported by Meakiet
al. (2007), our results suggest that NirK is not ired in nitrite accumulation or LbNO
formation in soybean nodules from plants grown una@mal conditions. However,
recently it has been shown that this enzyme hadeaim LbNO formation in nodules
from plants subjected to flooding where denitrifioa is induced (Sancheet al,
unpublished data Since nirB nodules accumulated nitrite, it might be possib NO
accumulated in such nodules must come from nittitethe plant cells, NO can be
produced from nitrite via nonenzymatic (Bethékeal, 2004) or enzymatic pathways,
catalyzed by nitrate reductase (NR) that can rediicie to NO, as well as nitrate to
nitrite (Meyeret al, 2005; Yamasalet al, 1999 Yamasaki & Sakihama, 2000). Nitrite
can be reduced also to NO by the plasma membramedbaitrite: NO-reductase (NI-
NOR; Stohret al, 2001). Another possible source of NO in nodulesy be the nitric
oxide synthase (NOS)-like enzyme, since a (NOS)-bktivity has been identified in
nodules ofLupinus albugCuetoet al, 1996). In this respect, it has been suggestad th
a NOS may patrticipate to NO productionNtedicago truncatulanodules (Baudouiet
al., 2006).

Although it is clear from our results that NirBsha role in NO detoxification,
WT rates of MV-dependent Nir and Nor activities e@bserved in theirB bacteroids.
These observations suggests tBatjaponicumbacteroids has other ways to reduce
nitrite and NO as has been suggested for freegigells. Alternativelly, it might be
possible that the low rates of Nir and Nor actastdetected in bacteroids compared to
those observed in free-living cells could expldawmattno differences of Nir and Nor

activities were observed between WT amdB bacteroids.
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Nitrite and NO, have been reported to be potdmibitors of nitrogenase activity
(Sasakuraet al, 2006; Shimodat al, 2009; Trinchant & Rigaud 1982). Recently, it
was proposed that in soybean nodules is Lb andNmit or Nor bacteroidal enzymes
the main system involved in detoxifying nitrite afmND produced by bacteroidal
denitrification in response to flooding conditiofSanchezet al, unpublished data
Whether NirB contributes to the protection of siatic nitrogen fixation against nitrite
and NO need to be addressed.

6. MATERIALS AND METHODS

6.1. Bacterial strains and growth conditions.

B. japonicumUSDA110 (US Department of Agriculture, BeltsvillelD), and
nirB 1901,norC GRC131 (Mesat al, 2002) andhirK GRK308 (Velascet al, 2001)
mutant strains were used in this stuBy.japonicumstrains were routinely grown in
peptone-salts-yeast extract (PSY) medium (Regegsbd@& Hennecke, 1983) at 28 °C.
Nitrate-dependent aerobic and anaerobic growthpga®rmed in Bergersen’s minimal
medium (Bergersen, 1961) with nitrate as the sdi®gen source. Antibiotics were
added to B. japonicum cultures at the following concentrations (ug ™jnl
chloramphenicol, 15; spectinomycin, 200; streptomy200; kanamycin, 20. coli
strains were routinely grown overnight in Luria-Bevi (LB) medium (Miller, 1972) at
37 °C. E. coli DH5a (Stratagene) was used as host in standard clgmoggdures and
E. coli S17-1 (Simoret al, 1983) served as the donor in conjugative pladraidsfer.

The antibiotics used wergd mr): ampicillin, 200; kanamycin, 25.

6.2. Construction of anirB mutant.

To construct 8. japonicumnirB deletion mutant, DNA fragments of 827 and
974 bp corresponding to the upstream and downstnesgions of thenirB gene,
respectively, were amplified by PCR, using two m@inpairs containing restriction
endonuclease sites to facilitate cloning (Figurg (Mpplemental table S1). The PCR
products were individually ligated into the pGEN (Promega) vector and transformed
into competenE. coli DH5a cells. After release the PCR products from the pIGH
vectors, they were ligated together into the pldspiK18nobsacB(Schaferet al,
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1994). The resulting plasmid, pBG1901 (Figure 1Bas transferred via conjugation
into B. japonicumUSDA110 usingE. coli S17.1 as donor. Transconjugants were
selected in Bergersen plates supplemented with 18u@tose. Colonies that were
kanamycin sensitive were identified as double rdmaants. ThenirB 1901 mutant
strain was confirmed by PCR. PCR amplificationied tegion containing tha&rB gene
from B. japonicumUSDA110 genomic DNA gave a product of 3156 bp (FeglA).
Amplification of the genomic DNA from thB. japonicum1901 mutant gave a product
of 1883 bp (Figure 1A).

Chromosomal and plasmid isolations, restrictionyeme digestions, agarose gel
electrophoresis, ligations arid. coli transformations, were performed according to
standard protocols (Sambroekal, 1989).

6.3. Plant growth conditions.

SoybeanGlycine max.. Merr., cv. Williams) seeds were surface-steetl with
96% ethanol (v/v) for 30 s, immersed in®4 (15 %, v/v) for 8 min, then washed with
sterile water and germinated in darkness at 28S#Iected seedlings were planted in
autoclaved 1 | Leonard jars assemblies filled wighmiculite. Plants (two per jar) were
inoculated at sowing with 1 ml of a single bactestaain (1§ cells/ml), supplied with a
N-free mineral solution (Rigaud & Puppo, 1975), agdown in a controlled
environmental chamber under conditions previouslgcdbed (Delgadet al, 1998).
After growth for 15 days, plants were provided wite same mineral solution
supplemented with 4 mM KNIt has previously been demonstrated that treatwien
plants with 4 mM KNQ results in denitrification activity, and it doestnnhibit nodule
formation or nitrogenase activity (Mestaal, 2004; Meakiret al, 2007). Nodules were
harvested from 34-day-old plants, frozen into lijuiitrogen and stored at -80 °C,

except those nodules to be used for enzyme aetvatnd NO determination.

6.4. Bacteriod isolation.

Bacteroids were prepared as previously describsdet al, 2004). In brief,
1.5 g of fresh nodules was ground in 7.5 ml of 3@ firis/HCI (pH 7.5) supplemented
with 200 mM mannitol. The homogenate was filteteaugh four layers of cheesecloth
and centrifuged at 259 at 4 °C for 5 min to remove nodule debris. Theulte®y

supernatant was recentrifuged at 12 @oat 4 °C for 10 min to pellet the bacteroids.
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The bacteroids were washed twice with 50 mM Trid/igE 7.5) and resuspended in a

final volume of 2.5 ml.

6.5. Analytical methods.

For assays with cell-free extracts, bacteriods fa@e-living cells were broken
by sonication with an Ultrasonic Processor (HietgsghAliquots of 50Qul of cells were
broken by three 10-second bursts of sonication.

The protein concentration of bacteroids and freied cells solutions was
estimated by using the Bio-Rad assay, with a standarrve of varying BSA
concentrations.

For determination of methyl viologen (MV)-depentaitrite reductase activity,
aliquots of bacteroid or free-living cells preparas (0.2-0.4 mg protein) were added to
a reaction mixture (NaN£ 200uM; MV, 200 uM; phosphate buffer pH 7.5, 10 mM)
and the reaction started with the addition of soddithionite. The reactions were run at
30 °C for 15 min and stopped through the oxidatidnthe sodium dithionite by
vortexing. Controls were run in parallel, but iregle reactions, the sodium dithionite
was oxidised at the start of the reaction. Nitwas estimated after diazotation by
adding the sulfanilamide/naphthylethylene diamigaydirochloride reagent (Nicholas
& Nason, 1957).

For determination of NO redutase activity in baai#s and free-living cells a
kinetic MV-dependent assay was used. For each aasayml cuvette was filled with
2.5 ml 10 mM phosphate buffer (pH 7.5), lili0bacteroid preparation or cell solution
(0.2-0.4 mg protein), and 38 100 mM MV solution, sealed with a mini suba sead
made anaerobic by sparging with oxygen-free nitnogas for 10 min. A 100 mM
sodium dithionite solution was freshly made andgpd before its addition with a gas-
tight Hamilton syringe to the cuvette. Enough sadidithionite was added to turn the
solution blue, with an absorbance of approximatdly at 600 nm in the
spectrophotometer (Aminco DW-2000 or Hitachi U-3B8X0nce a steady base-line was
observed, 10Qul of a saturated NO solution was added to the t¢eviet begin the
reaction. Each assay was run until the absorbaadealtopped to zero, that is, when all
of the MV was oxidised.

For determination of nitrite accumulation in noelyl 0.5 g of nodules was

homogenized with 2 ml 1 M zinc acetate and cergatliat 1200@ at 4 °C for 5 min.
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For the determination of nitrite accumulation iad+living cultures, 1 ml samples of the
cultures were centrifuged at 80@Dfor 3 min to remove the cells. The resultant
supernatants from the nodule extracts or from #lls cultures were mixed with 1 vol.
100% ice-cold ethanol and centrifuged for a furthemin. The nitrite concentration of

the final supernatant was determined as describedea

6.6. Detection of NO in nodules.

A stock solution of 4-amino-5-methylaming-2-difluorescein (DAF-FM, 7
mM in dimethylsulfoxide, Invitrogen) was diluted A@fold in water before use. Fresh
nodules were incubated with the diluted DAF-FM solu for 1 h in the dark at 25 °C.
After incubation, fluorometric measurements of thaution were performed in a
fluorometer (QM200, Photon Technology Internatipméth 495 nm excitation and 515

nm emission wavelength (2 nm band width).

6.7. Treatment of nodules with a NO scavenger.

Fresh nodules were incubated with distilled watamtaining 2 mM carboxy-2-
phenyl-4,4,5,5-tetramethylimidazoline-3-oxide-1-ofg+PTIO, Invitrogen) for 30 min
in the dark at 25 °C.

6.8. Whole nodule EPR spectroscopy.

Whole nodule EPR spectroscopy was performed ealgnas described by
Meakinet al. (2007). Intact, frozen root nodules (between 2% 2.8 mm in diameter)
were transferred individually to 12 cm quartz ERRBes with 3 mm internal diameter,
under liquid nitrogen. Each sample contained a tatamass of 160+10 mg. Nodules
were closely packed and filled the tube to a deytba. 30 mm. A 10 cm length of
ethylene-tetrafluoroethylene tubing (GE Healthcang)s inserted into the tube and
secured to allow liquid gas boil-off, but preveridnle movement during sample
loading and measurement. In the absence of nochdéher the tubes nor tubing gave
rise to any EPR signal. EPR spectra were recordgdgua Bruker ER200D
spectrometer, fitted with a dual mode cavity (tffR4116DM), which was interfaced
to an ELEXSYS control system (Bruker Analytische dgtechnik GmBH) and
equipped with a variable temperature liquid heliflow cryostat (Oxford Instruments,
UK). Spectra were recorded at 41+1 K. Microwavejfrency was 9.683 GHz (X-band)

151



Capitulo 3

with 2 mW power applied. Spectra are the averagéhe scans with modulation

amplitude, 0.3 mT (3 Gauss) and signal gain, 2.88"x

6.9. UV-visible spectroscopy.

For the quantification of the percentage of Lbrmbtio NO within nodules, Lb
extracts were prepared from nodules by homogenZid@ of nodules with 4 ml of Lb
extraction buffer (N&HPOy-2H,0 40 mM (pH 7.4); NabPOy-H,O 10 mM (pH 7.4);
K3Fe(CN) 0.02%; NaHC® 0.1%) and centrifuging at 120@Pat 4 °C for 20 min to
retain the supernatant. Absorption spectra from-ZB00 nm at 20°C were recorded
from 1 ml reduced and nitrosylated nodule extraating a Hitachi U-3310
Spectrophotometer linked to a circulating BC-10 ewabath (Fisher Scientific).
Absorption measurements were taken from the spéstadlow quantification of the
nodular LbNO following the protocol previously debed by Meakiret al (2007).

6.10. Detection of transcripts.

Total RNA was isolated from nodules using the Rye#lant Mini Kit
(Qiagen), treated with DNasel Amplification Gradévitrogen) and reverse
transcribed using SuperScript Il Reverse Transzspt(Invitrogen). For each RNA
sample, control experiments in which the reveraaderiptase step was omitted were
done to confirm the absence of any residual DNAe Tomplementary DNA was
amplified with the specific primers fonirK, norC, nirB, hmpA and gapA genes
(supplemental table SZJo ensure that equal amounts of total RNA weredddan the
control and the test reactiogapAgene was used as an internal standard. Primees wer
designed with Oligo 6.4 software. Prior to the reeetranscription PCR experiments,
for each pair of primers the optimization of theRP@mplification conditions was done
using B. japonicumgenomic DNA as the template. After initial denation step at
95°C for 5 min and 30 cycles of amplification (@4 fdr 1 min; 60 °C for 1 min; 72 °C
forl min) and a final elongation step at 72 °CHanin, PCR products were analyzed by

electrophoresis in agarose gels.
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9. SUPPLEMENTAL MATERIAL

9.1. Supplemental table S1.

Supplemental Table S1. Primer pairs for the amplification of upstream and downstream nirB regions

Forward

Reverse

P1:
CGGAATTCAAGGATTTCATCGGCTTCCT
EcoRI

CGGGATCCAAGGCAGCTCGATATGACG
BamHI

P2:
CGGGATCCAAATCATGTAGCCGGACAGC

BamHI
P4:

AAACTGCAGAGATGGCAGTTGAGGATCG
Pstl

9.2. Supplemental table S2.

Supplemental Table S2. Primers used for detection of transcripts from bacteroids

Gene  Forward Reverse

gapA  CCCTCGAAGCTGCCCTGGAAG GGCCGCGATAGAGATCCTTGT

nirk CCGCACAACATCGACTTTCAC CGCCGACCTTGCCGTTGAACA
norC  CTTCTACGGCGGCTCGGCTTT GTCAGGTTGAACTGCGGCATC
nirB GGTTGGAGGCGGCCTATGGAC CTGCATGACGTCGTTGACCAC

hmpA CGAGATCAACGCGCTGCTTTA TGTCGGCGATATAGAGGGAGG
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Discusion general

Capitulo 1. Produccion de éxido nitrico y de complejos nitrosil-leghemoglobima en

nddulos de soja en respuesta a encharcamiento.

Varios estudios han aportado evidencias directas o indirectas acerca de la
produccion de 6xido nitrico (NO) en nddulos de leguminosas (Baudouin ez al., 2006; Pii
et al., 2007; Shimoda et al., 2005). Recientemente, Meakin y colaboradores (2007) han
demostrado la hipoxia produce un incremento en la formacion de complejos nitrosil-
leghemoglobina (LbNO) en nddulos de soja. Sin embargo, actualmente se desconocen
las fuentes, asi como el papel del NO en nédulos. En este sentido, se ha propuesto que
el NO es un inhibidor directo de la actividad de la enzima nitrogenasa en nodulos de
soja (Trinchant & Rigaud, 1982). Trabajos mas recientes, han demostrado que la
aplicacion de un donador de NO (SNAP) provoca una disminucion de la actividad
nitrogenasa en nodulos de Lotus japonicus (Shimoda et al., 2009) y Alnus firma
(Sasakura et al., 2006). Sin embargo, estos autores, no establecieron las condiciones
fisioldgicas por las que el NO puede provocar dafio a la actividad nitrogenasa, ni
tampoco profundizaron en el efecto del NO sobre la expresion de los genes que
codifican dicha enzima.

En este trabajo, se han utilizado la espectroscopias EPR (electron paramagnetic
resonance) y UV-visible para detectar el NO unido a leghemoglobina (Lb) en nédulos.
Trabajos previos identificaron la sefial correspondiente a los complejos LbNO obtenida
por EPR a partir de la Lb de soja purificada (Lba) e incubada con nitrito en presencia
ditionito sodico (Meakin et al., 2007) o con un donador de NO (Mathieu et al., 1998).
El empleo de EPR y UV-visible ha permitido demostrar que el encharcamiento provoca
un incremento de la formacién de complejos LbNO en nédulos de soja.

Se han propuesto varios mecanismos por los que se puede producir NO durante
la interaccion planta-rizobio (revisado por Pauly et al., 2006). La desnitrificacion puede
ser uno de ellos, puesto que el nitrito y el NO son intermediarios de la reduccion de
nitrato a nitrdgeno molecular (N,). De hecho, se ha sugerido que la reduccion de nitrato
por los bacteriodes de Bradyrhizobium japonicum contribuye a la formacion de
complejos LbNO en nédulos de soja, en respuesta a condiciones hipoxicas (Meakin et
al., 2007). De acuerdo con estas observaciones, en el presente trabajo se ha demostrado
que en nodulos de plantas de soja inoculadas con la cepa mutante napA de B.

Jjaponicum, no se observa la induccion de la formacion de LbNO en respuesta a
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encharcamiento. Ademas, también se ha demostrado que tanto el nitrito, producido por
la enzima Nap y que se acumula en nédulos formados por la mutante nirK, como el NO,
producido por la enzima NirK y cuya produccion incrementa en nddulos formados por
la mutante norC, son los principales responsables del aumento de la acumulacion de
LbNO observado en nodulos de soja en respuesta a encharcamiento. Por el contrario,
otros autores han sugerido que la desnitrificacion no esta implicada en la produccion de
NO en la simbiosis Medicago truncatula-Sinorhizobium meliloti (Baudouin et al.,
2006). Es probable, por tanto, que la desnitrificacion tenga un papel importante en
nodulos cuando las raices estan sometidas a condiciones fisioldgicas especificas, como
puede ser la hipoxia y el encharcamiento.

La presencia de niveles basales de LbNO, detectados por espectroscopia UV-
visible, y de NO, en nddulos de plantas inoculadas con la mutante napA4 y sometidas a
encharcamiento, sugiere la presencia de otras fuentes de NO, independientes de la
desnitrificacion, como puede ser la enzima nitrato reductasa o una actividad tipo NOS,
procedentes de la fraccion vegetal del nddulo. Cueto y colaboradores (1996)
demostraron la presencia de actividad tipo NOS en nddulos de lupino, y estudios mas
recientes, han sugerido que una actividad tipo NOS contribuye a la produccion de NO
en nddulos de M. truncatula (Baudouin et al., 2006), pero, hasta la fecha, se desconoce
la presencia de una enzima tipo NOS en nodulos de soja.

En este trabajo, también se ha estudiado el papel de las enzimas Nap, NirK y
Nor en la formacién de LbNO en nddulos de soja en respuesta a encharcamiento
mediante el analisis de las acividades nitrato, nitrito y Oxido nitrico reductasa,
dependientes de MV, en bacteroides aislados de nddulos procedentes de plantas
inoculadas con la cepa parental USDA110, o con las mutantes nap4 GRPAL, nirK
GRK308 0 norC GRC131 de B. japonicum. Los niveles de actividad nitrato reductasa
observados en bacteroides de una cepa de B. japonicum mutada en el gen napA,
sugieren que el 100% y el 90% de la actividad nitrato reductasa detectada en bacteroides
de la cepa parental aislados de nédulos control y encharcados, respectivamente, se debe
a la enzima Nap. Sin embargo, la deteccion de niveles similares de actividad nitrito
reductasa en bacteriodes de la cepa parental y de la mutante nirK aislados de nédulos
control, sugiere que, aparte de NirK, deben existir en los bacteroides otras enzimas
implicadas en la reduccion de nitrito. En la secuencia del genoma de B. japonicum

publicada por Kaneko Yy colaboradores (2002), se localiza el gen nirB
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(http://genome.kazusa.or.jp/rhizobase/), que podria codificar una enzima nitrito

reductasa, que reduce el nitrito a amonio durante la asimilacion de nitrato (Lin y
Stewart, 1998). Por tanto, queda pendiente estudiar el posible papel de esta enzima en la
reduccién de nitrito en los bacteroides. En bacteroides aislados de nédulos procedentes
de plantas encharcadas, NirK fue responsable del 58% de la actividad nitrito reductasa,
lo que sugiere que dicha enzima debe ser responsable, en parte, de la acumulacion de
nitrito y LbNO observada en nodulos de plantas inoculadas con la mutante nirk
sometidas a encharcamiento. Aunque no se observaron diferencias en actividad NO
reductasa entre bacteroides de la cepa parental y de la mutante norC aislados de nddulos
encharcados, si se observé un aumento significativo de la formacion de NO en nddulos
producidos por la mutante norC, en comparacion con nodulos formados por la cepa
parental, lo que indica que NorC esta implicada en la reduccién de NO en nddulos, en
condiciones de encharcamiento.

Puesto que la expresion de nifH disminuyd en aquellos nodulos donde se
observo una induccidn en la produccion de NO, y esta situacion ocurrid en nodulos
procedentes de plantas inoculadas con la cepa parental y la mutante norC de B.
Jjaponicum y sometidas a encharcamiento, proponemos que el NO producido por la
desnitrificacion podria ser la molécula implicada en la disminucion de la expresion de
nifH bajo condiciones de encharcamiento. De acuerdo con esta hipoétesis, el efecto
observado sobre la expresion de nifH en los nddulos tratados con un secuestrador de NO
(c-PTIO) fue significativamente menor. Puesto que también se ha propuesto al nitrito
como un inhibidor de la actividad nitrogenasa (Trinchant y Rigaud, 1982), en este
trabajo se analizo la expresion de nifH en nodulos de plantas inoculadas con la mutante
nirK y sometidas a encharcamiento. Aunque se observd un aumento significativo de
nitrito y LbNO en estos nddulos, en comparacion con nédulos producidos por la cepa
parental, el nivel de transcritos de nifH no se afectd. Este resultado descarta al nitrito
como un posible inhibidor de la expresion del gen nifH. En aquellos nodulos producidos
por las mutantes napA o nirK, y sometidos a encharcamiento, donde la produccion de
NO via desnitrificacion estd bloqueada, la expresion de nifH no se afectd. Todas estas
observaciones apoyan la hipdtesis de que el NO producido por la enzima NirK es la
molécula implicada en la disminucion de la expresion de nifH obsevada en condiciones

de encharcamiento.
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Puesto que el NO es un compuesto citotdxico, su acumulacion, debida a la
pérdida de actividad NO reductasa, es letal para bacterias desnitrificadoras (revisado por
van Spanning et al., 2005 y 2007; Zumft, 1997). Con el objeto de establecer si el efecto
del NO sobre la expresion de nifH en nodulos es un efecto generalizado sobre la
regulacion génica, en este trabajo también se analiz6 la expresién de otros genes
requeridos para la fijacion de nitrégeno, como nifD, que codifica la subunidad « de la
MoFe-proteina del complejo nitrogenasa, fix4, que codifica la cadena S de una
flavoproteina que participa en la transferencia de electrones, y »nifS, que codifica una
proteina involucrada en la biosintesis de los grupos metélicos de la nitrogenasa. La
expresion de nifd y nifS no se afectdo en nodulos producidos por la cepa parental y
sometidos a encharcamiento, donde se indujo la produccion de NO, por lo que se
descarta la posibilidad de un efecto toxico general del NO sobre la regulacion génica en
nodulos.

El aumento de LbNO observado en nddulos producidos por la cepa nirK y
sometidos a encharcamiento, en los que ademas se observd una acumulacion de nitrito,
no afectdé negativamente a la actividad nitrogenasa en comparacion con los nodulos
producidos por la cepa parental. Aunque el encharcamiento incrementd
significativamente la formacion de LbNO en nodulos producidos por la mutante norC
en comparacion con aquellos producidos por la cepa parental, los valores de actividad
nitrogenasa fueron muy similares en los noédulos producidos por ambas cepas. Estas
observaciones demuestran que el incremento de LbNO en nddulos no afectd al
funcionamiento 6ptimo de la enzima nitrogenasa. Considerando estas observaciones,
proponemos un papel adicional de la Lb como secuestradora de nitrito y NO, y por
tanto, como protectora de la actividad nitrogenasa en nédulos. De acuerdo con esta
hipétesis, otros autores han sugerido que, s6lo una proporcién minima de la Lb presente
en el nédulo estaria unida al oxigeno, y ya que ésta presenta una afinidad mayor por el
NO que por el oxigeno, la Lb (presente en nodulos en concentraciones elevadas) puede
actuar como un secuestrador de NO, modulando su bioactividad (Rigaud y Puppo,
2005). De hecho, se ha propuesto que las hemoglobinas no simbidticas pueden
participar en la destoxificacién de NO, ya que recientemente se ha demostrado que la
sobreexpresion de una Hb de clase 1 protege a la fijacion simbidtica de nitrogeno,
eliminando el NO en nddulos de L. japonicus (Shimoda et al., 2009). En células de B.

Jjaponicum cultivadas en vida libre en condiciones desnitrificantes, las enzimas NirK y
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Nor son muy activas, y tienen un papel muy importante en la destoxificacion de nitrito y
NO, ya que se ha demostrado que células con mutaciones en los genes nirK 0 norC
presentan un defecto en el crecimiento anaerébico (Velasco et al., 2001; Mesa et al.,
2002). Sin embargo, en condiciones simbioticas, la actividad de las enzimas NirK y Nor
es alrededor de 14 y 7 veces, inferior, respectivamente, a la detectada en vida libre.
Estas observaciones apoyan la hipotesis que propone a la Lb, como el sistema principal
implicado en la destoxificacion de nitrito y NO de los nddulos, producidos por la
desnitrificacion.

La participacion del NO producido por NirK en la expresion de los genes que
codifican la nitrogenasa también se ha confirmado en condiciones de vida libre,
mediante el analisis de la acividad -galactosidasa de la fusion traduccional nifD"-"lacZ.
Tras la incubacion en condiciones anaerobicas, la expresion de nifD disminuyd en
células que tenian mutado el gen norC, las cuales acumularon NO en el medio. Sin
embargo, la acumulacion de nitrito en el medio donde crecieron las células que tenian
mutado el gen nirK no afectd la expresion de nifD. Los resultados obtenidos en vida
libre confirman los obtenidos en simbiosis y nos permiten sugerir que el NO producido
por la enzima NirK es un potente inhibidor de la expresion de los genes de la
nitrogenasa. EI mecanismo por el que puede ocurrir tal inhibicion se desconoce hasta el
momento. Varios trabajos han sugerido que la proteina FixL, componente de la cascada
reguladora FixLJ/FixKy, que controla la fijacion de nitrégeno (Fischer, 1994), podria
sensar NO (Gilles-Gonzélez et al., 1994; Winkler et al., 1996; Gong et al., 2000), de la
misma forma que sensa oxigeno. Altenativamente, el NO podria reaccionar
directamente con la proteina reguladora de los genes de la fijacion de nitrogeno, NifA
(Fischer, 1994), inactivando la proteina, tal y como se ha demostrado para FNR, una
proteina reguladora de respuesta a oxigeno en Escherichai coli (Cruz- Ramos et al.,
2002; Pullan et al., 2007). Puesto que NifA es activador directo de la transcripcion de
los genes responsables de la fijacion de nitrogeno, un posible efecto del NO sobre dicho
activador podria resultar en un efecto generalizado sobre la transcripcion de todas la
dianas de NifA. Pero, sorprendentemente, nuestros resultados muestran que la
transcripcion de dos de estas dianas, fix4 y nifS, no se ve afectada por la presencia de
NO en nodulos sometidos a encharcamiento. Recientemente, Mesa y colaboradores
(2008), han sugerido que el regulon de FixK; contiene un nimero importante de genes

controlados negativamente, y la mayoria de ellos, pertenece al grupo de genes activados
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por NifA. Dentro del reguldn, los genes nifD y nifH pertenecen a dicho grupo, pero no
es el caso de los genes fixA y nifS (Mesa et al., 2008). Estos autores proponen que la
disminucion de la concentracion de oxigeno hasta un nivel intermedio induce la cascada
FixLJ/FixK,, y consecuentemente FixKj, la cual mantiene reprimidos algunos genes
dependientes de NifA. Cuando la concentracion de oxigeno disminuye, las células
producen mas cantidad de proteina NifA activa, que, gradualmente, va anulando el
efecto represor de FixKj. En el caso en que NifA no se activara, debido a la presencia
de NO en nodulos sometidos a encharcamiento, la represién no se anularia. El
mecanismo implicado en la regulacion negativa de los genes la nitrogenasa por NO esta

siendo investigado actualmente en nuestro grupo de investigacion.

Capitulo 2. Relevancia fisiologica del efecto de la desnitrificacion de
Bradyrhizobium japonicum sobre la fijacion simbiotica de dinitrégeno en plantas de

soja sometidas a encharcamiento.

Las condiciones hipoxicas del interior del ndédulo no s6lo permiten el
mantenimiento de la actividad nitrogenasa, sino también la expresion de los genes
responsables del proceso de desnitrificacion (Mesa et al., 2004; Meakin et al., 2007).
Aunque el exceso de nitrégeno fijado inhibe la formacion y el funcionamiento de los
nodulos, el nitrato, en pequefias dosis, puede ser utilizado por los bacteroides para la
generacion de ATP via desnitrificacién, en beneficio de la energia necesaria para la
actividad nitrogenasa. De hecho, se ha demostrado que los bacteoides de B. japonicum
aislados de nddulos, son capaces de fijar nitrégeno utilizando el nitrato como aceptor de
electrones para la conservacion de energia (O'Hara & Daniel, 1985). En varias
publicaciones, se sugiere que la fijacion simbiotica de nitrégeno (FSN) y la
desnitrificacion, dos procesos antagonistas en el ciclo del nitrégeno, pueden llevar a
cabo funciones complemetarias en los rizobios simbidticos, que podrian ser importantes
para la supervivencia de la bacteria dentro de los nddulos (revisado por Lucinski ez al.,
2002).

En el capitulo 1 de resultados, se ha demostrado que el NO producido por la
enzima NirK de B. japonicum NirK en respuesta a condiciones de encharcamiento
disminuye la expresion de los genes responsables de la sintesis de la enzima

nitrogenasa. Sin embargo, la implicacion fisioldgica de la produccion de NO en nddulos
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en respuesta a encharcamiento se desconocia. En este segundo capitulo, se ha analizado
el fenotipo simbiotico, en condiciones de encharcamiento, de la mutante nirK, que no
produce NO via desnitrificacion, y la norC de B. japonicum, que acumula el NO
producido via desnitrificacion.

De acuerdo con Bacanamwo y Purcell (1999), después de 14 dias de
encharcamiento, se observo un descenso del SDW de las plantas inoculadas con
cualquiera de las cepas utilizadas en este estudio. La actividad de la enzima nitrogenasa,
estimada mediante el analisis del contenido de Lb de los nddulos, se afecto a los 7 dias
de encharcamiento. Estos resultados coinciden con lo observado previamente por
Bacanamwo y Purcell (1999), y tal y como estos autores proponen, es probable que el
descenso en biomasa observado a los 14 dias de encharcamiento sea una consecuencia
del descenso en la actividad nitrogenasa.

Tal y como observaron Bacanamwo y Purcell (1999), después de 7 dias de
encharcamiento se observd una disminucion del nimero de nddulos (NN) y del peso
seco de los nddulos (NDW) en las plantas inoculadas con cualquiera de las cepas
utilizadas en este estudio. Sin embargo, en el caso de las plantas inoculadas con la
mutante norC, el efecto del encharcamiento sobre los parametros relacionados con la
nodulacién fue méas pronunciado que en el caso de las plantas inoculadas con la cepa
parental o la mutante nirK. Estudios previos realizados en nuestro grupo, mediante
analisis de deteccion de NO por fluorescencia con DAF-FM, mostraron que en
condiciones de encharcamiento, los nédulos producidos por la mutante norC acumulan
mas NO que aquellos producidos por la cepa parental o la mutante nirK (Sdnchez et al.,
consultar el Capitulo 1). Segun estas observaciones, es posible que los elevados niveles
de NO producidos en los nédulos norC sean los responsables de un efecto mas drastico
del encharcamiento sobre el NN y el NDW en las plantas inoculadas con la mutante
norC.

Tras 14 dias de encharcamiento, el NDW de las plantas inoculadas con la cepa
parental, o las mutantes nirK y norC, recupero los niveles control. Ademas, después de
14 dias de encharcamiento, las plantas inoculadas con la cepa parental o la mutante
norC, presentaron mayor NN que sus respectivas plantas control. Sin embargo, no se
observaron diferencias en NN de las plantas inoculadas con la mutante nirk
comparadas con las plantas control. Estas observaciones indican que en plantas

inoculadas con la mutante nirK, los 14 dias de encharcamiento provocaron un
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incremento en el peso individual de los nddulos, mas que en el NN por planta. De
acuerdo con ésto, el peso seco por nodulo (razon entre NDW/NN de cada planta) fue
significativamente mayor en plantas inoculadas con la mutante nirK, en comparacién
con aquellas inoculadas con la cepa parental o la mutante norC. Previamente, se ha
demostrado que, al contrario de lo que ocurre en nédulos nirK, en los que la formacion
de NO a través de la desnitrificacion estd bloqueada, el encharcamiento induce la
produccion de NO en nodulos formados por la cepa parental, o la mutante norC de B.
Jjaponicum (S&nchez et al., consultar el Capitulo 1). Por tanto, es posible que el NO
producido por la desnitrificacion sea el responsable del aumento del NN observado en
plantas inoculadas con la cepa parental o la mutante norC, después de 14 dias de
encharcamiento. De acuerdo con esta hipotesis, se ha demostrado que el NO interviene
la ruta de sefializacion iniciada por la auxinas que controla la formacion de nédulos
indeterminados (Pii et al., 2007). Ademaés, recientemente se ha demostrado, mediante
un estudio transcriptémico de genes de Medicago truncatula que responden a NO, que
el NO regula procesos importantes en el desarrollo y el funcionamiento de los nédulos
(Ferrarini et al., 2008). Alternativamente, puesto que el funcionamiento de los nédulos,
segun el contenido en Lb, se afectd méas en aquéllos derivados de la cepa parental o la
mutante norC que en aquellos derivados de la mutante nirK, es posible que las plantas
compensen la disminucion del funcionamiento de los nédulos incrementando el nimero
de nddulos como han propuesto previamente Aydi y colaboradores (2008).

El encharcamiento durante 14 dias no afect6 el contenido de nitrégeno total
(TN) y el enriquecimiento en >N (expresado como el porcentaje de atomos de *°N en
exceso) de plantas no inoculadas que dependian exclusivamente del aporte de nitrato.
Sin embargo, si se observo un descenso del TN de las plantas inoculadas después de 14
dias de encharcamiento. Ademas, en estas plantas, el contenido en nitrdgeno procedente
de la FSN se afectd considerablemente, al mismo tiempo que se observo un notable
incremento del porcentaje de 4tomos de N en exceso. Estos resultados sugieren que el
encharcamiento afecté la FSN de las plantas inoculadas, y que éstas respondieron
captando y asimilando mas nitrato a partir de la solucion mineral. De acuerdo con estos
resultados, varios trabajos han demostrado que las plantas de soja que crecen
dependiendo solo de la aplicacion de nitrato, son menos sensibles al encharcamiento
que aquellas que dependen exclusivamente de la FSN. Esto, a su vez, indica que el

encharcamiento afecta méds a la FSN que a la captacion y asimilacion de nitrato
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(Bacanamwo y Purcell, 1999; Buttery, 1987), lo cual puede deberse a que el segundo
proceso requiere menos oxigeno que el primero (Bacanamwo y Purcell, 1999).

Se ha propuesto que el descenso de la FSN en condiciones de encharcamiento es
el resultado de un descenso en la masa de los nddulos y de la actividad especifica de la
nitrogenasa (Bacanamwo y Purcell, 1999; Minchin y Pate, 1975). En nuestro grupo, se
ha demostrado previamente (Sanchez et al., consultar el Capitulo 1) el efecto negativo
del encharcamiento sobre la actividad nitrogenasa especifica en ndédulos procedentes de
plantas inoculadas con la cepa parental de B. japonicum y las mutantes nirK y norC,
mediante el analisis de la actividad reductora de acetileno (ARA) y el contenido de Lb
de los nddulos (un pardmetro que se correlaciona directamente con la actividad
nitrogenasa, segun LaRue y Child, 1978). En este trabajo, después de 7 y 14 dias de
encharcamiento, se observd una disminucion en el contenido de Lb de los nodulos
procedentes de plantas inoculadas con las tres cepas utilizadas en este estudio. Tal y
como se observé en el estudio anterior (Sanchez et al., consultar el Capitulo 1), el efecto
del encharcamiento sobre el contenido de Lb fue mas pronunciado en nddulos de
plantas inoculadas con la cepa parental o la mutante norC, que en aquéllos de plantas
inoculadas con la mutante nirK. En el estudio anterior, se propuso que el NO, producido
por la desnitrificacion en nodulos de soja sometidos a encharcamiento, afecta la
expresion de los genes que codifican la nitrogenasa, y por tanto la actividad de dicha
enzima.

Con el objeto de profundizar en la relevancia fisiologica de los efectos
diferentes, debidos al encharcamiento, observados en nodulacion y actividad
nitrogenasa en plantas inoculadas con las mutantes nirK y norC de B. japonicum, Se
estimd el contenido nitrégeno derivado de la fijacion de nitrogeno (FN) mediante el
método isotépico de dilucién del °N. Los resultados mostraron que, tras 14 dias de
encharcamiento, el descenso del FN fue mas pronunciado en plantas inoculadas con la
mutante norC, las cuales acumularon NO en los nodulos en respuesta a encharcamiento.
Sin embargo, en aquellas plantas inoculadas con la mutante nirK, en cuyos nédulos la
produccion de NO via desnitrificacion estd bloqueada, la FN mostré una mayor
tolerancia en comparacién con las plantas inoculadas con la cepa parental o la mutante
norC. Puesto que después de 14 dias de encharcamiento e independientemente de la
cepa utilizada, la biomasa de los nodulos no se afectd, parece que la actividad

nitrogenasa es el principal proceso responsable del descenso de la FN observada en las
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plantas en respuesta a encharcamiento. En este trabajo se ha demostrado la implicacion
fisiologica del efecto del NO sobre la expresion de los genes de la nitrogenasa,

propuesto en el Capitulo 1.

Capitulo 3. Implicacion de la proteina NirB en la asimilacion de nitrato en células
de Bradyrhizobium japonicum y en la destoxificacién de 6xido nitrico en noédulos de

soja.

En el genoma de B. japonicum se ha identificado un gen, nirB, que codifica una
enzima nitrito reductasa asimilatoria. EI gen nirB se encuentra en una region donde se
han identificado otros genes relacionados con el proceso de asimilacion del nitrato,
como son nrtABC, que codifican un sistema de transporte de nitrato tipo ABC, y nasA,
que codifica una nitrato reductasa asimilatoria. En este trabajo, se ha construido una
cepa de B. japonicum mutante en el gen nirB mediante la delecion de la region
correspondiente a dicho gen, con el objeto de analizar el papel de NirB en la asimilacién

de nitrato en células de B. japonicum, y en la destoxificacion de NO en nddulos de soja.

Las células mutantes nirB de B. japonicum mostraron un defecto en su capacidad
de crecer aer6bicamente en medio minimo con nitrato como Unica fuente de nitrogeno,
lo que sugiere que NirB tiene un papel en la asimilacion de nitrato, supuestamente como
nitrito reductasa asimilatoria. Esta observacion apoya la suposicién de que el grupo de
genes que aparece representado en la Figura 1 del Capitulo 3 codifica proteinas
relacionadas con la asimilacion de nitrato. Aunque la cepa mutante nirB no pudo crecer
con nitrato como unica fuente de nitrogeno, probablemente debido a que en dicha cepa
el nitrito no se puede reducir a amonio, la actividad nitrito reductasa (Nir) dependiente
de MV fue mayor en éstas cepa que en la cepa parental. Este resultado sugiere que en
B. japonicum, existen otras vias de reducir el nitrito, las cuales se inducen cuando NirB
estd ausente. Sin embargo, NirB es necesaria para el crecimiento aerobico dependiente

de nitrato.

En condiciones anaerdbicas, con nitrato como Unica fuente de nitrégeno, la cepa
mutante nirK fue incapaz de crecer, ya que NirK es necesaria para la respiracion
anaerdbica del nitrato (Velasco et al., 2001), pero sorprendentemente, la cepa mutante

nirB si crecio. Este hecho, junto con la deteccion de niveles actividad Nir en la mutante
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nirB similares a los de la cepa parental, sugiere que en B. japonicum existen otras vias
de reducir el nitrito a amonio para su asimilacion, en condiciones anaerdbicas. Tal y
como se ha demostrado previamente (Velasco et al., 2001; Bueno et al., 2008), la
enzima NirK es la principal responsable de la respiracion de nitrito durante el
crecimiento anaerébico dependiente de nitrato, puesto NirK fue la reponsable de
aproximadamente el 91% de la acividad Nir detectada en la cepa parental incubada en

condiciones desnitrificantes.

Como ya se ha comentado, la capacidad de crecer en condiciones anaerdbicas
dependientes de nitrato, junto con la deteccion de actividad Nir tanto en condiciones
aerobicas como anaerobicas dependientes de nitrato, en células de la cepa mutante nirB,
sugieren que en B. japonicum deben existir otras rutas de reduccién de nitrito. Una
posibilidad es una nitrito reductasa dependiente de ferredoxina (Fd-Nir), codificada por
nird, que acepta los electrones de la ferredoxina reducida para reducir el nitrito a
amonio (Campbell y Kinghorn, 1990). Hasta la fecha, las Fd-Nirs sélo se han
caracterizado en bacterias fototroficas y en plantas superiores (Flores et al., 2005), y
todavia no se han identificado en bacterias no fototroficas. Otra posibilidad, por la que
las células de B. japonicum podrian reducir el nitrito a amonio, es mediante una sulfito
reductasa asimilatoria, puesto que se ha demostrado que esta enzima es capaz de reducir
el nitrito a amonio (Flores et al., 2005; Siegel et al., 1982). Las sulfito reductasas
asimilatorias estan constituidas por 8 subunidades de flavoproteina, codificadas por el
gen cysJ, y 4 subunidades de hemoproteina, codificadas por el gen cysI (Otrowski et al.,
1989; Siegel y Davis, 1974). La busqueda de otras posibles nitrito reductasas en el

genoma de B. japonicum (http://genome.kazusa.or.jp/rhizobase/), revelo la presencia de

un gen nirA, que codifica una proteina que podria tratarse de una Fd-Nir, y también de
los genes cysJ y cysl. El papel de estos genes en la reduccion de nitrito en B. japonicum
se esta investigado actualmente.

Tal y como se observo para la actividad Nir, la actividad NO reductasa (Nor)
dependiente de MV en células de la cepa mutante nirB incubada aerébicamente fue
mayor que la observada en células de la cepa parental. Esto sugiere que en B. japonicum
existen otras rutas de reduccion de nitrito a NO, las cuales se inducen cuando NirB est4
ausente. Sin embargo, en células de la cepa parental crecidas anaerobicamente, la
enzima NO reductasa de tipo c, fue responsable del 75% de la actividad Nor observada,

y NirB contribuy6 con aproximadamente un 33% de dicha actividad.
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Una vez establecido el papel de NirB en la asimilacion de nitrato en células de
B. japonicum, el siguiente objetivo fue estudiar el papel de NirB en la reduccion de
nitrito en nddulos de soja. Ademas, es posible que NirB también sea capaz de reducir
NO, puesto que se ha observado que otras nitrito reductasas asimilatorias reducen NO a
amonio (Costa et al., 1990; Poock et al., 2002). Por tanto, también se estudié la
participacion de NirB como un posible mecanismo de destoxificacion de NO. Mediante
RT-PCR se detectaron transcritos de nirB en nodulos de soja. Una busqueda BLAST en

el genoma de B. japonicum (http://genome.kazusa.or.jp/rhizobase/) con la secuencia del

gen de la flavohemoglobina de Escherichia coli permitié identificar una posible
flavohemoglobina en B. japonicum (hmpA). Sin embargo, bajo las condiciones
experimentales utilizadas, no se detectaron transcritos correspondientes a hmpA en
nodulos de soja, lo que sugiere que esta enzima no tiene un papel importante en la

destoxificacién de NO en nddulos en tales condiciones.

Puesto que los nddulos producidos por la mutante nirB acumularon mas nitrito,
NO y complejos LbNO que los nédulos de la cepa parental, se propone un papel de
NirB en la destoxificacion de nitrito y NO, e indirectamente, en la formacion de LobNO
en nodulos de soja. Tal y como propusieron previamente Meakin y colaboradores
(2007), nuestros resultados sugieren que NirK no participa en la acumulacién de nitrito
y LbNO en nodulos de soja procedentes de plantas crecidas en condiciones normales.
Sin embargo, recientemente se ha demostrado que NirK si esta implicada en la
formacion de LbNO en nddulos de soja procedentes de plantas sometidas a
encharcamiento, en los que la desnitrificacion esta inducida (Sanchez et al., consultar el
Capitulo 1). Puesto que los nédulos formados por la mutante nirB acumularon nitrito, es
posible que el NO acumulado en dichos nddulos procediera del nitrito. En células
vegetales, se puede producir NO a partir de nitrito por procesos no enzimaticos (Bethke
et al., 2004), o por procesos enzimaticos, catalizados por la nitrato reductasa, que puede
reducir nitrito a NO, al igual que nitrato a nitrito (Meyer et al., 2005; Yamasaki et al.,
1999 Yamasaki & Sakihama, 2000). La enzima nitrito:NO reductasa de membrana,
especifica de raiz, también podria ser la responsable de la reduccion de nitrito a NO
(Stéhr et al., 2001). Otra fuente de NO en nodulos puede ser una enzima tipo NO
sintasa (NOS), puesto que se ha detectado actividad tipo NOS en nodulos de L. albus

(Cueto et al., 1996). En relacion con este dato, se ha sugerido que una actividad tipo
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NOS participa en la produccién de NO en nédulos de M. trucatula (Baudouin et al.,
2006).

Aunque, segln los resultados obtenidos en este trabajo, parece que NirB
participa en la destoxificacion de NO en nddulos, las actividades Nir y Nor observadas
en bacteroides de la cepa nirB fue similar a la de los bacteroides de la cepa parental.
Esta observacion sugiere que, tal y como se ha sugerido para condiciones de vida libre,
en los bacteroides de B. japonicum deben existir otras rutas por las que el nitrito se
reduce a NO.

Tanto el nitrito como el NO son inhibidores de la actividad nitrogenasa
(Sasakura et al., 2006; Shimoda et al., 2009; Trinchant y Rigaud, 1982). En el Capitulo
1 de esta Tesis Doctoral, se ha propuesto que en nodulos de soja es la Lb, y no las
enzimas NirK o Nor del bacteroide, el principal sistema implicado en la destoxificacion
de nitrito y NO, producidos por la desnitrificacion en respuesta a encharcamiento. Por
tanto, queda pendiente estudiar si NirB esta implicada en la proteccion de la enzima

nitrogenasa frente al nitrito y al NO.
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Conclusiones

1.

El encharcamiento induce la formacion de NO y dmmplejos nitrosil-
leghemoglobina (LbNO) en nodulos de soja. Tantaigito, producido por la
enzima nitrato reductasa periplasmica (Nap), cehmdO, producido por la enzima
nitrito reductasa (NirK) deBradyrhizobium japonicum, son los principales
responsables de la formacion de complejos LbN@delulos de soja en respuesta a

condiciones de encharcamiento.

. EI NO producido en los nédulos de soja por lairea NirK deB. japonicum, en

respuesta a encharcamiento, disminuye la exprelgdons genes estructurales de la

nitrogenasanifH y nifD.

Ademas de transportar 6xigeno a los simbiosoeragste trabajo se propone una
funcién adicional para la Lb como mecanismo deaxégcacion de nitrito y oxido

nitrico en nédulos de soja.

Se ha demostrado la implicacion fisiolégica dédcto negativo del NO en la
expresion de la nitrogenesa, dado que la fijad@rdinitrogeno de plantas de soja
inoculadas con la mutanteéirK de B. japonicum, que no produce NO, es mas
tolerante al encharcamiento que la de plantasuladas con la mutanteorC, que

acumula NO.

El gennirB de B. japonicum, responsable de la sintesis de una nitrito redacta
asimilatoria, esta implicado en la asimilacionniteato en células cultivadas en vida
libre. Ademas, se propone la posible implicaci@NirB en la destoxificacion de

nitrito y NO en ndédulos de soja.
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Apéndice

ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

En esta lista s6lo se comentan las abreviatursisnppolos mas relevantes, los

demas aparecen explicados a lo largo del texto.

ADN/DNA acido desoxirribonucleico

ARA actividad reductora de acetileno

ARN/RNA acido ribonucleico

BDO barrera de difusion de oxigeno

bp pares de bases

BSA albumina sérica bovina

bv biovariedad

°C grado centigrado

CoH2 acetileno

cdchNir nitrito reductasa tipod;

cDNA DNA complemetario

cm centimetro

cNor oxido nitrico reductasa de tipo c

cPTIO del inglés, carboxy-2-phenyl-4,4,5,5-tetedimyl-imidazoline-1-
oxyl-3-oxide

CuNir nitrito reductasa tipo cobre (NirK)

cv cultivar

DAF diamonifluoresceina

DAF-2 DA del inglés, 4,5-diaminofluorescein dizatet

DAF-FM del inglés, 4-amino-5-methylamino-2',7'{ddrofluorescein

DAF-FM DA del inglés, 4-amino-5-methylamino-2'difluororescein diacetate

DWN peso seco de nodulo/dry-weight nodule

eds editores

EPR resonancia paramagnética electronica

et al y colaboradores

Fd-Nir nitrito reductasa dependiente de ferredaxi

FSN fijacion simbidtica de nitrégeno

Fig figura
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FN
FWN

GHz

h

Hb
Hb/Lb(F&™
Hb/Lb(FEM 0,
Hb/Lb(Fe™
Hb-1

K

kDa

KNO3

Lb

LB
Lb(FEYNO
Lb(F€"=0
M

mg

min

ml

mm

mT

MV

mw

N

N>

N2O

Nap

Nar

Nas
%Ndfa
NDW

nitrdgeno fijado/fixed nitrogen

peso fresco de nédulos/fresh-weight nodule
gramo

RFC (fuerza centrifuga relativa)
gigahercio

hora

hemoglobina
hemoglobina/leghemoglobina en estado ferrostutiea)
Hb/LbO,, oxihemoglobina/leghemoglobina
hemoglobina/leghemoglobina en estdo férricodada)
hemoglobina de clase 1

Kelvin

kiloDalton

nitrato potasico

leghemoglobina

Luria-Bertani

LbNO, complejo nitrosil-leghemoglobina
ferril-leghemoglobina

molar

miligramo

minuto

mililitro

milimetro

miliTesla

metil violégeno

milivatio

nitrégeno

nitrogeno molecular/dinitrégeno

oxido nitroso

nitrato reductasa periplasmica

nitrato reductasa respiratoria

nitrato reductasa asimilatoria

proporcion de nitrégeno derivado de la afiera

peso seco de los nddulos (por planta)/nodryeveight
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ng

NH,4"
NI-NOR
Nir
NiRa
NirK

nM

nm
nmol
NN
NNEDA
NO
NOy
NOs
Nor
Nos
NOS
NOx
NR
NRc/cNR
nsHb
02

OD
ORF
PBM
PCR
PO,

PP

prot
PSY
PVPP
qCuaNor
gNor
RFU

nanogramo

amonio

nitrito:6xido nitrico reductasa de membrat@smatica
nitrito reductasa

nitrito reductasa asimilatoria

nitrito reductasa tipo cobre (CuNir)

nanomolar

nanometro

nanomol

namero de nodulos (por planta)/nodule number
del inglés, naphthylethylene diamine dihyahimride
oxido nitrico

nitrito

nitrato

oxido nitrico reductasa

oxido nitroso reductasa

oxido nitrico sintasa

oxidos de nitrdgeno

nitrato reductasa

nitrato reductasa citosolica/citosolicat reductase
hemoglobinas no simbidticas

oxigeno molecular

densidad éptica

marco de lectura abierto

membrana peribacteroidea

reaccion en cadena de la polimerasa

presion de oxigeno

paginas

proteina

del inglés, peptone-salts-yeast extract
polivinilpirrolidona

oxido nitrico reductasa tipo g&u

oxido nitrico reductasa tipo q

unidad de fluorescencia relativa
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RNS
ROS
rpm
RT-PCR
S

SDW
SE

SH
SNAP
SNP

vol
WT
YEM

especies reactivas de nitrégeno
especies reactivas de oxigeno
revoluciones por minuto

del inglés, reverse transcription polymei@sain reaction
segundo

peso seco del tallo/shoot dry weigth
error estandar

longitud del tallo/shoot heigh

del inglésSnitro-N-acetylpenicillamine
nitroprusiato sodico

tonelada métrica

nitrdgeno total/total nitrogen
microgramo

microlitro

micromolar

ultravioleta

volumen

volumen

wild-type

yeast extract-mannitol
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