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Introduccion

1.1. DESNITRIFICACION

La desnitrificacion es un proceso clave en el ciclo biogeoquimico del nitrogeno (N) en
la biosfera, ya que es el mecanismo mediante el cual se devuelve a la atmésfera el dinitrogeno
atmosférico fijado (N;) (Figura 1.1). La desnitrificacion es la principal reaccion para eliminar
el exceso de nitratos que, consecuencia del abuso en la utilizacion de fertilizantes
nitrogenados en la practica agricola, contaminan los ecosistemas terrestres y acuaticos. El
oxido nitrico y el 6xido nitroso, productos intermediarios de la desnitrificacion, tienen
también un enorme impacto sobre la contaminacion atmosférica, ya que son gases que se
liberan a la atmosfera e intervienen en la formacion de la lluvia acida, en el calentamiento
global de la atmosfera, y en la destruccion de la capa de ozono de la misma. El 6xido nitrico
es, por otra parte, una importante molécula sefial que participa en mecanismos de defensa

frente a patdgenos en eucariotas.

Fijacion de Nitrégeno Desnitrificacion

Nitrificacion

NH,* - > NO,-

l] Asimilacion del amonio/Amonificacion

Compuestos organicos nitrogenados

Figura 1.1. Ciclo biogeoquimico del Nitrogeno (adaptado de Zumft et al. 1997)

La desnitrificacion es una forma alternativa de respiracion por la que, en condiciones
limitantes de oxigeno, los microorganismos pueden usar el nitrato, y sus 6xidos de nitrégeno
derivados (NOx), como aceptores de electrones en una cadena de transporte hasta la
formacion de dinitrégeno molecular, de acuerdo con la reaccion:

NO3;— NO,. - NO —-N,0 — N,
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La reduccion de los NOx esta acoplada a la produccion de ATP, lo que permite a la
célula crecer en ausencia de oxigeno.

La capacidad de desnitrificar estd muy extendida en los procariotas y abarca a
bacterias que pertenecen taxonOmicamente a varias subclases de Proteobacterias, y a las
Arqueobacterias (Zumft, 1997). Aunque la desnitrificacién es una caracteristica propia de las
bacterias anaerobias facultativas, y se considera que s6lo ocurre en ausencia de oxigeno, se
han descrito algunas especies del género Paracoccus (antes Thiobacillus) capaces de
desnitrificar en condiciones aerdbicas (Stouthamer et al. 1997). Igualmente, se ha demostrado
la existencia de genes implicados en la desnitrificacion en bacterias nitrificantes (DiSpirito et
al. 1985; Cebron y Garnier, 2005). Ademas, algunos hongos, como los del género Fusarium
tienen también capacidad de desnitrificar (Kobayasi et al. 1995; Takaya 2002).

La reduccion del nitrato (NOs") a dinitrégeno (N3) lleva consigo la formacién de nitrito
(NOy), 6xido nitrico (NO) y 6xido nitroso (N;O), reacciéon que se lleva a cabo de forma
secuencial por la actuacion de las enzimas nitrato reductasa (Nap/Nar), nitrito reductasa
(CuNir/cq;Nir), 6xido nitrico reductasa (qNor/cNor) y o6xido nitroso reductasa (Nos),
codificadas por los genes nap/nar, niK/nirS, cnor/qnor y nos respectivamente. Aunque la
reduccion de nitrato inicia la desnitrificacion, se considera que la reduccion de NO, a NO es,
en sentido estricto, la reaccion clave que define el proceso ya que la reduccion de nitrato
también puede ocurrir en microorganismos no desnitrificantes. De hecho, Escherichia coli,
una de las bacterias donde mas se ha estudiado la fisiologia, bioquimica y genética de la
respiracion del nitrato, es, sin embargo, incapaz de desnitrificar.

Mientras que la desnitrificacion consiste en la reduccion de nitrato/nitrito a Ny, se han
descrito bacterias que solo llevan a cabo una desnitrificacion parcial, incompleta, ya que no
poseen, o no expresan, el equipo enzimatico necesario para llevar a cabo la desnitrificacion.
El ejemplo més extendido es el de aquellas que carecen de Oxido nitroso reductasa como
Chromobacterium violaceum, Pseudomonas aerofaciens y diversas especies de la familia
Rhizobiaceae. Wollinella succinogenes posee 6xido nitrico y o6xido nitroso reductasas y
Campylobacter fetus s6lo contiene 6xido nitroso reductasa (Zumft, 1993). En Rhizobium loti
se han descrito cepas que varian en el contenido de los genes de la desnitrificacion, de manera
que algunas solo contienen genes nir, otras s6lo genes NOr y, unas terceras, s6lo genes Nos
(Monza et al. 2006). En general, se considera que un microorganismo es un verdadero
desnitrificante si es capaz de crecer microaerdbicamente con nitrato o nitrito como Unica

fuente de nitrogeno y de energia.
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1.1.1. Nitrato reductasas

La reduccién del nitrato en bacterias se lleva a cabo con tres fines diferentes: como
fuente de nitrogeno para su crecimiento (asimilacion), para la obtencion de energia cuando el
nitrato actia como aceptor final de electrones (respiracion), y para la disipacion del exceso de
poder reductor y optimizar el crecimiento en ciertas condiciones metabolicas
(desasimilacion). En estos tres procesos intervienen, respectivamente, tres tipos de nitrato
reductasas diferentes: la nitrato reductasa citopldsmica asimilatoria (Nas), la nitrato reductasa
respiratoria de membrana (Nar) y la nitrato reductasa periplasmica (Nap).

La reduccion asimilatoria del nitrato da lugar a nitrito, el cual se reduce posteriormente
a amonio, que, via glutamina sintetasa/glutamato sintasa daria lugar a la formacion de
aminodcidos y proteinas. Existen dos tipos de nitrato reductasas asimilatorias: las que
dependen de NADH vy las que dependen de ferredoxina o flavodoxina. El primer grupo esta
constituido por proteinas formadas por dos subunidades de 95 y 45 kDa que estan codificadas
por los genes nasA y nasC, respectivamente, y que se han identificado en bacterias tales como
B. subtilis (Ogawa et al. 1993), Klebsiella pneumoniae y Rhodobacter capsulatus (Stewart,
1994; Moreno-Vivian et al. 1999). Dentro del segundo grupo se encuentran las nitrato
reductasas de Azotobacter vinelandii (Ramos et al. 1993) y Synechococcus sp. (Luque et al.
1992), entre otras. Estas enzimas estan formadas por una unica subunidad de 75 a 85 kDa, a
excepcion de la de A. vinelandii que es un polipétido de 105 kDa (Ramos et al. 1993).

La nitrato reductasa respiratoria de membrana se ha estudiado ampliamente en E. coli
y estd formada por tres subunidades, o,  y y. La subunidad a corresponde a NarG, de 140
kDa, que contiene un cofactor de molibdeno y es la subunidad catalitica. La subunidad
corresponde a la proteina NarH, de 60 kDa, que se asocia en el citoplasma junto a NarG, y
ambas se unen a la subunidad y, Narl, por el dominio transmembrana de esta, localizada en su
region C-terminal (Blasco et al. 2001). Las proteinas Nar estdn codificadas por el operon
narGHJI (Bonnefoy y DeMoss 1994; Darwin y Stewart, 1996; Philippot y Hojberg, 1999).
Los genes narG, narH y narl codifican las distintas subunidades, y el gen narJ codifica una
chaperona implicada en el proceso de maduracion de la enzima. El operon narGHJI esta
conservado en distintas especies, de este modo que aparecen organizaciones génicas similares
en Paracoccus denitrificans (Berks et al. 1995), Pseudomonas fluorescens (Philippot et al.
1997), Pseudomonas stutzeri (Hartig et al. 1999) y Bacillus subtillis (Hoffman et al. 1995)
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entre otros. E. coli posee también el operon narZYWV, que codifica una nitrato reductasa,
enzima con funcidn similar a la del producto del operon narGHJI (Blasco et al. 1990).
Mientras que la nitrato reductasa respiratoria de membrana se expresa unicamente en
condiciones limitantes de oxigeno, la nitrato reductasa periplasmica (Nap) puede ser activa en
presencia de oxigeno. Las enzimas Nap se han estudiado en Paracoccus denitrificans (Sears
et al. 1995), Paracoccus pantotrophus (Bell et al. 1993), E. coli (Grove et al. 1996),
Rhodobacter sphaeroides (Richardson et el. 1990) y Pseudomonas putida (Carter et al. 1995),
entre otros microorganismos. Las enzimas Nap son heterodimeros formados por una
subunidad catalitica de 90 kDa (NapA) y un citocromo C con dos grupos hemo y tamafio
molecular de 15 kDa (NapB), codificadas por los genes napA y napB, respectivamente.
Ademas de las subunidades estructurales, se ha identificado la proteina NapC, que es otro
citocromo C, con cuatro grupos hemo, unido a la membrana, y de 25 kDa, codificado por el
gen napC. La proteina NapC es la encargada de transferir electrones a la subunidad NapB
(Cartron et al. 2002). Los genes napA, napB y napC se encuentran agrupados con otra serie de
genes que codifican proteinas adicionales necesarias para la sintesis y actividad enzimatica,
operones cuya organizacion difiere entre diferentes taxones. Un primer tipo corresponde al
operon NapFDAGHBC, presente en Magnetospirillum magnetotacticum (Taoka et al. 2003),
de la subdivision a de las proteobacterias y en E. coli, y Haemophilus influenzae (Wang et al.
1999; Stewart y Bledsoe, 2005), entre otros, de la subdivision y. Un segundo tipo corresponde
al operon napEFDABC, descrito en miembros de la subdivision o, como Rhodobacter
sphaeroides, Agrobacterium tumefaciens y Sinorhizobium meliloti, y en la subdivision v,
como Pseudomonas aeruginosa y Pseudomonas G-179. Un tercer tipo corresponde al operon
napFGDABC, como el que se ha descrito en las y proteobaterias Vibrio cholerae y Yersinia
pestis (Van Spanning et al. 2005). La transcripcion de los genes nap depende de la
concentracion de oxigeno y de la presencia de nitrato o nitrito en el medio. En E. coli, la
maxima expresion de Nap ocurre principalmente en condiciones de bajo oxigeno, y presencia
de la proteina Fnr y NarP (Darwin et al. 1998). En P. pantotrophus, la enzima Nap se expresa
en aerobiosis (Bell et al. 1990; Sears et al. 1997). Se han postulado una serie de hipdtesis
acerca del papel fisiologico de esta enzima. Se ha demostrado que la enzima participa en la
desnitrificacion aerobica y en los procesos de control del balance redox intracelular, disipando
el exceso de poder reductor que se genera en ciertas condiciones metabolicas, como el
crecimiento fototrépico, o el metabolismo de fuentes de carbono muy reducidas (Siddiqui et
al. 1993; Sears et al. 2000; Moreno-Vivian et al. 1999). Ademas de esta funcion, se ha

descrito que la enzima puede desempefiar una funcion similar a la de Nar, acoplando la



Introduccion

reduccion del nitrato a la produccion de ATP, lo que ocurre en Pseudomonas G-179
(posiblemente una especie de Rhizobium) (Bedzyk et al. 1999) y en Bradyrhizobium
japonicum (Delgado et al. 2003). Revisiones sobre la fisiologia, bioquimica y genética de las
enzimas Nap se han publicado por Van Spanning et al. (2005), Gonzalez et al. (2006); Jepson
et al. (2000).

1.1.2. Nitrito reductasas

Existen dos tipos de nitrito reductasas en la naturaleza, las que contienen un tetrahemo
cd; en el centro activo de la enzima (NirS, tipo cd;), y las que contienen un cobre en el sitio
activo (NirK, tipo Cu). Ambas proteinas son peripldsmicas y catalizan la reduccion de nitrito
a oxido nitrico. Las enzimas parecen ser mutuamente excluyentes en la naturaleza, ya que se
ha demostrado su coexistencia a nivel de género, pero no a nivel de especie. Los dos tipos de
enzima no parecen tener ninguna relacion estructural ni evolutiva.

Las nitrito reductasas tipo Cu estan codificadas por un Unico gen, al que se denomina
nirkK. Este gen se ha clonado y secuenciado en Rhodobacter sphaeroides 2.4.3 (Tosques et al.
1997), Pseudomonas G-179 (Ye et al. 1992), Achromobacter cycloclastes (Chen et al. 1996),
P. aureofaciens (Glockner et al. 1993) y Sinorhizobium meliloti (Braker et al. 1998). En
algunas especies, junto al gen nirK se encuentra el gen nirV, de funcién desconocida (Bedzyk
et al. 1999; Jain y Shapleigh, 2001). El gen nirK suele localizarse aislado en el genoma, sin
formar parte de ninglin operon, y sin que en las proximidades se hallen genes relacionado con
la desnitrificacion (Zumft, 1997).

En contraste con la sencilla organizacion de nirK, los genes que codifican las nitrito
reductasas tipo cd; forman parte de operones complejos en los que se encuentran genes
implicados tanto en la sintesis como en el procesamiento de los grupos hemo que formaran el
centro activo de la enzima. El numero y organizacion de los genes nir difiere segun las
distintas especies. Los mejores caracterizados son los de P. aeruginosa (nirSMCFDLGHJEN)
(Arai et al. 1994), P. denitrificans (nirXISECFDLGHJN) (De Boer et al. 1994) y P. stutzeri
(nirSTBMCFDLGH y nirJEN) (Palmedo et al. 1995). A modo de ejemplo, en P. stutzeri el
gen nirS codifica la subunidad catalitica, caracterizado por la existencia de grupos hemo de
tipo ¢ y d; en su molécula, nirT codifica un citocromo tetraheminico implicado en el
transporte de electrones, NirB es el responsable de la sintesis de un citocromo b552 con
actividad peroxidasa, nirM codifica un citocromo b551 que actiia como donador de electrones

a la nitrito reductasa, y los demas genes estan implicados en la sintesis del grupo hemo cd;.
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Revisiones sobre las enzimas nitrito reductasa se deben a Stach et al. (2000), Cutruzzola,

(1999); Van Spanning et al. (2005).

1.1.3. Oxido nitrico reductasas

El 6xido nitrico (NO) es una molécula citotoxica, por lo que debe reducirse
rapidamente para mantener su concentracion en un nivel nanomolar, no perjudicial para la
célula. No obstante, P. denitrificans, entre otros microorganismos, puede crecer en
microaerobiosis con NO como unica fuente de energia ya que la reduccion de NO a N,O por
la enzima oOxido nitrico reductasa esta acoplada a la traslocacion de protones y
correspondiente sintesis de ATP. Se han identificado dos tipos de Nor en bacterias
desnitrificantes: unas que reciben electrones de un citocromo ¢, enzimas cNor, y otras que
reciben electrones de una quinona, enzimas de tipo qNor.

Las enzimas qNor se encuentran en diversos grupos taxonomicos, incluyendo
proteobacterias, como es el caso de Ralstonia, bacterias gram positivas, como en varias
especies de Bacillus, y en arqueobacterias tales como Pyrobaculum aerophilum y Sulpholobus
solfataricus. La mas estudiada ha sido la de Ralstonia eutropha. La enzima consiste en una
subunidad, NorB, de 75 kDa, que comprende dos regiones transmembrana y un dominio
periplasmico (Cramm et al. 1997). R. eutropha posee dos copias del gen que codifica la
enzima, una denominada norBl, a la que también se designa como norB, y otra norB2,
conocida igualmente como norZ. Asociados a los genes nNorB se encuentran el gen norA, que
presenta homologia con el gen fnrN de P. stutzeri de funcion desconocida, y el gen norR,
cuyo producto, la proteina NorR, pertenece a la familia NtrC de factores transcripcionales, y
estd implicada en la regulacion de los genes norB (Pholmann et al. 2000).

Las enzimas cNor se han purificado y caracterizado en P. stutzeri (Heis et al. 1989), P.
denitrificans (Carr y Ferguson, 1990) y R. sphaeroides (Mitchell et al. 1998). En todos los
casos es una enzima unida a membrana, compuesta por dos subunidades, una de 17 kDa con
un citocromo C, y una de 53 kDa, que contiene dos citocromos b y un atomo de hierro no
hémico, llamadas NorC y NorB, respectivamente. Los electrones pasan del citocromo C al
citocromo b y, finalmente, al sitio activo, donde se reducen dos moléculas de 6xido nitrico al
mismo tiempo (Hendriks et al. 1998). Debido a la toxicidad del NO, su concentracion en el
interior celular se mantiene en niveles muy bajos, entre 1 y 100 nM (Goretski et al. 1990). La

enzima Nor tiene una elevada afinidad por su sustrato, y se inhibe por concentraciones
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elevadas de NO, posiblemente por uniéon del NO a la enzima en estado oxidado (Girsch y De
Vries, 1997).

Los genes responsables de la sintesis de las enzimas cNor estdn agrupados en
operones, cuya organizacion presenta ciertas diferencias entre los organismos desnitrificantes.
La organizacion caracteristica la encontramos en Nitrosomonas europaea y R. sphaeroides,
que presentan el operon norCBQD (Bartnikas et al. 1997). Los genes norC y norB codifican
las subunidades NorC y NorB respectivamente (Arai et al. 1995; De Boer et al. 1996). El gen
norQ codifica una proteina citoplasmatica que contiene un motivo de union a ATP, y norD
codifica una proteina de funcion desconocida. Ambas proteinas se requieren para la activacion
de la enzima Nor (Arai et al. 1994; De Boer et al. 1996). Algunos desnitrificantes, como P.
denitrificans, presentan en su organizacion génica, ademas, los genes norE y norF, cuyos
productos estan implicados en la maduracion o la estabilidad de la enzima Nor (De Boer et al.
1996). Para revisiones sobre las enzimas Nor se puede consultar a Hendriks et al. (2000),

Zumft (2005), y Van Spanning et al. (2005).

1.1.4. Oxido nitroso reductasas

El ultimo paso de la desnitrificacion es la reduccion de N,O a N, reaccion que cataliza
la enzima o6xido nitroso reductasa (Nos). La enzima se ha caracterizado bioquimicamente en
P. stutzeri (Coyle et al. 1985), P. pantotrophus (Berks et al. 1993) y P. denitrificans (Snyder y
Hollocher, 1987). En todos los casos la enzima, de localizacion periplasmica, es un
homodimero compuesto por dos subunidades de 65 kDa, que contiene cobre en su centro
activo.

Los genes que codifican la enzima Nos estan organizados en operones cuyo exponente
tipico es el operon NoSRZDFYLX de P. stutzeri (Braun y Zumft, 1992), P. denitrificans
(Holloway et al. 1996) y S. meliloti (Chan et al. 1997). NosZ es la subunidad cataliticas y los
productos de los genes NoSR y nosX presentan cierta identidad con las proteinas Nirl y NirX
de P. denitrificans, respectivamente (Saunders et al. 1999, 2000). NosX parece implicada en
el procesamiento de iones cobre y NosR lo esta en la activacion de la transcripcion del
promotor de los genes nos de P. stutzeri (Cuypers et al. 1992; Wunsch y Zumft, 2005). El
cobre es poco soluble en condiciones de limitacidon de oxigeno, por lo que requiere proteinas
que sean capaces de captarlo en el interior celular, procesarlo hasta su estado activo y

ensamblarlo a la proteina. Estas funciones corresponden a los productos de los genes
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nosDFYL (Honisch y Zumft, 2003). Para una revisién ver Zumft (2005); Van Spanning et al.
(2005).

1.2. Regulacion de la desnitrificacion

La desnitrificacion es un proceso regulado a dos niveles. En primer lugar, existe un
control en relacion con la tension de oxigeno, de forma que, en aerobiosis, no se activa la
sintesis de las enzimas que intervienen en el proceso, lo que se debe a que la respiracion
oxigénica es un mecanismo mas favorable desde el punto de vista energético. En segundo
término, se requiere la presencia de nitrato, o un 6xido de nitrégeno derivado. Las enzimas de
la desnitrificacion actuian de modo secuencial reduciendo cada 6xido de nitrégeno, de modo
que el producto de una enzima actiia como el sustrato de la siguiente. Ya que el nitrito y el
oxido nitrico son toxicos para la célula, su produccion debe controlarse para mantener sus
niveles por debajo del nivel de citotoxicidad (De Boer et al. 1994; Zumft, 1997). Las
proteinas que intervienen en la regulacion a ambos niveles, asi como la cooperacion entre las
mismas, difiere de unos microorganismos desnitrificantes a otros, lo que hace que existan
diferencias en los circuitos de control de la desnitrificacion (Zumft, 1997; 2002; van Spanning

et al. 2005).

1.2.1. Regulacion por oxigeno

Durante la desnitrificacion se han descrito dos sistemas que actiian como sensor de la
concentracion intracelular de oxigeno, representados, respectivamente, por las proteinas Fnr y

FixK,/FixLJ.

1.2.1.1. Reguladores Fnr/Crp

La existencia de Fnr se describié en E. coli para explicar la existencia de cepas
mutantes incapaces de usar fumarato, nitrato o nitrito como aceptores de electrones durante el
crecimiento en microaerobiosis. Precisamente, el término Fnr (fumarate and nitrate reduction)
hace referencia a la deficiencia de las cepas mutantes en la reduccion microaerdbica del
fumarato y del nitrato (Lambden y Guest, 1976). Fnr es una proteina citoplasmatica que
presenta homologia estructural y funcional con la proteina Crp (Cyclic-AMP receptor protein)

de E. coli (Shaw et al. 1983), también llamada Cap (Catabolite activator protein). Fnr de E.
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coli esta implicada en la expresion de mas de cuarenta genes y operones que requieren
limitacién de oxigeno para su expresion, entre otros, los genes que codifican la alcohol
deshidrogenasa, la aconitasa, el transporte del dicarboxilato, las citocromo 0 y d oxidasas, la
dimetil sulfoxido reductasa, la fumarato reductasa, las nitrato y nitrito reductasas, la
biosintesis del cofactor de molibdeno, la hidrogenasa, etc. (ver revision de Guest et al. 1996;
Korner et al. 2003).

Crp y Fnr pertenecen a un grupo de proteinas al que dan nombre, por ser los miembros
que primero se identificaron y caracterizaron. Se encuentran representados en los reinos
Bacteria y Eukaria, aunque es la clase y de las Proteobacteria la que mas miembros contiene
y donde su bioquimica y genética se han estudiado con mayor detalle (ver revisiones de
Korner et al. 2003; van Spannig et al. 2005). Son proteinas de 230-250 aminoacidos que se
caracterizan por presentar en su extremo C-terminal un motivo de unién a ADN (helix-turn-
helix, HTH, Ns-(A/C)-N3-G-Ns-(I/V)-Ns (Brennan y Matthews, 1989), un dominio central a-
hélice implicado en la dimerizacion de la proteina, y un extremo N-terminal compuesto por
unos 170 residuos, de composicion variable, donde radica la versatilidad de estos reguladores
para responder a los diferentes estimulos ambientales a los que las bacterias pueden
enfrentarse. En Fnr, el extremo N-terminal incluye tres cisteinas agrupadas en la secuencia
Cys-X,-Cys-Xs-Cys que, junto otra cisterna en la region central, constituyen un dominio de
unién de grupos [Fe-S].

Fnr se une de forma especifica a las denominadas cajas de anaerobiosis cuya secuencia
consenso es 5’-TTGAT-N4s-ATCAA-3’ (Spiro y Guest, 1990; Guest et al. 1996), en las que el
motivo TTGA interacciona con los aminoacidos Glu-209 y Ser-212 de cada mondmero de la
proteina (Vollack et al. 1999). Las cajas de anaerobiosis de la mayoria de los promotores
regulados positivamente por Fnr estdn centradas en posicion -41,5 respecto al sitio de inicio
de la transcripcion, aunque existen notables excepciones (para revision ver Korner et al. 2003;
van Spannig et al. 2005).

Mientras que en aerobiosis Fnr es monomérica e inactiva (Lazazzera et al. 1996;
Green y Baldwin, 1997), en condiciones microaerdbicas la proteina es un dimero capaz de
unirse a ADN. Cada dimero contiene dos grupos [4Fe-4S]*" que se unen al motivo de
cisteinas en condiciones anoxicas, por lo que el conjunto de tales cisteinas es clave para la
actividad como regulador transcripcional de Fnr (Spiro y Guest, 1990; Guest et al. 1996). En
presencia de oxigeno, la agrupaciéon [4Fe-4S]*" se oxida, separandose en dos mondmeros
inactivos (Unden y Schiravski, 1997). El tamaiio molecular de la proteina inactiva es de unos

30 kDa (Trageser et al. 1990).
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Que los genes de la desnitrificacion estan controlados por limitacion de oxigeno se
confirmé cuando se llevaron a cabo experimentos de fusion entre el gen lacZ y las regiones
promotoras de los genes nirS (Arai et al. 1991), nirQ (Arai et al. 1994) y nosR de P.
aeruginosa (Cuypers et al. 1995). Después de esos experimentos se establecié con claridad
que el primer factor estrictamente necesario para que se expresen los genes de la
desnitrificacion es la ausencia de oxigeno (ver revisiones de Zumft, 1997; van Spanning et al.
2005).

Respecto al mecanismo de activacion de la transcripcion de los genes que regulan los
activadores transcripcionales de la familia Crp/Fnr, el mejor conocido es el de Crp de E. coli.
La activacion de los promotores regulados por Cap requiere tres componentes: la proteina
Cap, la ARN polimerasa (ARNP) y el ADN (para una revision ver Busby y Ebright, 1999;
Lawson et al. 2004).

La proteina Cap esta formada por dos monomeros de 45 kDa cada uno. El dominio N-
terminal que abarca los residuos 1 a 139 responsable de la interaccion con el AMP-ciclico. El
dominio C-terminal, que se extiende de los residuos 140 a 209, contiene un motivo HTH,
ITRQEICQIVGCSRETVGRILK, que reconoce la secuencia palindrémica 5°-
AATGTGATCTA-GATCACATTT-3" (Ebright et al. 1989). La proteina Cap se ha purificado
y su estructura determinada mediante cristalografia (McKay y Steitz, 1981).

La holoenzima ARNP tiene una masa molecular de 450 kDa, y estd compuesta por las
subunidades o,BB’c (Chamberlin, 1976). La subunidad a tiene un tamafio molecular de 37
kDa y esta formada, a su vez, por dos dominios, el N-terminal, aNT, responsable de su
dimerizacion y de la interaccion con la ARNP, y el C-terminal, aCTD, responsable de la
interaccion con el ADN, asi como con otras moléculas que puedan actuar como activadores,
represores o terminadores de la transcripcion. Ambas subunidades estan unidas por un puente
de unos 13 aminoacidos que posee cierta flexibilidad, lo que le permite establecer diferentes
contactos, segin el modelo de activacion, o el tipo de complejo de la transcripcion (Blatter et
al. 1994; Busby y Ebright, 1994). La subunidad B, de 151 kDa, es responsable de la actividad
catalitica (Miller et al. 1997) y la subunidad o, 70 kDa, es la responsable del reconocimiento
de los elementos -35 y -10 de los promotores (Busby y Ebright, 1994). Existen otros factores
o de distinta masa molecular, que pueden reconocer otras secuencias especificas en los
promotores, aunque el mecanismo de activacion de la ARNP es similar. En E. coli se han
identificado seis factores o alternativos. El factor o>* (54 kDa), codificado por el gen rpoN,

estd implicado en la expresion de gran variedad de genes, incluyendo los relacionados con la
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fijacién y asimilacion del nitrogeno (Magasanik, 1982). Los factores 6>~ (32 kDa) y o** (24
kDa), estan codificados por los genes rpoH y rpoE, respectivamente, e intervienen en
respuesta al choque térmico (heat shock genes) (Erickson et al. 1987; Erickson y Gross,
1989). El factor sigma o (38 kDa), el producto del gen rpoS, es un elemento clave en la
respuesta al estrés durante la transicion de la fase de crecimiento exponencial al estacionario
(Hengge-Aronis, 1993). El factor sc** (28 kDa) esta codificado por el gen rpoS y controla la
transcripcion de los genes implicados en la formacion del flagelo y en quimiotaxis (Arnosti y
Chamberlin, 1989). Por ultimo, Fecl, una proteina implicada en el transporte de citrato
férrico, se considera también un factor 6°* con funciones extracitoplasmaticas (Angerer et al.
1995).

Los promotores activados por Cap, en funcidon de su interaccidon con esta proteina, se
han clasificado en tres grupos, de manera que cada uno tiene un mecanismo de activacion
diferente (Busby y Ebright, 1994; Lawson et al. 2004).

Los promotores de la clase I s6lo requieren una molécula de Cap para la activacion de la
transcripcion, y se unen en una posicion generalmente comprendida entre la -93 y la -62
respecto al sitio de inicio de la transcripcion. En la activacion interviene una region
comprendida entre los residuos 156 a 164, llamada region activadora 1 (ARI1, Activating
Region 1). Esta region interacciona con la llamada region determinante 287 de la aCTD de la
ARNP (Savery et al. 1998), zona en la que la mutacién de algunos residuos afecta la
interaccion con la Cap. Las regiones determinantes 261 y 265 de aCTD son también
esenciales para la activacion, ya que intervienen en la interacciéon con el ADN (Gaal et al.
1996; Murakami et al. 1996; Ross y Gourse, 2005). Para que la transcripcién ocurra en los
promotores de la clase I, la proteina Cap debe estar en contacto directo con la subunidad
oCTD de la ARNP, lo que facilitaria la union de aCTD con el ADN adyacente comprendido
entre Cap y la ARNP. La interaccion entre Cap y ARNP incrementa la afinidad de la ARNP
por el promotor, lo que favorece la iniciacion de la transcripcion (Malan et al. 1984; Kolb et

al. 1993; Heyduk et al. 1993).

Los promotores incluidos en la clase II requieren para su activacion por Cap que,
ademas de ARI, la proteina posea otra region activadora, AR2, comprendida entre los
aminodcidos His19, His21, Glu21l y Lys101 de su extremo N-terminal (Niu et al. 1996). Para
la interaccioén con Cap, la ARNP requiere, ademds de los determinantes 265 y 287 de aCTD

(Savery et al. 1998), un determinante adicional formado por los residuos 162 a 165 de aNTD
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(Niu et al. 1996). En el mecanismo de activacion propuesto, el sitio de unién de Cap a los
promotores de la clase II se solaparia con el elemento -35 del promotor y la transcripcion se
iniciaria a partir de la interaccion de AR1 con aCTD y de AR2 con aNTD. Mientras que la
unién entre Cap y la aCTD, como ya se ha indicado, incrementa la afinidad de la ARNP por
el promotor (Niu et al. 1996; Rhodius et al. 1997), la interaccioén entre AR2 y aNTD facilita
la formacién del complejo cerrado al complejo abierto necesario para que se inicie la
transcripcion. Ademas de estas dos interacciones, la que ocurre entre el Glu58 de una tercera
regién activadora (AR3) de Cap y la subunidad 6”° de la ARNP es esencial para la activacion
(Williams et al. 1991; Niu et al. 1996) ya que dicha interacciéon parece implicada en la

formacion del complejo abierto (Busby y Ebright, 1997).

Para la activacion de los promotores de clase III es necesaria la intervencion de dos o
mas moléculas de Cap. Intervienen. Aunque estos promotores tienen distintas arquitecturas,
con diferentes distancias entre los sitios de union de Cap con la ARNP, la organizacion es
relativamente simple, puesto que son combinaciones de las clases I y II. De este modo, un
dimero de Cap unido al ADN en la posicion -103 o -93 puede activar la transcripcion
actuando simultdneamente con otro dimero unido en la posicion -62 (Joung et al. 1993; Law
et al. 1999; Langdom y Hochschild, 1999). En estos casos, cada dimero de Cap funciona
independientemente como en el caso de la clase I, contactando su AR1 con cada copia de la
oCTD. Del mismo modo, un dimero de Cap centrado en las posiciones -103, -93 o -83 puede
activar la transcripcion actuando simultdneamente con un dimero centrado en la posicion -42
(Busby et al. 1994; Belyaeva et al. 1998). De esta manera, un dimero activaria siguiendo el
mecanismo de los promotores de clase I, esto es conectando su AR1 con una aCTD, y el otro
dimero actuaria mediante un mecanismo de clase II, contactando su AR1, AR2 y, segtn el

caso, su AR3 con la aCTD, aNTD y ('570, respectivamente.

Entre las mas de las 1.200 proteinas con un motivo de uniéon a ADN similar al
localizado en N-terminal de Cap/Fnr, se han indentificado 369 que, ademads, poseen en su C-
terminal un motivo HTH de union a ADN. Por sus relaciones filogenéticas, se han clasificado
en 14 grupos, cada uno de ellos representado, respectivamente, por las proteinas ArcR, CooA,
Cprk, Crp, Dnr, FixK, Flp, Fnr, FnrN, MalR, NnrR, NtcA, PrfA y Yeil, que responden a un
amplio espectro de sefales tanto exdgenas como intracelulares (Korner et al. 2003). Entre

ellas, ademas de Fnr, otras proteinas implicadas en regulacion de la desnitrificacion son Anr
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de P. aeruginosa (Ye et al. 1995) y FnrP de P. denitrificans (Van Spanning et al. 1997), que
controlan la expresion del operdn nar y fueron los primeros reguladores tipo Fnr descritos en
bacterias desnitrificantes. La expresion del gen aniA, que codifica la Cu-NirK nitrito
reductasa de Neisseria gonorrhoeae, también depende de un regulador de la familia Crp/Fnr
(Lissenden et al. 2000).

Todos los reguladores transcripcionales de respuesta a la limitacion de oxigeno de la
familia Crp/Fnr se agrupan en el mismo clado, lo que indica la identidad tanto en la secuencia
aminoacidica como en las distintas caracteristicas estructurales de los diversos ortdlogos

(Korner et al. 2003).

1.2.1.2. Reguladores FixKy/FixLJ

La proteina FixK, se descubrio en B. japonicum (Fisher 1994; Nellen-Anthamatten et
al. 1998), donde controla la expresion de una serie de genes y operones implicados tanto en el
metabolismo microaerobico, como fiXNOQP/fixGHIS, hemA, rpoN;, hup, etc. (ver Nellen-
Anthamatten et al. 1998), como en la desnitrificacion (ver capitulo 3.4). FixK, se incluye en
el clado FixK de la familia Fnr/Crp, rama que se caracteriza por carecer tanto del motivo de
cisteinas del extremo N-terminal como de la cisteina del dominio central de la proteina. Por
tanto, la actividad de estos factores no esta sometida a control redox como ocurre en Fnr/Crp.
Entre las proteinas de esta rama cabe destacar, entre otras, a FixK de S. meliloti (Batut et al.
1989) y de A. caulinodans (Kaminski y Elmerich, 1991).

Puesto que los reguladores de tipo FixK carecen de mecanismo sensor de la
concentracion de oxigeno, su actividad ocurre en cooperacion con el sistema regulador de dos
componentes denominado FixLJ. FixL se describioé por primera vez en Sinorhizobium meliloti
en donde controla la expresion de genes relacionados con la fijacion simbidtica de dinitrégeno
(fix y nif) y con la desnitrificacion (Virts et al. 1988; David et al. 1988; Anthamatten y
Hennecke, 1991). Proteinas homologas a FixL se han descrito también en Caulobacter
crescentus (Crosson et al. 2005) y en Rhodopseudomonas palustris (Dispensa et al. 1992).

FixL contiene en su extremo N-terminal el dominio PAS (del inglés Per-ARNT-Sim).
Este nombre es un acronimo formado por las iniciales de las proteinas que contienen las
secuencias caracteristicas de este dominios: la proteina period clock de Drosophila (PER), el
translocador nuclear del receptor aril-hidrocarbonado presente en vertebrados (ARNT) y la
proteina single-minded de Drosophila (SIM) (ver revision de Taylor y Zhulin, 1999). En el

dominio PAS, no obstante, se localiza, de forma invariable, una histidina ligada a un grupo
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hemo con gran afinidad por el oxigeno (Gilles-Gonzalez et al. 1994; Bertolucci et al. 1996).
En aerobiosis, el oxigeno se une al grupo hemo y FixL es inactiva (Tuckerman et al. 2002;
Dunham et al. 2003). La variabilidad en los residuos aminoacidicos del domio PAS confiere a
FixL una gran versatilidad ya que, ademas de oxigeno, puede unirse a monoéxido de carbono y
oxido nitrico (para revision ver Gilles-Gonzalez y Gonzalez, 2005).

En ausencia de oxigeno, FixL se autofosforila por la actividad quinasa de su extremo
C-terminal (Gong et al. 1998). La proteina FixL fosforilada activa, a su vez, a la proteina FixJ
mediante la transferencia de un grupo fosfato a un aspartato (Tuckerman et al. 2001; 2002).
FixJ es un regulador de respuesta capaz de activar las regiones promotoras de los genes que
regula. En conjunto, FixL y FixJ constituyen un sistema sensor-regulador de dos componentes
implicado en la activacién de genes que se expresan en condiciones limitantes de oxigeno
(Gilles-Gonzalez y Gonzalez, 1993; Anthamatten et al. 1992).

Las proteinas FixLJ/FixK, forman, en conjunto un sistema regulador global en respuesta a la
limitaciéon de oxigeno.

En la region promotora de todos los genes controlados por FixK, existe una secuencia
tipificada por la secuencia consenso 5’- TTGAT-N4-GTCAA- 3°, donde se uniria la proteina.
Esta secuencia se denomina caja FixK y es homologa a la secuencia que reconoce Fnr (Tabla
1.1). Todos lo promotores regulados por FixK, tienen la arquitectura correspondiente a los
promotores de clase II, con el sitio de union centrado en la posicion -41,5. El gen hemN;
puede ser una excepcion a esto, ya que posee un sitio de unidon de FixK, adicional en la

posicion -78,5, lo que sugiere que pueda tratarse de un promotor de clase III.
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Tabla 1.1. Cajas Fnr/FixK en B. japonicum. Se incluyen las secuencias correspondientes y su

posicion respecto al sitio de inicio de la transcripcion.

Gen Secuencia Posicion respecto al sitio de Referencia

inicio de la transcripcion

nnrk TTGCGctatCGCAA Desconocido Mesa et al. 2003
napE TTGATccagATCAA -66,5 Delgado et al. 2003
nirk TTGTTgcagCGCAA Desconocido Velasco et al. 2001
norC TTGCGccectGACAA -45,5 Mesa et al. 2002
nosk TTGATccagCGCAA Desconocido Velasco et al. 2004
Secuencia TTGAT-N4-ATCAA -41,5 Spiro y Guest, 1990
consenso
Fnr
Secuencia TTGAT-N4,-GTCAA -40,5 Fischer, 1994
consenso
FixK

1.2.2. Regulacion por 6xidos de nitrégeno

1.2.2.1. Regulacién por nitrato/nitrito: Los sistemas de dos compenentes NarXL vy
NarQP

Como ya se ha indicado, la maxima expresion de la desnitrificacion requiere, ademas
de limitacion de oxigeno, la presencia de nitrato/nitrito. En los microorganismos
desnitrificantes se han encontrado tres tipos de sistemas, NarXL, NarQP y NarR, capaces de
actuar como sensores de la concentracion intracelular de tales aniones.

NarXL y NarQP son sistemas reguladores de dos componentes. Aunque NarX y NarQ
responden tanto a la presencia de nitrato como de nitrito, NarX posee mayor afinidad por el
nitrato y NarQ por el nitrito (Rabin y Stewart, 1993). NarX y NarQ activan, respectivamente,
a NarL y NarP que, a su vez, controlan la expresion de los genes nar y nap (Darwin y
Stewart, 1996; Darwin et al. 1998). La activacion de los genes nar requiere, ademas, la
presencia del factor de integracion del hospedador (IHF) (Rabin et al. 1992). Aunque se
desconoce la posible interaccion entre IHF, NarL o NarP, y Fnr, la presencia de los sitios de
reconocimiento para NarL/NarP y Fnr es esencial para la maxima expresion de la
transcripcion (Darwin et al. 1997,1998; Guest et al. 1996). La NarL/NarP reconoce una

secuencia heptamérica localizada en la regién promotora del gen que regula que se
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corresponde con la secuencia consenso 5’-TAC-(C/T)-N-(A/C)-T-3’, de localizacion algo
variable (Li et al. 1994).

Sistemas homologos a NarXL/NarQP se han descrito en las B y y proteobacterias. En
Neisseria gonorrhoeae se han identificado los genes narQP, cuyos productos controlan la
expresion de los genes nir y nor en respuesta al nitrito (Lissenden et al. 2000).

NarR es un miembro de la familia Fnr/Crp que, en P. pantotrophus y P. denitrificans,
es necesario para la transcripcion de los genes narKGHJI en respuesta al nitrito. NarR carece
de cisteinas, por lo que no parece que pueda unir grupos [Fe-S], y se activa por azida, por lo
que pudiera tratarse de una metaloproteina (Wood et al. 2001, 2002). Puesto que se ha
encontrado en a-proteobacterias carentes de narXL, NarR pudiera ser un sustituto de NarXL

en esos microorganismos

1.2.2.2. Regulacién por 6xido nitrico

La primera observacion relativa a una proteina sensor de NO en organismos
desnitrificantes se debe a Zumft y colaboradores (1994), cuando observaron que una mutacioén
en el gen estructural nirS de P. stutzeri ocasionaba simultineamente una disminucion tanto en
la actividad nitrito reductusa como NO reductasa. Igualmente, la mutacion en los genes norB
o norC producia un cese de la actividad nitrito reductasa. Resultados similares a los P. stutzeri
se obtuvieron en P. denitrificans (Palmedo et al. 1995), por lo que se propuso que el NO
podria ser la molécula sefial responsable de la induccion de los genes de la desnitrificacion.
Este papel se demostré por primera vez en R. sphaeroides mediante el empleo de fusiones
transcripcionales entre las regiones promotoras de los genes nirK y norC con lacZ. Cuando
cepas mutadas, o que carecian de nirK, se incubaron con nitroprusiato sodico (SNP), un
agente generador de NO" (Bates et al. 1991) no se detecté actividad p-galactosidasa (Tosques
et al. 1996, 1997; Kwiatkowski et al. 1996). Ademas, cuando R. sphaeroides 2.4.1, que carece
de nirK, se cultivo con A. cycloclastes, que si produce NO, se detectd expresion de actividad
(Kwiatkowski et al. 1997). Resultados similares (Van Spanning et al. 1999; Hutchings et al.
2000; Lee et al. 2006) se obtuvieron cuando cepas de P. denitrificans mutadas en los genes
nirl, nirS y norC, y transformadas con las correspondientes fusiones transcripcionales, se
cultivaron con SNP o S-nitrosoglutation (GSNO), este ultimo utilizado también como
productor de NO (De Groote et al. 1995). Igualmente, cuando la mutante nirl se cultivé junto
con una cepa mutante en el gen norC se detectd actividad -galactosidasa (Van Spanning et

al. 1999). Los estudios de deteccion de ARNm en P. stutzeri demostraron que tanto el SNP
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como el GSNO pueden activar la expresion de los promotores de los genes nirS y norC,
aunque los maximos valores de actividad se obtuvieron en presencia de NO gas a una
concentracion de 5 nM, valor que corresponde con la concentracion de NO estacionaria

durante el proceso de desnitrificacion (Vollack y Zumft, 2001).

Hasta la fecha, todos los reguladores transcripcionales que responden al NO se
clasifican en dos grandes grupos, Dnr y NnrR, que toman sus nombres de los primeros
miembros identificado de cada grupo, la proteina Dnr (Dissimilatory nitrate respiration
regulator) de la y-proteobacteria Pseudomonas y la NnrR (Nitrite and nitric oxide reductase
regulador) de la a-proteobacteria R. sphaeroides. Aunque Dnr y NnrR se incluyen en la
familia Crp/Fnr, ambas proteinas estan filogenéticamente separadas (Mesa et al. 2002; Korner
etal. 2003).

Todos los miembros del grupo Dnr carecen del motivo de cisteinas que se requiere
para la union de los grupos [4Fe-4S], aunque algunos de ellos presentan alguna cisteina en su
secuencia (Figura 1.3). Presentan en el extremo C-terminal una secuencia consenso
representada por los aminoacidos EXXSR, que establecen contacto con las bases TA y GC de
la secuencia de ADN que reconocen (Spiro, 1994). A este grupo pertenecen Dnr de P.
aeruginosa (Arai et al. 1995), Nnr de P. denitrificans (van Spanning et al. 1997), DnrD de P.
stutzeri (Vollack et al. 1999) (Figuras 1.2 y 1.3). Todos ellos son responsables de mantener la
homeostasis intracelular de NO mediante el control de la expresion coordinada, en
condiciones microaerobicas, de las enzimas que intervienen en el metabolismo del NO, esto
es la nitrito y la 6xido nitrico reductasas. También pertenecen a este grupo la proteina NarR
de P. pantotrophus, implicada, como ya se ha indicado, en la expresion del operén nar y de
narK que codifica un putativo transportador de nitrato/nitrito (Wood et al. 2001).

El grupo NnrR recibe su nombre de la proteina NnrR de R. sphaeroides 2.4.3,
implicada en la expresion simultdnea de la nitrito reductasa y la NO reductasa (Tosques et al.
1996). A este grupo pertenecen también NnrR de R. sphaeroides 2.4.1. (Kwiatkowski et al.
1997), Nnr de R. sphaeroides sp. denitrificans (Sabaty et al. 1999), NnrR de Pseudomonas G-
179 (Bedzyk et al. 1999) y NnrR de Bradyrhizobium japonicum (Mesa et al. 2003) (Figura
1.2). En contraste con el motivo EXXSR de las proteinas Dnr, los miembros del grupo NnrR
presentan en su extremo C-terminal la secuencia HXXSR, en la que el glutamato de Dnr se
sustituye por una histidina, en la secuencia de reconocimiento del ADN. También se ha
sugerido que Dnr y NnrR parecen estar relacionados con la regulacion de las nitrito reductasas

de tipo cd, y de tipo Cu, respectivamente (Mesa et al. 2003).

19



Introduccion

Como en Dnr, los miembros del grupo NnrR carecen del motivo de cisteinas y, en general,

presentan una secuencia mas homogénea entre sus miembros que los del grupo Dnr (Figura

1.2).

————E:: 1148 - Corynebacterium glutamicum | gi 19552398
1525 - Corynebacterium efficiens YS314 | gi 25028081

2043 - Rhodopseudomonas palustris CGA009| gi 22962751
NnrR - Rhodobacter sphaeroides 37713 | gi 1458102

Nnr - Rhodobacter sphaeroides ssp.denitrificans IL106 | gi 4680331
2270 - Rhodobacter sphaeroides 2.4.1| gi 22058688
NnrR - Rhodobacter sphaeroides 36983 | gi 2360963

602 - Rhodopseudomonas palustris CGA009| gi 22961327
NnrR - Bradyrhizoblum japonicum USDA110| gi 27382195
NnrR - Brucella suis 1330 | gi 23500037

679 - Sinorhizobium meliloti 1021 | gl 16263132

974 - Agrobacterium tumefaciens C58| gi 15890603

NnrR - Pseudomonas sp. G179 | gi 3925389

Dnr - Alcaligenes faecalis S-6 | gi 6978954

I986 - Brucella melitensis 16M | gi 17989331

262 - Brucella suis 1330 | gi 23500019

4454 - Nostoc sp. PCC7120 | gi 17231946

1410 - Caulobacter crescentus CB15 | gi 16125659
T NarR - Paracoccus pantotrophus | gi 14348602
l 301 « Brucella suis 1330 | gi 235600056
11947 - Brucella melitensis 16M | gi 17989292

8858 - Magnetosplrillum magnetotacticum MS-1| gi 23016271
7682 - Magnetospirillum magnetotacticum MS-1] gi 23015085
6628 - Magnetospirillum magnetotacticum MS-1| gi 23014002
8857 - Magnetospirillum magnetotacticum MS-1 | gi 23016270
HbaR - Rhodopseudomonas palustris CGA009 | gi 6118088
Nnr - Paracoccus denitrificans DSM413 | gi 8119332
1207 - Sinorhizobium mellloti 1021 | gi 16263110
2384 - Agrobacterium tumefaciens C58 | gi 17936276
Fnr - Rhizobium etll CFN42 | gi 21492680
1891 - Magnetococcus sp. MC1 | gi 23000226
332 - Magnetococcus sp. MC1 | gi 22998591

DnrD - Pseudomonas stutzeri ZoBell ATCC14405 | gi 4585795
il Dnr - Pseudomonas aeruginosa PAO1 | gi 15595724
_|:|3an - Pseudomonas stutzeri ZoBell ATCC14405 | gi 4585799

DnrS - Pseudomonas stutzeri ZoBell ATCC14405 | gi 4585802
966 - Ralstonia solanacearum GMI1000 | gi 17549187
Fnr - Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC33020 | gi 1657803

2268 - Geobacter metallireducens | gi 23055410
—Egzs - Desulfovibrio desulfuricans G20 | gi 23474021

Dnr - Synechocystis sp. PCC6803 | gi 16332256

670 - Rhodospirillum rubrum ATCC11170 | gl 22966075

6629 - Magnetospirillum magnetotacticum MS-1| gi 23014003

NnrR

Dnr

Figura 1.2. Arbol filogenético de los miembros del grupo Dnr y NnrR de la familia Fnr/Crp de

reguladores transcripcionales. Se presenta el nombre de la proteina o el codigo de la misma en los

casos en los que no ha sido caracterizada, seguido del nombre de la especie y su numero de

identificacion (numero GI) seglin la base de datos del NCBI (Korner et al. 2003).
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| | | | | |
Ej FPRLALNTLOTVETELOESHT REILEHET QOWEQRTRHELLELAEE Q2 ZEELD HEIETDEFIZEQDI 154
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Ezd YPGEATEZYRTL GARLGEHQERITELLT QUUTEQETLALCLLELVH Q2 ZREVET GIETEFPITRQNI 154
Fir-173 HPELAVTRHOTI GERLEERHYETEEHET EEVEREVA HTVIRLAE KR GEQEKD GIRTDELIZREQDI 167
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Pz NORLTEALLGELCVRLHQEINEIETL EL EHATHEVYETYLLT QLA RV -~--ED GENEFELPHREQLWY 154
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Figura 1.3. Alineamiento de la secuencia de aminoacidos de la proteina NnrR de B. japonicum
(Bj; nimero de identificacion AJ311165, Mesa et al. 2003) con las proteinas NnrR de R. sphaeroides
2.4.1 (Rsl; AF016258, Kwiatkoswski et al. 1997), NnrR de R. sphaeroides 2.4.3 (Rs3; U62403,
Tosques et al. 1996), NNR de R. sphaeroides sp. denitrificans (Rsd; AF126490, Sabaty et al. 1999),
NnrR de Pseudomonas G-179 (PG-179; AF083948, Bedzyk et al. 1999), Dnr de P. aeruginosa (Pa;
D50019, Arai et al. 1995), DnrD de P. stutzeri (Ps; AJ131715, Vollack et al. 1999), y Nnr de P.
denitrificans (Pd; U17435, van Spanning et al. 1995). En rojo se indican los aminoacidos idénticos en
todas las secuencias; en azul, cuando presentan, al menos, un 75% de identidad; en verde, aquellos

cuya identidad oscila entre el 50 y el 75%; en gris, los aminoacidos cuya identidad es inferior al 50%.
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Un esquema de los circuitos de regulacion de los genes de la desnitrificacion por las

proteinas de los grupos Dnr y NnrR se presenta en la Figura 1.4.
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Figura 1.4. Regulacion de los genes de la desnitrificacion en P. aeruginosa (A), P. stutzeri (B), P.
denitrificans (C) y R. sphaeroides (D). En el recuadro verde se representa la proteina del grupo
Dnr/NnrR de la familia Crp/Fnr de reguladores transcripcionales, mientras que en el recuadro naranja
aparecen las proteinas de los grupos Fnr/FnrN de la misma superfamilia, implicados en el

metabolismo anaerobio.

En la regién promotora de todos los genes controlados por Dnr y NnrR existe una
secuencia consenso homologa a las cajas de anaerobiosis reguladas por Fnr, que se localiza
entre las posiciones -40,5 a -43,5 respecto del sitio de inicio de la transcripcion, lo que sugiere
que los promotores que regulan la expresion de nir y nor pertenecen a la clase 1. Hasta la

fecha no se ha demostrado la interaccion directa de ninguno de estos reguladores con su
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promotor. No obstante, las cepas de P. denitrificans mutadas en la secuencia palindromica y
transformadas con plasmidos que contenian una fusion entre la region promotora de los genes
nirS o norC y el gen lacZ, carecen de actividad B-galactosidasa cuando se incuban en
condiciones desnitrificantes (Saunders et al. 1999).

En E. coli, Fnr actiia como sensor de NO ya que se ha demostrado su intervencion en
la desrepresion del gen hmpA, gen que codifica una flavohemoglobina que elimina el exceso
de NO mediante su reduccion a N,O en microaerobiosis (Poole et al. 1996, Poole y Hughes,

2000).

1.3. Desnitrificacién en el orden Rhizobiales

Las bacterias del orden Rhizobiales, conocidas con el nombre genérico de rizobios,
son bacterias del suelo, Gram-negativas, que se agrupan en los géneros Rhizobium,
Allorhizobium, Ensifer (antes Sinorhizobium), Mesorhizobium, Blastobacter, Azorhizobium,
Devosia, Methylobacterium, Ochrobactrum y Bradyrhizobium (Ramirez Baena, 2006). Todos
ellos se caracterizan por su capacidad para infectar las células corticales de las raices de las
leguminosas y formar nddulos, estructuras tipicas de la asociacion simbiotica planta-bacteria,
donde se lleva a cabo el proceso de fijacion biologica del N, esto es, la reduccion del N; a
amonio. En el interior de los nddulos las bacterias se transforman en bacteroides, que son las
células que sintetizan la enzima nitrogenasa, responsable de la catélisis del N,. A partir del
amonio formado se originan los productos organicos nitrogenados esenciales para la
nutricion, funcionamiento y desarrollo de las plantas. La capacidad, por tanto, de estas
bacterias para reducir N, en simbiosis es un proceso de enorme significacion agricola, ya que
las plantas implicadas, las leguminosas, tienen una gran repercusion en la nutriciéon humana y
animal como fuente de proteinas, obtencion de aceite, fibras, etc.

Aunque en 1938 Rajagopalan observo la capacidad de los rizobios para desnitrificar,
fue Evans, en 1954, el primero en demostrar la presencia de un sistema activo de reduccion de
nitrato en B. japonicum. Mas tarde, Kennedy et al. (1975) detectaron actividad nitrato
reductasa tanto en el citosol como en las membranas de B. japonicum. Sin embargo, la
capacidad de desnitrificar no estd muy extendida entre los rizobios, ya que sélo B. japonicum
y A. caulinodans son los unicos capaces de crecer cuando se cultivan en condiciones
limitantes de oxigeno y presencia de nitrato como aceptor final de electrones. Se ha sugerido

que la capacidad de desnitrificar pudiera constituir una ventaja competitiva para la
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permanencia y distribucion en el suelo y para la capacidad de colonizacion de aquellas
bacterias que la posean.

Entre los rizobios, se han caracterizado genes que codifican enzimas de la
desnitrificacion en R. sullae (antes R. hedysari) (Toffanin et al. 1996), R. etli (Bueno et al.
2005), S. meliloti (Holloway et al. 1996; Galibert et al. 2001) y B. japonicum (Bedmar et al.
2005). No se han identificado ninguno de los genes de la desnitrificacion en M. loti strain
MAFF 303090 (http://www.kazusa.or.jp/rhizobase).

R. sullae induce la formacion de nédulos en simbiosis con Hedysarum coronarium. La
cepa HCNT1 de R. sullae contiene una Cu-Nir codificada por el gen nirK. La expresion de
este gen soOlo requiere condiciones limitantes de oxigeno, y es independiente de la presencia
de un oxido de nitrogeno (Casella et al. 1986). La reduccion de nitrito en esta bacteria
produce una disminucion en el crecimiento debido a la acumulacion de NO, lo que sugiere
que R. sullae HCNT1 no contiene ninguna enzima Nor (Casella et al. 1986). No se detectaron
sefales de hibridacion en el ADN total de la cepa HCNTI cuando se utilizaron los genes nor
como sonda de hibridacion, lo que confirma que la cepa carece de dichos genes (Toffanin et
al. 1996). Mutantes en el gen nirK mantienen la capacidad de nodular y de fijar nitrogeno en
simbiosis. Se ha sugerido que la enzima NirK estaria implicada en la transicion de la bacteria
a una forma viable, aunque no cultivable, en condiciones limitantes de oxigeno (Toffanin et

al. 2000), lo que le permitiria sobrevivir en condiciones de estrés (Casella et al. 2006).

R. etli forma simbiosis fijadoras de nitrogeno con Phaseolus vulgaris. El analisis de la
secuencia del genoma de R. etli CFN42 revela la existencia de los genes norCBQD vy nirK,
que codifican enzimas de tipo cNor y Cu-Nir, respectivamente
(http://www .kazusa.or.jp/rhizobase). Esta cepa carece de los genes nap y nos, por lo que es
incapaz de crecer en microaerobiosis con nitrato como Unico aceptor de electrones, y carece
de actividad nitrato reductasa (Bueno et al. 2005). Sin embargo, R. etli CFN42 crece con
nitrito como aceptor final de electrones, y una mutante en el gen nirK es incapaces de crecer
en presencia de nitrito. Puesto que la mutante expresa una actividad Nir reducida y un
consumo de nitrito disminuido, se ha propuesto que la enzima NirK pudiera estar implicada
en la respiracion y en la detoxificacion del nitrito en R. etli (Bueno et al. 2005).

En el genoma de S. meliloti 1021, concretamente en el plasmido simbidtico pSymA, se
han localizado genes que presentan homologia con los genes nap, nir, nor y nos de otras
bacterias desnitrificantes (http://www.kazusa.or.jp/rhizobase). No obstante, S. meliloti 1021

no crece en microaerobiosis con nitrato o nitrito como aceptores finales de electrones.
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Mutantes en los genes nos forman simbiosis efectivas con Medicago sativa, lo que demostro,

por primera vez, que la desnitrificacion no es esencial para la fijacion del nitrogeno en S.

meliloti 1021 (Holloway et al. 1996).

1.4. Desnitrificacion en Bradyrhizobium japonicum

B. japonicum es el tnico rizobio donde, hasta la fecha, se han aislado y caracterizado
los genes de la desnitrificacion napEDABC (Delgado et al. 2003), nirK (Velasco et al. 2001),
norCBQD (Mesa et al. 2002) y nosRZDFYLX (Velasco et al. 2004), implicados en la sintesis
de las enzimas nitrato reductasa peripldsmica (Nap), nitrito reductasa (Nir), 6xido nitrico
reductasa (Nor) y 6xido nitroso reductasa (Nos), respectivamente (ver revision de Bedmar et
al. 2005). También se ha identificado el gen NnrR cuyo producto, la proteina NnrR, regula la
expresion de los genes nir y nor en respuesta al nitrato o a un 6xido de nitrogeno derivado de

¢l (Mesa et al. 2003).

1.4.1. Nitrato reductasa periplasmica

En una serie de experimentos de secuenciacion al azar de fragmentos de ADN capaces
de codificar péptidos de localizacion periplasmica, se identific una region del cromosoma de
B. japonicum cuya secuencia presentaba homologia con la de los genes nap de otros
microorganismos. Asi, se identificaron los genes napE, napD, napA, napB y napC, que
codifican proteinas de 6.6, 11.8, 94.5, 16.9 y 23.9 kDa, respectivamente (Figura 1.5). De
acuerdo con el analisis de las secuencias de aminoacidos deducidas de la secuencia de
nucledtidos, NapA es la subunidad catalitica, que contiene un cofactor de molibdopterina y
guanina y un centro [4Fe-4S], NapB es un citocromo con dos grupos hemo C que recibe
electrones de NapC, un citocromo de membrana con cuatro grupos hemo €. NapE es una
proteina transmembrana de funcion desconocida, y NapD es una proteina soluble que podria
participar en la maduracion del complejo NapAB (Delgado et al. 2003)

La mutacion en napA dio lugar a una cepa que carece de la proteina NapA;
consecuentemente, la cepa no expresa actividad nitrato reductasa y es incapaz de crecer
microaerdébicamente con nitrato. Por tanto, la enzima nitrato reductasa peripldsmica es la
responsable del crecimiento de B. japonicum en condiciones desnitrificantes (Delgado et al.

2003).
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Figura 1.5. Organizacion de los genes nap, nir, nor y nos en B. japonicum. Junto a los nombres de

los genes identificados, se incluyen los codigos de identificacion de la Rhizobase.

1.4.2. Nitrito reductasa

En B. japonicum se ha identificado el gen nirK (Figura 1.8) que codifica una proteina
de 34,4 kDa cuya identidad con otras nitrito reductasas de tipo Cu oscila entre el 78 % de
Alcaligenes faecalis y el 68 % de R. sphaeroides. La secuencia en el extremo N-terminal
posee el motivo (S/T)RRXFLK -caracteristico de metaloproteinas peripldsmicas que se
exportan mediante el sistema Tat. Una cepa deficiente en nirK es incapaz de crecer en
microaerobiosis con nitrato, carece de actividad nitrito reductasa y acumula nitrito en el

medio (Velasco et al. 2001).

1.4.3. Oxido nitrico reductasa

Los genes nor de B. japonicum se identificaron mediante hibridacion con los genes

norCB de P. denitrificans. La posterior secuenciacion del ADN correspondiente mostrd que
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se organizan en los genes NorCBQD (Figura 1.8), que codifican proteinas de 17, 40.5, 28.8 y
70 kDa, respectivamente. La secuencia primaria de NorC y NorB tienen entre el 49 y el 85 %
de identidad con las secuencias de las enzimas Nor de P. stutzeri, P. aeruginosa, P.
denitrificans, R. sphaeroides, Pseudomonas sp. G-179 y A. faecalis. NorC es un citocromo ¢
asociado a membrana, capaz de unirse a la proteina NorB que, a su vez, es homologa a la
subunidad I (FixN) de la oxidasa terminal cbbs de distintas bacterias. Los productos de los
genes norQ y norD tienen funciones desconocidas, aunque se han implicado en el ensamblaje
y maduracion de la enzima (Mesa et al. 2002). La inactivacién de uno de los genes norC o
norB dio lugar a cepas mutantes incapaces de crecer en microaerobiosis con nitrato como
fuente de energia. El analisis de grupos hemo ¢ mediante deteccion de su actividad peroxidasa
intrinseca reveld la ausencia de una proteina de 17 kDa en las membranas de la cepa mutante

norC (Mesa et al. 2002).

1.4.4. Oxido nitroso reductasa

Los genes nos de B. japonicum se identificaron mediante hibridacion de su ADN
genomico con el gen nosZ de P. stutzeri. El aislamiento y secuenciacion de la region de ADN
que mostraba hibridacion con la sonda permitid establecer la existencia de siete marcos
abiertos de lectura, que se identificaron como los genes NOSRZDFYLX (Figura 1.8). Los genes
nosR, nosZ, nosD, nosF, nosY, nosL y nosX codifican proteinas de 85, 72, 49, 33, 28, 19 y
38.5 kDa, respectivamente. La secuencia primaria de NosZ tiene entre un 50% y un 77 % de
identidad con las secuencias NosZ de otros organismos desnitrificantes, entre ellos P. stutzeri,
R. eutropha, P. denitrificans, S. meliloti, A. cycloclastes y P. fluorescens. NosZ contiene dos
centros de cobre, Cua y Cugz, de los que el ultimo actua como centro catalitico. Las proteinas
NosDFY constituyen un transportador de tipo ABC que cataliza el transporte de Cu al interior
celular. NosL se ha identificado como una chaperona. NosX posee en su extremo N-terminal
un motivo de argininas que sugiere que NosX puede plegarse en el citoplasma y adquirir sus
cofactores antes de su transporte al periplasma. El gen nosR codifica una proteina reguladora
con seis regiones transmembrana en cuyo extremo C-terminal se localizan dos agrupaciones
de cisteinas, similares a las de algunas ferredoxinas bacterianas que se unen a centros de tipo
[4Fe-4S] (Velasco et al. 2004).

Las cepas de B. japonicum mutadas en los genes NOSR y nosZ crecen de manera
similar a la cepa parental cuando se cultivan en condiciones desnitrificantes. Es posible que el

ATP necesario para el crecimiento de las células se obtenga durante el proceso de reduccion
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del nitrato. Sin embargo, la enzima 6xido nitroso reductasa no fue activa en las cepas
mutadas, ya que se acumuld oOxido nitroso cuando las células se cultivaron
microaerobicamente con nitrato (Velasco et al. 2004).

La secuenciacion del genoma de B. japonicum (http://www.kazusa.or.jp/rhizobase/) ha
permitido confirmar los datos previos obtenidos sobre los genes de la desnitrificacion, y
comprobar la ausencia de secuencias homologas a las de los genes nar. En B. japonicum, por
tanto, la Nap es la tnica enzima responsable de la respiracion del nitrato y la que inicia la

desnitrificacion en esta bacteria (Delgado et al. 2003).

1.5. Regulacion de la desnitrificacion en B. japonicum

Como en muchos otros desnitrificantes, la expresion de los genes de la desnitrificacion
ocurre en condiciones limitantes de oxigeno y presencia de nitrato, o un 6xido de nitrogeno
derivado de ¢l (ver revision de Bedmar et al. 2005). Ademas, los genes NapEDABC requieren,

molibdeno para su expresion (Bonnard et al. 2005).

1.5.1. Regulacién por microaerobiosis

Las cepas de B. japonicum con mutaciones en los genes fixL, fixJ y fixK, son
incapaces de crecer anerobicamente con nitrato, por lo que se sugirié que, de alguna manera,
el sistema FixLLJ/FixK, estaria implicado en la regulacién de la expresion de algunos de los
genes, o de todo el proceso, de la desnitrificacion (Anthamatten y Hennecke, 1991; Nellen-
Anthamatten et al. 1998; Mesa et al. 2002). Posteriormente, la utilizacién de fusiones
transcripcionales entre las regiones promotoras de cada uno de los genes nir, nor y nos y el
gen informador lacZ ha demostrado que la expresion microaerdbica de tales genes depende
del sistema regulador FixLLJ-FixK, (Velasco et al. 2001, 2004; Mesa et al. 2002; Delgado et
al. 2003; Bedmar et al. 2005).

FixLJ es un sistema regulador de dos componentes, en el que, como ya se ha indicado,
FixL es la proteina sensor que activa al regulador FixJ mediante fosforilacion. El tinico gen
diana de FixJ identificado hasta la fecha en B. japonicum es fixK,, que esta sujeto a
autorregulacion por su propio producto (Nellen-Anthamatten et al. 1998). Como ya se ha
indicado FixK, pertenece al grupo FixK de la familia Fnr/Crp de factores transcripcionales
(Korner et al. 2003). Ademas de controlar la expresion de los genes nir, nor y nos, también

regula otros genes y operones relacionados con el metabolismo microaerdbico, entre ellos
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fixXNOQP/fixGHIS y rpoN; que codifican, respectivamente, la sintesis de la oxidasa terminal
chbs y uno de los genes 6°* (Nellen-Anthamatten et al. 1998), hupA, responsable de la sintesis
de una hidrogenasa (Durmowicz y Maier, 1998), y de los genes hemN; y hemN, implicados
en la sintesis de la enzima coproporfirindgeno III oxidasa independiente de oxigeno (Fischer
et al. 2001). FixK, también activa a fixK;, aunque se desconocen los genes regulados por
FixK;. Un esquema de los genes que controla el sistema regulador FixLJ/FixK; se indica en la
Figura 1.6.

En la region promotora de todos los genes de la desnitrificacion de B. japonicum
regulados por FixK, se han localizado secuencias homoélogas a la de la caja FixK (5°-

TTGAT-N4-GTCAA- 3°), a las que podria unirse para activar la transcripcion (Tabla 1.1).

1.5.2. Regulacion por 6xidos de nitrégeno

En B. japonicum se ha identificado el gen nnrR, de 710 pares de bases cuyo producto,
la proteina NnrR de 236 aminoacidos, comparte del 47% al 78 % de identidad con otros
reguladores transcripcionales de la familia Fnr/Crp (Mesa et al. 2003). NnrR carece de los
motivo de cisteinas y presenta en su dominio C-terminal el motivo HXXSR de unién a ADN
(Figura 1.6), por lo que se incluye en el grupo NnrR de la familia Fnr/Crp. Una cepa mutante
en NNIR es incapaz de crecer en microaerobiosis con nitrato como aceptor final de electrones,
y carece de actividad nitrato y nitrito reductasa (Mesa et al. 2003).

La expresion de nnrR estd controlada por FixK,, y en su region promotora se
encuentra una secuencia de tipo FixK (Tabla 1.1). Mientras que la activacion microaerdbica
de una fusion traduccional entre NNrR y lacZ requiere las proteinas FixL]J y FixK,, la
induccion de los genes nir y nor mediada por 6xidos de nitrogeno requiere NnrR (Mesa et al.
2003). Se ha propuesto, por tanto, que NnrR constituye un sistema adicional de control de la
desnitrificacion, de manera que, en B. japonicum, el proceso estaria controlado por una

cascada de regulacion formada por el sistema FixLJ-FixK, (Figura 1.9) (Mesa et al. 2003).
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1.6. OBJETIVOS

Durante el trabajo de investigacion realizado en el Departamento de Microbiologia del Suelo
y Sistemas Simbioticos de la Estacion Experimental del Zaidin, CSIC, sobre metabolismo
anaerobio del nitrato en Bradyrhizobium japonicum se han aislado y caracterizado los genes
napEDABC, nirK, norCBQD y nosRZDFYLX, cuyos productos se han identificado como las
enzimas nitrato reductasa periplasmica, nitrito reductasa, 6xido nitrico reductasa y 6xido
nitroso reductasa, respectivamente. Estas enzimas llevan a cabo, de modo secuencial, la
reduccion del nitrato a dinitrogeno molecular, proceso conocido como desnitrificacion. Cepas
de B. japonicum alteradas en los genes nap, nir y nor no crecen cuando se cultivan en
microaerobiosis con nitrato como Unica fuente de energia.

Tambien se ha identificado el gen nnrR, cuyo producto pertenece al grupo NnrR de la familia
de reguladores transcripcionales Fnr/Crp, que controlan la expresion de los genes nir y nor en
respuesta al 6xido nitrico (NO). En B. japonicum, NnrR parece controlar la expresion de los
genes Nir y nor en respuesta al nitrato, o a un 6xido de nitrégeno derivado de él, ya que cepas
mutantes en NNrR carecen de actividad nitrato reductasa y nitrito reductasa.

Los estudios de regulacion han demostrado que la expresion en microaerobiosis de los genes
nirk, norCBQD y nosRZDEFLXY esta controlada por el sistema regulador de dos
componentes FixLJ y el activador transcripcional FixK,. Por otra parte, la induccion de los
genes Nir y nor mediada por 6xidos de nitrogeno requiere NnrR y la expresion del gen que la
codifica, nnrR, estd controlada por FixK,. De esta manera, NnrR se afnade al sistema
regulador FixLLJ-FixK; como un nuevo elemento, integrando la sefal correspondiente al 6xido
de nitrégeno implicado en la induccién de los genes de la desnitrificacion.

A diferencia de lo genes nir, nor y nos no se ha estudiado si la expresion de los genes nap en
microaerobiosis esta controlada por la cascada de regulacion FixLJ-FixK,. Ademas de la
limitacion de oxigeno necesaria para la desnitrificacioon, se desconoce la molécula senal, bien

sea el nitrato, nitrito, 6xido nitrico u 6xido nitroso, responsable de la induccion del gen nnrR.
De acuerdo con lo expuesto, se han planteado los siguientes objetivos:
1.- Regulacion de la expresion de los genes nNapEDABC por limitacion de oxigeno.

Intervencion del sistema regulador FixLJ-FixK,-NnrR en la expresion de dichos genes.

Estudio de otras proteinas implicadas en su regulacion.

31



Introduccion

2.- Regulaciéon de la desnitrificacion por oxidos de nitrégeno. Funcion del nitrato, nitrito
6xido nitrico y 6xido nitroso en la expresion de los genes napEDABC, nirK, norCBQD y

nosRZDEFLXY.
3.- Sobreexpresion y purificacion de la proteina NnrR

4-.Caracterizacion de NnrR como regulador transcripcional de los genes de la desnitrificacion
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Material y Métodos

2.1. TECNICAS MICROBIOLOGICAS Y BIOQUIMICAS

2.1.1. Cepas bacterianas y plasmidos

Las cepas de Bradyrhizobium japonicum y Escherichia coli, asi como los plasmidos

utilizados en este trabajo, junto con sus caracteristicas mas relevantes, se indican en las

Tablas 2.1 y 2.2, respectivamente.

Tabla 2.1. Cepas bacterianas

Cepa Caracteristicas relevantes

B. japonicum

USDA110 Cepa parental; Cm"

110spcd Cepa parental; Cm’, Spc'

GRPA1 USDA110 napA::Q; Cm', Spc', Sm"

GRK308 USDAL110 nirK::Q; Cm', Spc’, Sm"

GRCI131 USDA110 norC::aphll-PSP; Cm', K"

GRB993 USDA110 norB::aphll-PSP; Cm', Km'

7403 USDA110spc4 fixL::aphll; Cm', Spc', Km"

7360 USDA110spc4 fixJ::aphll; Cm’, Spc’, Km'

9043 USDA110spc4 fixK,:Q2; Cm', Spc', Sm"

8678 USDA110 nnrR::aphll en la orientacién
opuesta a nnrk; Cm’, Km'

GRZ3035 USDA110 nosZ:: Q; Cm', Spc', Sm"

0602 USDA110 con pBG0614; Cm', T¢'

1204 7403 con pPBG0614; Cm', Spc', Km', Tc'

1305 7360 con pPBG0614; Cm', Spc’, Km', Tc'

1108 9043 con pBG0614; Cm', Sm', Spc', Tc"

0715 8678 con pBG0614; Cm', Km', Tc'

0609 USDA110 napC:: ©; Cm', Spc’, Sm"

0603 GRPA1 con pBG0614; Cm', Sm', Spc', T¢'

0604 GRPA1 con pRJ2498; Cm', Sm', Spc', T¢'

0605 GRPA1 con pRJ2499; Cm', Sm', Spc', Tc'

0107 GRK308 con pBG0614; Cm', Sm'", Spc', Tc"

0108 GRK308 con pRJ2498; Cm', Sm', Spc’, Tc'

Fuente o referencia

US Department of Agriculture,
Beltsville, MD, USA
Regensburger y Hennecke, 1983
Delgado et al. 2003

Velasco et al. 2001

Mesa et al. 2002

Mesa et al. 2002
Nellen-Anthamatten y Hennecke,
1992

Nellen-Anthamatten y Hennecke,
1992

Nellen-Anthamatten et al. 1998
Mesa et al. 2003

Velasco et al. 2004
Robles et al. 2006
Robles et al. 2006
Robles et al. 2006
Robles et al. 2006
Robles et al. 2006
Proporcionado por N. Bonnard
Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo
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0109 GRK308 con pRJ2499; Cm', Sm', Spc’, Tc"  Este trabajo
0407 GRC131 con pBG0614; Cm', Km', Tc' Este trabajo

0408 GRC131 con pRJ2498; Cm', Km', Tc' Este trabajo

0409 GRC131 con pRJ2499; Cm', Km', Tc' Este trabajo
0304 GRZ3035 con pRJ2499; Cm', Sm', Spc', Tc"  Este trabajo

1801 USDA110 araC:: Q; Cm', Spc’, Sm" Este trabajo
0722 8678 con pRJI8845; Cm', Km', Spc', Sm' Este trabajo
0723 8678 con pPP375Q.1; Cm', Km', Spc’, Sm"  Este trabajo

E. coli

S17.1 thi, pro, recA, hsdR, hsdM, RP4Tc::Mu, Simon et al. 1983

Km::Tn7, Tpr, Sm’, Spc'
DH5a SUpE44, AlacU169, 80, lacZAM, 5hsdR171, BRL®
recAl, endAl, gyrA96, thil, relAl

HB101 SUpE44, hsdS20, recAl13, ara 14, proA2, Bolivar y Backman, 1979
lacY1, galK2, rpsL20, xyl5mtl1

BL21 (DE3) F ompT hsdSg (rg'mg’) gal dcm (DE3) Novagen®

0703 DH5a. con el plasmido pPBG0703; Km" Este trabajo

0704 DH5a. con el plasmido pBG0704; Ap" Este trabajo

JRG1728 MC1000 A (tyrR fnr rac try) Shaw y Guest, 1982

1705 JRG1728 con pRJ2499; Tc' Este trabajo

1706 1705 con pRJ8843; Km', Tc' Este trabajo

1707 1705 con pBBR-MCS2; Km', Tc" Este trabajo

Tabla 2.2. Plasmidos

Plasmido Caracteristicas relevantes
pUCI18 Vector de clonacidn ; Ap"
pBSKS (+) Vector de clonacion; Ap', lacZ, ori f1

pK18mobsacB Vector de clonaciéon, mob’, oriT (RP4), lacZ, sacB, Km"
pBBRIMCS-2 Vector de clonacion; Km'

pSUP3535 Vector de clonacion; lacZ, Tc'
pPP375Q.1 Vector de clonaciéon; Sm', Spc’
pJQ200 Vector de clonacién; Gm'

pPM200P9134 pJQ200 que contiene los gemes araC y napEDABC de B.
japonicum; Gm'
pBG0614 pSUP3535 con la fusion transcripcional Ppape-lacZ; Tc'

Fuente o referencia
Yanisch-Perron et al.
1985

Stratagene®

Schifer et al. 1994
Kovach et al. 1994
Mesa et al. 2003
Proporcionado por H.
Hennecke/H.M. Fisher
Quandt y Hynes, 1993
Delgado et al. 2003

Robles et al. 2006
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pRJ2498 pSUP3535 con la fusion transcripcional Pp-lacZ ; Tc' Mesa et al. 2003

pRJ2499 pSUP3535 con la fusion transcripcional Ppoc-lacZ; Tc' Mesa et al. 2003

pMP220 Vector de clonacion, lacZ; T¢' Spaink et al. 1987

pUCBM20 Vector de clonacion derivado de pUCIS; lacZ ,Ap" Roche®

pRIB676 pUCBM20 con un fragmento MIul/Pvull de 2.390 pares de bases de Mesa et al. 2003
pRJ8658 con el gen nnrR y el extremo 5” de nnrS de B. japonicum;
Ap'

pRIJIB658 pUCI18 con un fragmento Sacl de 10.510 pares de bases de B. Proporcionado por H.
japonicum que contiene los genes nnrR y nnrS; Ap' Hennecke/H.M. Fisher

pHP45Q Plasmido con el interposén omega (Q); Sm', Spc' Prentki y Kirsch, 1984

pET3a(+) Vector de expresion; Ap" Novagen®

pET28a(+) Vector de expresion; Km' Novagen®

pRJ8819 pET28a(+) con un fragmento Ndel/EcoRI de pRJ8676; Km' Proporcionado por S.

Mesa

pBGO0703 pRJ8819 con un sitio ECORI transformado en otro BamHI mediante  Este trabajo
mutagénesis dirigida; Km'

pBG0704 pET3a(+) con un fragmento Ndel/BamHI de pBG0703; Ap" Este trabajo

pBG1801 pBS KS (+) con el fragmento BamHI de 5 kb de pPM200P9134; Este trabajo
Ap'

pBG1802 pK18mobsacB con el fragmento HindIII/BamHI de pBG1801; Km' Este trabajo

pBG1803 pBG1802 con el fragmento Smal de pHP45Q); Sm', Spc' Este trabajo

pNE2 pUC18 con el fragmento EcoRI/Sacl de pBG1801; Ap" Este trabajo

pNE3 pUCBM20 con el fragmento Ncol de pRI8676; Ap' Este trabajo

pRJ8843 pBBR-MCS?2 con el fragmento ECORI/HindIII de pNE3; Km' Este trabajo

pRI884S pPP375Q2.1 con el fragmento Xbal/HindIII de pNE3; Sm', Spc’ Este trabajo

pSUP202 Vector de clonacion pBR325::mob, oriT de RP4; T¢', Cm', Ap" Simon et al. 1983

pCR4-TOPO Vector de clonacion; Ap’, Km' Invitrogen®

pBG0618 pCR4-TOPO con el fragmento EcORI/BamHI que contiene la region Este trabajo
promotora de los genes NnapEDABC. Ap', Km"

pBG0103 pBS KS(+) con el fragmento EcoRI/BamHI que contiene la region  Este trabajo
promotora de el gen nirk. Ap"

pBG0402 pBS KS(+) con un fragmento EcoORI/BamHI que contiene la region  Este trabajo
promotora de los genes norCBQD. Ap'

pRI9601 pBS KS (+) con un fragmento Sacl-Smal que contiene la region Beck et al. (1997)
promotora del gen rrn de B. japonicum y su terminador; Ap"

pRJ9519 pBS KS (+) con un fragmento BstXI-Kpnl que contiene el Beck et al. 1997
terminador rrn de B. japonicum; Ap'

pRIB822 pRJ9519 con un fragmento EcoRI/BamHI que contiene la region Proporcionado por S.
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promotora de el gen nirK; Ap" Mesa
pRJ8839 pRJ9519 con un fragmento EcoRI/BamHI que contiene la region Este trabajo
promotora de los genes NnorCBQD; Ap"

2.1.2. Medios de cultivo

Las cepas de E. coli se cultivaron de forma rutinaria en medio LB (Luria-Bertani, Miller
1972): NaCl, 5 g; triptona, 10 g; extracto de levadura, 5 g; agua (desionizada), 1 litro.
Para preparar medio solido, se adicion6 agar bacterioldgico a una concentracion de 15

g/litro. El medio se esterilizé en autoclave a 121 °C durante 20 minutos.

Medio Lactato-Nitrato (LN, Spencer y Guest, 1973): KH,POyu, 5,44 g; K,HPO,, 10,49
g; (NH4),SOy4, 2 g; MgSO4 x 7H,0, 0,05 g; MnSO4 x 4H,0, 5 mg; FeSO, x 7H,0,
0,125 mg; CaCl,, 0,5 mg; lactato sodico, 0,04 M; KNOs, 0,04 M; agua (desionizada), 1

litro.

Para B. japonicum se han empleado los siguientes medios:

Medio PSY (peptone-mineral salts-yeast extract, Regensburger y Hennecke 1983):
KH,PO,, 0,3 g; Na,HPO, 0,3 g; CaCl, x 2H,0, 0,05 g; MgSO, x 7H,0, 0,10 g; extracto
de levadura, 1 g; peptona, 3 g; 10 ml de solucion concentrada 100x de elementos traza;
agua desionizada, 1 litro. Para preparar medio sélido se adicion6 agar bacterioldgico a

una concentracion de 15 g/litro.

Medio YEM (yeast extract mannitol, Vincent, 1970): Manitol, 5 g; NaCl, 0,1 g; extracto
de levadura, 1 g; K,HPO4, 0,5 g; MgSO4 x 7 H,O, 0,2 g; agua (desionizada), 1 litro.
Para preparar medio solido se adicion6 agar bacterioldgico a una concentracion de 15
g/litro.

Medio YEMN: Medio YEM suplementado con 10 mM de KNOs.

MedioYEMN2: Medio YEM suplementado con 1 mM de KNO,.

Medio Bergersen (Bergersen, 1977): Medio minimo para B. japonicum: K,HPO,, 0,23
g; MgS0,4 x 7 H;0, 0,10 g; glicerol, 4 ml; glutamato sodico, 1,1 g; 10 ml de solucion
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concentrada 100x de elementos traza; agua desionizada, 1 litro. Para preparar medio
solido se adiciond agar bacterioldgico a una concentracion de 15 g/litro.

Solucion concentrada de elementos traza (100x): H,BO,, 1g; ZnSO, x 7H,0, 0,1 g;
CuSO, x 5H,0, 0,05 g; Mn Cl, 0,05 g; Na,MoO, x 2H,0, 0,01 g; FeCl,, 0,1 g; agua

desionizada, 1 litro.

2.1.3. Antibiéticos

La adiciéon de antibidticos a los medios de cultivo se realiz6 a partir de soluciones

concentradas de los mismos en agua desionizada y posterior esterilizacion con filtros

Minisart® NML (Sartorius) de 0,2 pm de tamafio de poro. En el caso de la tetraciclina y
del cloramfenicol no fue necesaria la esterilizacion por filtracion ya que se empled
alcohol o una mezcla hidroalcohdlica para disolverlos. La concentracion final de los

distintos antibidticos fue la que se indica en la Tabla 2.3.

Tabla 2.3. Antibioticos

Antibidtico Concentracion (ug/ml)
B. japonicum E. coli
Liquido Soélido Liquido y s6lido

Dihidrocloruro de espectinomicina 100 200 25
(Spe)

Sulfato de estreptomicina (Sm) 100 200 25
Hidrocloruro de tetraciclina* (Tc) 25 100 10
Sulfato de kanamicina (Km) 100 200 20
Ampicilina sodica (Ap) - - 200
Cloramfenicol** (Cm) 20 20 50

-*La solucion concentrada de Tc se prepard en metanol:agua (1:1) o metanol dependiendo de la
concentracion de la misma (1 6 10 mg/ml, respectivamente).

-**Para la solucion concentrada de Cm se utilizo etanol.

39




Material y Métodos

2.1.4. Conservacion de cepas bacterianas

Para la conservacion prolongada de las distintas cepas se han utilizado criotubos que
contenian alicuotas de cultivos en fase logaritmica adicionados de glicerol estéril a una
concentracion final del 20%. En el caso de las cepas de B. japonicum, se emplearon
suspensiones bacterianas que se obtuvieron a partir de cultivo sélido. Los criotubos se

almacenaron a -80 °C.

2.1.5. Cultivo de B. japonicum

2.1.5.1. Cultivo aerdbico

Los cultivos de células de B. japonicum en medio liquido se llevaron a cabo, de forma
rutinaria, a partir de precultivos de 3 ml con los que se inocularon (dilucién 1:100)
tubos, frascos o matraces de mayor volumen provistos de tapon de algodon o de tapon
metalico ajustable. Cuando fue necesario, estos cultivos, a su vez, se emplearon para
inocular (dilucion 1:100) cantidades mayores de medio de cultivo. Las células se

incubaron en un agitador orbital (120 r.p.m.) a 30 °C durante 4-6 dias.

2.1.5.2. Cultivo microaerdbico (condiciones limitantes de oxigeno)

Para el cultivo microaerdbico de B. japonicum se utilizaron tubos, frascos o matraces de
distinto volumen, llenos de medio, y tapados herméticamene con tapon de goma
perforable. Las células se incubaron con agitacion (120 r.p.m.) a 30 °C durante 8-10

dias.

2.1.5.3. Cultivos inducidos

Puesto que muchas de las cepas mutantes de B. japonicum que se emplean en este
estudio son incapaces de crecer microaerdbicamente con nitrato como Unica fuente de
nitrégeno, algunos estudios se llevaron a cabo utilizando cultivos inducidos. Para ello,
las células se cultivan en aerobiosis para obtener masa celular y, después de lavarlas
mediante centrifugacion, se utilizaronn para inocular de forma masiva los medios

apropiados para incubar las cululas en las condiciones adecuadas al estudio a realizar.
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2.1.6. Aislamiento de las fracciones soluble (citosol) y particulada (membranas) de

B. japonicum

2.1.6.1. Cultivo de células

Las células de B. japonicum se cultivaron aerdbicamente en matraces de 2 1 que
contenian 500 ml de medio PSY, se lavaron dos veces mediante centrifugacion (8.000
r.p.m., 12 minutos, 4 °C) y se resuspendieron en medio YEMN (2,5 ml/l). Mientras que
la mitad de la suspension celular se congel6 a -20 °C para su analisis posterior, la otra
mitad se empled para inocular (2.5 ml/l, DOgpo ~ 0,2) frascos de 1 1 llenos de medio

YEMN. Los cultivos microaerdbicos asi preparados se incubaron a 120 r.p.m. durante

96 h.

2.1.6.2. Preparacion de membranas celulares

1.- Después de la incubacion, lavar dos veces con tampdén de lavado (50 mM de
NaH,P04/Na,HPO,, pH 6,8; 1 mM MgCl,; 0,1 mM CacCl, y 0,9% NaCl) y resuspender
el sedimento en 3 ml de tampdn de fraccionamiento adicionado de 1 mM de fluoruro de
acido fenil sulfonico (PMSF), DNAsa (20 png/ml) y RNAsa (20 pg/ml).

2.- Romper las células en una célula de presion (SLM, Aminco) preenfiada en hielo
mediante diferencias presion (120 MPa) utilizando una prensa de French (SLM,
Aminco). Repetir el proceso 2-3 veces.

3.- Centrifugar el extracto celular resultante (10.000 r.p.m., 10 min, 4 °C) para
sedimentar las células que no se hayan roto. Recoger el sobrenadante y recentrifugar
(45.000 r.p.m.,1 h, 4 °C). Se utilizé una ultracentrifuga Beckman® provista de un rotor
modelo 70Ti.

4.- Recoger el sobrenadante (citosol).

5-. Resuspender el sedimento (membranas) en 100 pl de tampon de fraccionamiento,

distribuirlo en tubos de microfuga (20 pl/tubo) y conservar a -20 °C hasta su uso.

- Tampoén de lavado: 50 mM de NaH,PO,/Na,HPO,, pH 6,8; 1 mM MgCl,; 0,1 mM CaCl, y 0,9% NaCl.

- Tampén de fraccionamiento: Tampoén de lavado suplementado con ImM de 4-amidino-fenilmetano

fluoruro de sulfonilo (p-APMSF), ADNasa (20 pg/ml) y ARNasa (20 ug/ml).

41



Material y Métodos

2.1.7. Deteccion de citocromos ¢

2.1.7.1 Electroforesis en geles desnaturalizantes (sodio dodecil sufato, SDS) de
poliacrilamida (PAGE- SDS)

Se ha empleado el método descrito por Laemmli (1970). Los geles de separacion y de
empaquetado se prepararon a una concentracion final del 12% y del 5% de

acrilamida:bisacrilamida, respectivamente, como se indica a continuacion:

Gel de separacion (12%o) Gel de empaquetado (5%)
Agua destilada 4,6 ml Agua destilada 3,1 ml
Tris 1,5 M pH 8,8 5 ml Tris 0.25 M pH 6,8 5,0 ml
+ SDS 0.4 % +SDS 0.4 %
EDTA 0,1 MpH 7,5 0,4 ml EDTA 0,1 MpH 7,5 0,2 ml
SDS 10% 0,2 ml SDS 10% 0,1 ml
Acrilamida:Bisacrilamida 8 ml Acrilamida:Bisacrilamida 1,7 ml
(29,2:0,8), 30% (29,2:0,8), 30%
Persulfato amonico 10% 200 pl Persulfato amonico 10% 150 pl
TEMED 10 pl TEMED 10 pl

Como molde se emplearon placas de vidrio de 7 x 10 cm y espaciadores de 0,75 mm. La
electroforesis se llevo a cabo en una cubeta Miniprotean II (Biorad) rellena de tampdon
de electroforesis. La intensidad de la corriente fue de 20 mA y la temperatura de 4 °C.

En cada carril se cargd 25 pg de proteina diluida (1/5 v/v) en tampdn de carga.

- Tampon de carga (1x): Tris 30 mM pH 6.8, glicerol 10%, SDS 1 %, EDTA 1 mM, beta-mercaptoetanol

5%, azul-bromofenol 0.1%. Calentar a 100 °C 1 minuto.

- Tampon de electroforesis 1x. A partir de una solucion stock 5x (Tris 15 g, glicina 72 g, agua destilada

hasta 1 litro), adicionar 10 ml de SDS al 10% a 200 ml del stock y completar con agua destilada hasta 1 1.

2.1.7.2. Transferencia a membranas de nitrocelulosa
Después de la electroforesis (aproximadamente 3 h en las condiciones descritas

anteriormente), las proteinas se transfirieron a membranas de Immobilon-P (Millipore)

de la forma descrita por Bradley et al. (1988). Para ello:
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1. Sumergir la membrana de Immobilon-P durante 15 s en metanol, 2 minutos en agua
desionizada y, por lo menos, 5 min en tampdn de transferencia.

2. Entre las dos esponjas de la cubeta de transferencia empapadas en tampon de
transferencia se coloco, por este orden, una hoja de papel Whatman 3MM también
empapado en tampon de transferencia, el gel de poliacrilamida, la membrana vy,
finalmente, otro papel Whatman. La unidad asi preparada se colocd en la cubeta y la
transferencia se llevo a cabo aplicando una intensidad de 10 mA durante 3 h.

3. Después de la transferencia, sumergir la membrana en PBS.

- Tampon de transferencia: Tris 25 mM; glicina 192 mM; metanol 20% v/v;; pH 8,3.
- PBS: Tampoén fosfato salino: Na,HPO, x 2H,0 80 mM; NaH,PO, x H,O 20 mM; NaCl 100 mM; pH
7,5.

2.1.7.3. Deteccion de citocromos ¢ mediante quimioluminiscencia

La deteccién de proteinas que pudieran contener hemo C unido covalentemente se
realiz6 mediante la técnica descrita por Delgado et al. (2003) basada en la deteccion de

actividad peroxidasa intrinseca del hemo c. Para ello:

1. Incubar la membrana con solucion de quimioluminiscencia, en oscuridad durante 3

minutos.

2. Envolver la membrna en una bolsa de plastico transparente y ponerla en con una

pelicula autorradiografica (Hyperfilm 3-max, Amersham) durante 10-30 minutos.

3. Revelar la pelicula utilizando revelador y fijador TETENAL®, a las diluciones y

tiempos recomendados por el fabricante.
4. Secar la pelicula.

5. Tedir la membranas con rojo de Ponceau durante 5 minutos. Destefiir con agua

desionizada.

- Solucién de quimioluminiscencia: luminol (Roche®) 8,0 mg en 20 ml de solucion Tris-HCI 50 mM pH
8,6 y NaCl 150 mM, a lo que antes de su utilizacion se afladen 200 pl de 4-yodofenol al 1% en
dimetilsulfoxido y 3,2 pl de H,O, 30%.

- Soluciodn de rojo Ponceau: Rojo Ponceau S 0,4% (p/v) en acido tricloroacético 3% (v/v).
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2.1.8. Deteccion de NapA

El cultivo de B. japonicum y la obtencion de las fracciones soluble y particulada se

llevaron a cabo como se indica en los apartados 2.1.6.1 y 2.1.6.2., respectivamente.
2.1.8.1. Electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida (PAGE-SDS)
Se ha utilizado el método descrito por Laemmli (1970). Los geles de separacion y de

empaquetado se prepararon a una concentracion final del 12% y del 5% de

acrilamida:bisacrilamida, respectivamente, como se indica a continuacion:

Gel de separacién (12%) Gel de empaquetado (5%b)
Agua destilada 6,6 ml Agua destilada 6,80 ml
Tris 1,5 M pH 8,8 5,0 ml Tris 1 M pH 6,8 1,25 ml
EDTA 0,1 MpH 7,5 0,4 ml EDTA 0,1 MpH 7,5 0,20 ml
SDS 10% 0,2 ml SDS 10% 0,10 ml
Acrilamida:Bisacrilamida Acrilamida:Bisacrilamida

(29,2:0,8), 30% 8,0 ml (29,2:0,8), 30% 1,70 ml
Persulfato amoénico 10% 200 pl Persulfato aménico 10% 100 pl

TEMED 10 pl TEMED 10 pl

Como molde se emplearon placas de vidrio de 7 x 10 cm y espaciadores de 0,75 mm. La
electroforesis se llevd a cabo a temparatura ambiente, en una cubeta Miniprotean II
(Biorad) rellena de tampén de electroforesis. La intensidad de la corriente fue de 20
mA. Alicuotas de la proteina (25 pg) se diluyeron en tampdn de carga (1/5 v/v), se

calentaron a 100 °C durante 1 minuto y se cargaron en el gel.

- Tampon de carga (1x): Tris 30 mM pH 6.8, glicerol 10%, SDS 1 %, EDTA 1 mM, beta-mercaptoetanol

5%, azul-bromofenol 0.1%. Calentar a 100 °C 1 minuto.

- Tampon de electroforesis (5x): Tris 3 g, glicina 14,5 g, SDA, 1%, completar con agua destilada hasta 1

litro.
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2.1.8.2. Transferencia a membranas de nitrocelulosa

Después de la electroforesis, aproximadamente 3 h en las condiciones descritas, las
proteinas se transfirieron a filtros de Immobilon-P (Millipore) de la manera descrita para
la deteccion de citocromos tipo € (apartado 2.1.7.2).

Posteriormente:

1.- Sumergir la membrana en PBS.

2.- Comprobar la bondad de la transferencia Para ello, se cort6 la parte de la membrana
que incluia el marcador y se tifi6 con rojo Ponceau, durante 2- 3 minutos. Destefiir con
agua desionizada.

3.- Sumergir el resto de la membrana en tampon de bloqueo y agitar durante 2 h a
temperatura ambiente (también se puede mantener toda la noche a 4 °C).

4.- Lavar la membrana con tampén PBST.

5.- Incubarla en 10 ml de una dilucién 1/1000 del anticuerpo anti-Nap de P.
pantotrophus en tampon PBSTA, en agitacion, durante 2 h, a temperatura ambiente.

6.- Lavarla con PBST durante 10 minutos manteniendo siempre la agitacion. Repetir 2
veces.

7. Adicionar sobre la membrana una solucién diluida 1/1000 (v/v) en PBSTA de una
solucion anti-IgG de conejo marcada con peroxidasa. Incubar, en agitacion, durante 2 h
a temperatura ambiente.

8. Lavar 3 veces con PBST y luego 2 veces con PBS, durante 6 minutos por lavado,

manteniendo siempre la agitacion.

2.1.8.3. Deteccion de NapA mediante quimioluminiscencia

Se realizd6 mediante la deteccion de luminiscencia debida a la actividad peroxidasa de
los anticuerpos secundarios (Delgado et al. 2003). En esencia:

1. Sumergir la membrana en solucién de quimioluminiscencia en agitacion durante 2-3
minutos.

2. Escurrir la membrana, envolverla en un plastico transparente y ponerla en contacto
con una pelicula autorradiografica (Hyperfilm (-max, Amersham), durante el tiempo
apropiado segun la intensidad de la luminiscencia (2-3 s de exposicion fueron

suficientes).
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3. Revelar la pelicula con revelador y fijador TETENAL® a las diluciones y tiempos
recomendados por el fabricante. Mientras que la pelicula se seca, la membrana se

sumergié en PBS y luego se tifid con la solucion de rojo Ponceau S.

Solucién de quimioluminiscencia: luminol (Roche®) 8,0 mg en 20 ml de solucién Tris-HCI 50 mM pH
8,6 y NaCl 150 mM, a lo que antes de su utilizacion se afiaden 200 pl de 4-yodofenol al 1% en
dimetilsulféxido y 3,2 ul de H,O, 30%.

- Tampon de bloqueo: PBS adicionado de leche desnatada en polvo al 5%.

- Tampo6n PBST: PBS suplementado con Tween 20 al 0,1%.
- Tampon PBSTA: PBST adicionado de albumina sérica bovina (Sigma) al 0,1% (p/v).
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2.2. TECNICAS ANALITICAS

2.2.1. Determinacién de actividad nitrato reductasa

La determinacion de actividad nitrato reductasa en extractos celulares (ensayos in Vvitro)
se realizd empleando la metodologia descrita por Delgado et al. (1992). Para ello,
1.- Mezclar:

250 ul de mezcla de reaccion nitrato reductasa

200 pl de extracto célular (0,3-0,5 mg de proteina)
2.- Iniciar la reaccion adicionando 50 pl de ditionito sédico 46 mM en Tris/HCI 500
mM pH 7,5 (8 mg/ml). Mezclar con suavidad e, inmediatamente, colocar los tubos a 30
°C.
3.- Mantener la reacciéon a 30 °C durante 15-30 minutos. Los controles se obtienen
agitando las mezclas de reaccion vigorosamente en el momento de la adicion del
ditionito sddico hasta la completa desaparicion del color azul producido por éste.
Para la deteccion de actividad nitrato reductasa en células enteras (ensayos in Vivo) se
empled la misma mezcla de reaccion suplementada con 50 pg/ml de alquil-trimetil-

bromuro de amonio (MTAB) para permeabilizar las células.

- Mezcla de reaccion (por 100 ml): 40 ml de tampon Tris-HC1 50 mM (pH 7,5); 20 ml de KNO; 100 mM,
20 ml de metil viologeno 2 mM y 20 ml de agua destilada.

2.2.2. Determinacién de nitrito

Para la valoracion de nitrito se utiliz6 la reaccion de diazotacion de Griess-Yllosway
que emplea la sulfanilamida y el acido N-naftil-etilén-diamino (NNEDA) como
reactivos (Hageman y Hucklesby, 1971):

1.- A un volumen de muestra se adicionan volimenes iguales de sulfanilamida y de
NNEDA. Agitar e incubar a temperatura ambiente durante 20 minutos.

2.- Determinar la absorbancia a 540 nm de longitud de onda. La curva patron de nitrito
se prepard a partir de concentraciones conocidas de KNO; en tampén Tris-HCI 50 mM

(pH 7.5).
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- Sulfanilamida: Disolver 5 g de sulfanilamida en 100 ml de acido clorhidrico concentrado (12 N). Diluir
hasta 500 ml con agua destilada.

- Acido N-naftil-etilén-diamino (NNEDA): Disolver 100 mg de NNDA en 500 ml de agua destilada.

- Ambos reactivos deben preservarse de la luz, manteniéndolos en frascos color topacio o envueltos en

papel de aluminio. Es aconsejable guardarlos a 4 °C

2.2.2. Determinacion de actividad pB-galactosidasa

Se llevo a cabo siguiendo la metodologia descrita por Sambrook et al. (1989).

2.2.2.1. Ensayo para B. japonicum

2.2.2.1.1. Ensayo en tubo

1.- Tomar 3 ml del cultivo (DOgo = 0,4-0,5) de B. japonicum. Centrifugar a 12.000
r.p.m. durante 5 minutos. Resuspender el sedimento en 300 pul de medio YEM.

2.- Adicionar 400 pl de tampon Z.

3.- Adicionar 100 pl de cloroformo y 50 ul de SDS al 0,1 % en tampoén Z. Agitar en
vortex durante 30 s e incubar 5-10 minutos a 30 °C.

4.- Adicionar 150 pl de ONPG en tampon fosfato 0,1 mM e incubar a 30 °C hasta que
aparezca suficiente color amarillo. Adicionar 350 pl de Na,CO; 1 M .

5.- Centrifugar 5 minutos. Recoger el sobrenadante y determinar la absorbancia

espectrofotométricamente a 420 nm.

- La actividad p-galactosidasa se expresa en unidades Miller (UM), de acuerdo con la formula: U= {1000
X DOy }/{t (minutos) x V (ml) x DOy}, donde DO,y y DOgqp son los valores de DO determinados a 420
y 600 nm respectivamente; t= tiempo de incubacion; V= volumen de cultivo.

- La actividad 3-galactosidasa también se puede expresar de acuerdo con la férmula:

UM/mg proteina = {1000 x DO4y}/{0,0045 x t (minutos) x V (ml) x mg proteina/ml}, donde 0,0045 es la
absorbancia de 1 nmol de ONPG; DOy,yy DOgg son los valores de DO determinados a 420 y 600 nm
respectivamente; t= tiempo de incubacion; V= volumen de cultivo.

- Tampo6n Z: Na,HPO, x 2 H,O (60 mM), 1,068 g; NaH,PO, x H,O (40 mM), 0,551 g; KCI (10 mM),
0,074 g; MgSO, (ImM), 0,0246 g; B-mercaptoetanol (50 mM), 0,350 ml; agua destilada, 100 ml. Ajustar a
pH 7,0.

- ONPG: 2-nitrofenil-B-D-galactopiranosido: 4 mg de ONPG/ml de tampon fosfato.

48



Material y Métodos

- Tampon fosfato: A: Na,HPO,2H,0 (0,1 mM), 1,245 g/70 ml; B: NaH,PO4,H,0 (0,1 mM), 0,689g/50 ml,
39 ml. Mezclar 61 ml de A y 39 ml de B.
- Carbonato sédico (Na,COs3, 1 M): 10,6 g/ 100ml

2.2.2.1.2. Ensayo en placa ELISA

1.- Tomar 3 ml del cultivo (DOgo = 0,4-0,5) de B. japonicum. Centrifugar a 12.000
r.p.m. durante 5 minutos. Resuspender en 500 pl de medio YEM.

2.- Tomar 200 pl de la suspension anterior y cargar en una placa ELISA (para
determinar la D.O. a 600 nm (DOgg).

3.- De la misma suspension, tomar 25 pl y cargar por triplicado en otra placa ELISA.

4.- Adicionar 20 pl de cloroformo.

5.- Adicionar 25 pl de SDS 0,1 % en tamp6n Z.

6.- A continuacién, adicionar 100 ul de tampén Z. Incubar durante 5-10 minutos a 30
°C.

7.- Adicionar 150 pl de ONPG en tampon fosfato 0,1 mM e incubar a 30 °C hasta que
aparezca suficiente color amarillo. Parar la reaccion con 75 ul de Na,CO3; 1M.

8.- Una vez parada la reaccion, determinar la absorbancia a 420 y a 550 nm.

La actividad B-galactosidasa se expresa en unidades Miller (UM), calculadas en este caso de acuerdo a
una variante la formula anterior: UM = {[DQg;p — (1,7 X DOss0)] / (DOggp x V x t)} x 1000, donde DOyj,,
DOsso y DOggp son los valores de DO determinados a 420, 550 y 660 nm, respectivamente; t = tiempo de

incubacién; V = volumen de cultivo.

2.2.2.2. Ensayo para E. coli (ensayo en tubo)

1.- Tomar alicuotas de 100 pl de los cultivos de E. coli cultivados aprox. 16 h.

2.- Adicionar 885 pl de tampon Z y, a continuacion, 5 pl de SDS al 0,1 % en tampon Z
y 10 ul de cloroformo.

3.- Adicionar 200 ul de ONPG en tampoén fosfato 0,1 mM y se incuba a 30 °C hasta que
aparezca suficiente color amarillo. Parar la reaccion adicionando 500 pl de Na,COs 1M.
4.- Centrifugar 5 minutos. Recoger el sobrenadante y determinar la absorbancia

espectrofotométricamente a 420 nm.
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2.2.3. Determinacion de proteina

Se ha utilizado el sistema comercial que emplea el reactivo de Biorad. Este método se
empled para determinar la concentracion de proteina en células enteras y en extractos
libres de células. En células enteras es necesario realizar el tratamiento previo de lisis
que se describe a continuacion:

1.-Tomar alicuotas de la muestra y adicionar 1 volumen de NaOH 1 N. Agitar en vortex
y hervir durante 20 minutos. Centrifugar a 12.000 r.p.m. durante 5 minutos para
eliminar los restos celulares. Tomar alicuotas de 25-50 pl de las muestras y completar
con agua destilada hasta un volumen final de 500 pl.

Una vez lisadas las células el protocolo es comun para todo tipo de muestras:

2.- Tomar alicuotas de las muestras convenientemente diluidas y completar con agua
destilada hasta un volumen final de 800 pl.

3.- Adicionar 200 pl de reactivo de Bradford (Biorad).

4.- Agitar en vortex e incubar entre 2 y 60 minutos. La concentracion de proteina se
calcula después de registrar los valores de absorbancia de las muestras a una longitud de
onda de 595 nm frente a un blanco que contiene 800 pl de agua y 200 pl del reactivo de
Bradford.

La concentracién de proteina se calculé mediante interpolacion respecto a una curva

patron que se prepar6 con alblimina bovina (Sigma).

2.2.4. Deteccion de 6xido nitrico (NO)

El NO se determiné amperométricamente (Zhang y Broderick, 2000) usando un
electrodo especifico de NO modelo Apollo 4000® (World Precision Instruments, Inc.,
USA), utilizando el programa informatico suministrado por el fabricante, ajustando la
intensidad de la corriente a pA y el rango de actividad a 100 nA.

2.2.4.1. Preparacion del sistema electrodo/funda de la membrana

1.- Sumergir el electrodo y la funda de la membrana en agua destilada durante, al

menos, 15 minutos.
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3.- Adicionar 100 pl de soluciéon de electrolito® (World Precision Instruments, Inc.,
USA) al interior de la funda de la membrana.
4.- Enroscar suavemente la funda de la membrana al electrodo y dejar el sistema

sumergido en agua destilada.

2.2.4.2. Calibracién del sistema

La calibracion se realizé determinando el NO producido mediante la reaccion:

2KNO, + 2KI + 2H,SO4 — 2NO + I, + 2H,0 + 2K,SO4

Para ello:

1.- Introducir el sistema electrodo/funda de la membrana en un recipiente con 10 ml de
la solucion I, en agitacion. Esperar hasta que se estabilice la linea base de la sefial.

2.- Adicionar, de manera independiente, 50, 100 y 200 ul de la solucion II, esperando
cada vez a que se estabilice la sefial.

3.- Anotar los incrementos de la sefial y calcular la curva patréon correspondiente. Los

valores se expresan en nmoles de NO producidos.

Solucién I: H,SO,4 0,1M; KI 0,1M.
Solucioén II: NaNO, 50 pl

Las soluciones I y II deben estar a temperatura ambiente.

2.2.4.3. Determinacion de NO

1.- Centrifugar (10.000 r.p.m., 10 minutos, 4 °C) 125 ml de cultivo de B. japonicum
(DOgpp 0.2). Lavar dos veces.

2. Resuspender las células en 500 ul de medio YEM

2.- Adicionar 100 ul de células y cerrar la camara de anaerobiosis. Mantener la
suspension celular en agitacion. Esperar hasta que la sefial se haya estabilizado y el
oxigeno se haya consumido (unos 5 minutos).

3.- Adicionar 90 pl de succinato sddico 1M con una jeringa.

4.- Adicionar 30 pl de NaNO; 100 mM con una jeringa.
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5.-Anotar el incremento de la sefal y calcular los nanomoles de NO producidos

mediante interpolacion en la recta patron.

6. Expresar la produccion de NO en nanomoles de NO producidos/mg de proteina x

minuto.
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2.3. TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR

2.3.1. Obtencién de ADN plasmidico de E. coli (“minipreps”).

2.3.1.1. Método de Rusconi

1.- Inocular 3 ml de medio LB suplementado con los antibiodticos correspondientes.
Incubar a 37 °C durante 12-15 h. Se debe incluir un cultivo de la cepa de E. coli
portadora del vector utilizado para emplearlo como control.

2.- Centrifugar 200-300 pl (dependiendo del nimero de copias del vector utilizado) en
tubos eppendorf (12.000 r.p.m., 3 minutos). Tirar el sobrenadante.

3.- Resuspender el sobrenadante en 20 pl de solucion de Rusconi. Incubar 10 minutos a
temperatura ambiente.

4.- Adiccionar 10 pl de una mezcla de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1).
Agitar con vortex y centrifugar (12.000 r.p.m., 2 minutos).

5.- Tomar el sobrenadante y cargar directamente en un gel de agarosa.

- Solucion de Rusconi: Tris-HC1 50 mM; EDTA 25 mM; glicerol 10% (v/v); 100 ng/ml RNAsa; 0,5 mg

lisozima y una punta de espatula de azul de bromofenol.

2.3.1.2. Método de la lisis alcalina

Se ha utilizado el protocolo descrito en Sambrook et al. (1989). Para ello:

1.- Inocular 3 ml de medio LB suplementado con los antibidticos correspondientes e
incubar a 37 °C durante 12-15 h.

2.- Centrifugar las células en tubos de microfuga (12.000 r.p.m., 3 minutos). Tirar el
sobrenadante. Eliminar los restos de sobrenadante mediante el empleo de micropuntas.
3.- Resuspender el sedimento en 250 pl de solucion 1.

4.- Adicionar inmediatamente 250 pl de solucion II. Mezclar suavemente por inversion
manual de los tubos. Dejar 5 minutos a temperatura ambiente.

5.- Adicionar 350 pl de solucion III. Mezclar por inversion manual varias veces y

centrifugar (12.000 r.p.m., 15 minutos).
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6.- Recoger el sobrenadante y adicionar 1 volumen de una mezcla de
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1). Agitar con vortex y centrifugar (12.000
r.p.m., 5 minutos).

7.- Recoger en tubos nuevos la fase superior acuosa que contiene el ADN (se diferencia
de la fase inferior por ser ¢ésta de color amarilla debido a la 8-hidroxiquinoleina de la
mezcla fendlica).

8.- Adicionar 1,5 volimenes de etanol al 100% preenfriado a -20 °C. Dejar 15 minutos
en hielo/agua. Centrifugar (12.000 r.p.m., 15 minutos).

9.- Eliminar el sobrenadante. Adicionar etanol al 70% y centrifugar (12.000 r.p.m., 2
minutos). Eliminar el sobrenadante.

10.- Secar el precipitado al vacio.

11.- Resuspender el precipitado en 20 pl de tampon TE.

- Solucioén I: Tris-HCI 50 mM; EDTA 10 mM; 100 pg/ml RNAsa A; pH 8.

- Solucién II: NaOH 0,2 M; SDS 1%.

- Solucioén III: Acetato potasico 3 M; pH 5,5.

- Tampén TE: Tris 10 mM; EDTA 1 mM, pH 8§,0.

- RNAsa A: 100 pg/ml en NaCl 15 mM y Tris-HCI 10 mM, pH 7,5. Antes de su utilizacion, la solucion
concentrada de RNAsa se calent6 a 100 °C durante 15 minutos, se dejo enfriar lentamente a temperatura
ambiente, se prepararon alicuotas y se almacenaron a -20 °C.

- Mezcla fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (v/v) (25:24:1): Se prepara a partir de fenol al 100% que
contenia 8-hidroxiquinoleina al 0,1% en Tris-HCI 0,1 M (pH 8,0). Se deja en agitacion a oscuridad
durante una noche. A continuaciéon se prepara la mezcla con cloroformo y alcohol isoamilico en la

proporcion indicada.

2.3.1.3. Método STET

Se ha utilizado el protocolo descrito en Sambrook et al. (1989). Para ello:

1.- Inocular 3 ml de medio LB liquido suplementado con los antibidticos adecuados, e
incubar en agitacion durante 12-14 h a 37 °C.

2.- Centrifugar las células en tubos de microfuga (12.000 r.p.m., 3 minutos). Eliminar el
sobrenadante.

3-. Adicionar 350 pl de solucén STET y resuspender el precipitado con vortex.

Adicionar 5 pl de lisozima (10 mg/ml).
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4.- Colocar los tubos en agua hirviendo durante 40 s y centrifugar (12.000 r.p.m., 15
minutos). Eliminar el precipitado, que es viscoso, con un palillo higiénico.

5.- Adicionar 40 pl de acetato potasico 3M pH 5,5 y dos volimenes de isopropanol.
Mantener los tubos a temperatura ambiente durante 10 minutos.

6.- Centrifugar (12.000 r.p.m., 15 minutos). Eliminar el sobrenadante.

7.- Adicionar etanol al 70% y centrifugar (12.000 r.p.m., 2 minutos). Eliminar el
sobrenadante. Secar el precipitado al vacio.

8.- Resuspender el precipitado en 20 ul de tampén TE.

- STET: Sacarosa, 8%; Triton X-100, 0,5%; EDTA, 50 mM pH 8; Tris-HCI, 50 mM, pH 8.

2.3.1.4. Método TEN

1. Inocular 3 ml de medio LB suplementado con los antibidticos correspondientes e
incubar a 37 °C durante 12-15 h.

. Centrifugar las células en tubos de microfuga (12.000 rpm, 3 min).

. Tirar el sobrenadante, dejando aproximadamente 50 pl.

. Resuspender las células en el sobrenadante restante.

. Adicionar 300 ul de tampén TENS.

2
3
4
5
6. Adicionar 150 pl de acetato sédico 3M pH 5,2. Agitar en vortex 5 s.
7. Centrifugar 5 minutos a 12.000 rpm.

8. Eliminar el sedimento retirandolo con un palillo de dientes.

9. Llenar el tubo con etanol al 100 %. Mezclar por inversion 10 veces.
10. Centrifugar 2 minutos a 12.000 r.p.m. Eliminar el sobrenadante.
11. Lavar con 200 pl de etanol 70 %.

12. Eliminar el etanol. Secar 10 minutos el pellet al vacio, y resuspender en 20 pl de TE.

Solucion TENS: NaOH 0,1 N, SDS 0,5 % en TE.
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2.3.2. Obtencion de ADN plasmidico de B. japonicum

Se llevo a cabo para comprobar la presencia de plasmidos en céulas transformadas de B.
japonicum. Para ello:

1.- Inocular 20 ml de medio PSY suplementado con los antibidticos correspondientes
con la cepa adecuada de B . japonicum. Incubar a 30 °C durante 4-5 dias.

2.- Centrifugar 5 ml (12.000 r.p.m., 3 minutos) en tubos de microfuga. Eliminar el
sobrenadante.

3. Recoger el sedimento en 500 pl de NaCl 1M adicionado de Sarcosil al 1%. Lavar 2
veces con NaCl 1M.

4.- Resuspender el sedimento en 200 pl de solucion MAXI.

5.- Adicionar 400 pl de solucion de lisis (NaOH 0,2 M; SDS 1%). Mezclar por
inversion manual de los tubos. Esperar 10-15 minutos hasta que se observe una lisis
adecuada.

6.- Adicionar 200 pl de acetato sédico 3 M, pH 4,8. Mezclar por inversion, mantener en
hielo 15 minutos.

7.- Centrifugar (12.000 r.p.m., 3 minutos). Recoger el sobrenadante en un tubo nuevo y
adicionar un volumen de isopropanol.

7.- Centrifugar (12.000 r.p.m., 15 minutos). Eliminar el sobrenadante.

8.- Adicionar etanol al 70% y centrifugar (12.000 r.p.m., 2 minutos). Eliminar el
sobrenadante. Secar el precipitado al vacio.

9.- Resuspender el precipitado en 20 pl de tampén TE.

Tras el aislamiento del ADN plasmidico, debido al bajo niimero de copias de los
plasmidos en B. japonicum, es dificil, por regla general, detectarlo en geles de agarosa.
Por ello, el ADN obtenido se emple6 para transformar células competentes de E. coli

DH5a., a partir de las cuales se obtuvo mayor cantidad de ADN plasmidico.

Solucion MAXI: Tris-HCI 25 mM, pH 8; glucosa, 50 mM; EDTA 10 mM.

2.3.3. Obtencion de ADN total

2.3.3.1. Método tradicional

Para la obtencion del ADN total se emple6 la siguiente metodologia:
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1.- Cultivo de10 ml en PSY para B. japonicum

2.- Centrifugar (12.000 r.p.m., 3 minutos) en tubos de microfuga.

3.- Lavar con 250 pl de Sarcosyl 0,1% en TE.

4.- Resuspender en 345 ul de TE.

5.- Adicionar 5 ul de pronasa predigerida, e incubar a 37 °C durante 2 h.

6.- Adicionar 50 pul de SDS 5% en TE. Mezclar por inversion suavemente e incubar
durante 1 hora a 37 °C.

7.- Adicionar 120 pl de NaCl 5 M en TE. Mezclar nuevamente por inversion e incubar
en hielo durante 1 h. Centrifugar (12.000 r.p.m., 5 minutos) y pasar el sobrenadante a un
nuevo tubo.

8.- Adicionar 1 volumen de fenol a pH 8 al sobrenadante y mezclar manualmente.
Centrifugar (12.000 r.p.m., 5 minutos) y pasar el sobrenadante a un nuevo tubo.

9.- Adicionar al sobrenadante 75 ul de acetato sodico 3 M, pH 5,2.

10.- Adicionar 1 volumen de una mezcla de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico
(25:24:1).Centrifugar (12.000 r.p.m., 5 minutos) y pasar el sobrenadante a un nuevo

tubo. Repetir este paso dos veces mas.

11.- Adicionar 2 volimenes de isopropanol. Dejar a temperatura ambiente durante 10
minutos. Centrifugar (12.000 r.p.m., 10 minutos). Eliminar el sobrenadante y lavar con
etanol al 70%. Secar las muestras al vacio.

12.- Resuspender el ADN en 20 ul de TE.

- Pronasa: Disolver 50 pg/ml e incubar a 37 °C durante 2 h. Preparar alicuotas de 100 ul y congelar a -20

°C.
2.3.3.2. Métodos comerciales

Se ha utilizado el método comercial Realpure® (Real), siguiendo las instrucciones del

fabricante.
1.- Cultivar 3 ml de B. japonicum

2.- Centrifugar (12.000 r.p.m., 3 min) en tubos eppendorf de 1,5 ml. Eliminar el

sobrenadante.
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3.- Pesar el pellet (20-40 mg) y resuspenderlo en 500 pl de tampén de extraccion® y 100
ul de solucion de PVP®.

4.- Adicionar 60 pl de solucion de lisis® y 3 pl de RNasaA. Agitar en vortex, incubar la
muestra a 37 °C durante 30 minutos y enfriarla a temperatura ambiente.

5.- Adicionar 250 pl de tampén de precipitacion de proteinas® y agitar en vortex 30 s.
6.- Incubar a -20 °C durante 10 minutos.

7.- Centrifugar a 12.000 r.p.m. durante 5 minutos. Si quedan particulas en suspension
volver a centrifugar.

8.- Pasar el sobrenadante a un tubo que contenga 60 ul de isopropanol. Mezclar por
inversion varias veces.

9.- Centrifugar a 12.000 r.p.m. durante 3 min. Descartar sobrenadante.

10.- Adicionar 200 pl de etanol al 70 %. Centrifugar a 12.000 r.p.m. durante 3 minutos.
Eliminar el sobrenadante. Secar el pellet mediante vacio o a temperatura ambiente.

11.- Adicionar 50 pl de solucién de hidratacion” e incubar a 65 °C durante 30 minutos.
12.- Centrifugar el ADN nuevamente (12.000 r.p.m., 3 minutos).

13. Transferir el sobrenadante a un nuevo tubo.

2.3.4. Determinacion de la concentracion de ADN y ARN

Se ha empleado el método espectrofotométrico descrito en Sambrook et al. (1989). Las
absorbancias Ajsy y Azgo de las soluciones de ADN en agua o en TE se determinaron
utilizando agua o TE como blanco, respectivamente. La concentracion se calculd
respecto a los valores estandar de DOygyp = 1 para soluciones con 50 ug/ml de ADN de
cadena doble y para soluciones con 40 pg/ml de ARN total. La relacion DO;6/DOzgo se
empled para estimar la pureza de la preparacion, considerandose valores inferiores a 1,8
como indicadores de contaminacion por proteinas o fenol. También es posible
determinar la concentracion de ADN mediante electroforesis de las muestras en geles de
agarosa (apartado 2.3.6.1), y comparacién de la intensidad de la fluorescencia con la de

marcadores de ADN de concentracion conocida (apartado 2.3.6.3).
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2.3.5. Digestion total de ADN con endonucleasas de restriccion

La digestion total de ADN con enzimas de restriccion se llevé a cabo en las condiciones
Optimas para cada enzima, siguiendo las indicaciones, en cuanto a temperatura y
tampon, recomendadas por el proveedor (Roche®).

Las digestiones con mds de una enzima de restriccion se realizaron simultdneamente
cuando las enzimas requerian el mismo tampon y temperatura. En caso contrario, se
digiri6 primero con la enzima que requeria el tampon de menor fuerza idnica,
adicionando posteriormente el tampdn y enzima para la segunda digestion. Cuando esto
no fue posible, se llevo a cabo, primero, la digestion con una enzima. A continuacion, se
adicion6 agua bidestilada estéril hasta un volumen minimo de 300 pl y 1 volumen de
mezcla fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1), continuando el proceso conforme
se indica en los pasos 6 a 10 del apartado 2.3.1.2, con la diferencia de que una vez
realizada la fenolizacion se adiciono al sobrenadante un 10% (v/v) de una solucién de
LiCl 4M para precipitar el ADN. Se resuspendié en 20 pl de agua bidestilada y se llevo

a cabo la digestion con la segunda enzima.

2.3.6. ldentificacion de fragmentos de restriccion mediante electroforesis en geles

de agarosa

2.3.6.1. Electroforesis de ADN

La separacion de fragmentos de restriccion se llevd a cabo mediante electroforesis
horizontal en geles de agarosa preparada en TBE 1x (Tris 50 mM; EDTA-Na; 2,5 mM;
BOsH; 50 mM; pH 8,2). El tamp6n de electroforesis fue TBE 1x y la concentracion de
agarosa del 0,7 % ¢ del 1%, segln el tamafio de los fragmentos a resolver. El voltaje
usual de trabajo ha sido de 100 V en cubetas de electroforesis de tamafio mediano y de
80 V en cubetas de electroforesis de tamafio pequefio. Como tampon de carga se ha
utilizado una mezcla de sacarosa al 40% y azul de bromofenol al 0,25%, ambos
preparados en agua bidestilada. El tampon de carga se empled en proporcion 1/5 con la

muestra de ADN.
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2.3.6.2. Revelado de geles y fotografia

Las muestras de ADN presentes en los geles de agarosa se visualizaron tras la inmersion
de los geles en agua destilada que contenia 4-5 gotas de una solucion de bromuro de
etidio (10 mg/ml), durante 15-20 minutos. Posteriormente se observaron con luz UV
(260 nm) en un transiluminador. Las fotografias de los geles se realizaron con un equipo
de andlisis de imagen (Biorad) que utiliza una videocdmara acoplada a un sistema de

impresion de imagenes (Gelprinter vin509).
2.3.6.3. Estimacion del tamafio molecular de fragmentos de restriccion

La determinacion del tamafio molecular de los fragmentos de restriccion se ha efectuado
teniendo en cuenta la relacion logaritmica entre el tamafio molecular relativo (M;) de las
moléculas marcadoras de ADN y la movilidad relativa (R¢) de las mismas en el gel de
agarosa. Como marcadores de tamafio molecular se han utilizado los fragmentos de
restriccion del ADN del fago A resultantes de la digestion con endonucleasa HindIII

(Marcador II) o EcoRI/HindIII (Marcador III).
2.3.7. Purificacion de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa

Para la purificacion de fragmentos de ADN de los geles de agarosa se ha utilizado el

método comercial Qiaex-1I® (Qiagen), de la manera descrita por el fabricante:

1.- Extraer la banda de ADN del gel de agarosa, colocarla en un tubo de microfuga y
pesarla.

2.- Adicionar 3 volimenes, respecto al peso de la agarosa, de tampon QX1®.

3.- Agitar la resina Qiaex I® en vortex, y adicionarla a la agarosa. El volumen a
adicionar dependera de la concentacion de ADN en el gel, calculado conforme a las
instrucciones del fabricante.

4. Incubar a 50 °C, hasta conseguir la disolucion de la agarosa (aprox. 10 minutos),
agitando el tubo por inversion manual cada 2 minutos.

5.- Centrifugar (12.000 r.p.m., 30 s), eliminar el sobrenadante y resuspender el

precipitado, que contiene el ADN adherido a la matriz, en 0,5 ml de tampon QX1®.
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6.- Lavar dos veces el precipitado con 0,5 ml de tampon PE®. Secar a temperatura
ambiente.

7.- Resuspender el precipitado en 20 pl de tampén TE y calentar a 50 °C durante 10
minutos.

8.- Eliminar la resina mediante centrifugacion (12.000 r.p.m., 30 s). Recoger el
sobrenadante con cuidado y pasarlo a un nuevo tubo eppendorf.

Los pasos 7 y 8 se pueden repetir para eluir el ADN que pudiera quedar retenido en la

resina.

2.3.8. Ligacion de fragmentos de restriccion en vectores de clonacion
2.3.8.1. Ligacion en vectores de clonacion

Se ha utilizado el siguiente protocolo:

1.- En un tubo eppendorf, adicionar:
x ul de vector*
y ul de inserto*
1 ul de ADN ligasa del fago T4 (1 unidad/pl)
2 pl de tampon de la ADN ligasa (concentrado 10x)
H,O bidestilada, completar hasta 20 pl.

2.- Mezclar suavemente, centrifugar (1 pulso), e incubar a temparatura ambiente durante

3 h. También se puede dejar a 12-16 °C durante toda la noche.

*La proporcion vector:inserto, expresada en moles, debe ser, como minimo, 1:3.

La cantidad x + y debe ser, al menos, de 200 ng.

2.3.8.2. Defosforilacion de vectores de clonacién

Para evitar la posible religacion y la ligacion entre dos moléculas del vector, el mismo

se puede desfosforilar mediante tratamiento con fosfatasa alcalina seglin el protocolo

que se detalla continuacion:
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1.- Digerir el vector con la enzima de restriccion adecuada.
2.- En un tubo eppendorf, adicionar:

x ul de vector digerido con las enzimas adecuadas

10 pl de tampdn 10x de la fosfatasa alcalina

3 ul de fosfatasa alcalina (1 U/ul)

H,O bidestilada, completar hasta 100 pl

3.- Mezclar suavemente, centrifugar (1 pulso) e incubar a 37 °C durante 30 minutos.

4.- Precipitar el ADN con LiCIl 4M, como se indica en el apartado 2.3.5.
5.- Resuspender en 20 pl de tampon TE.

2.3.9. Transformacion de células competentes de E. coli

2.3.9.1. Preparacion de células competentes de E. coli con RbCl

Se ha realizado segun la técnica descrita por Hanahan (1983):
1.- Cultivar E. coli (DH5a, S17.1, etc) en 5 ml de medio LB durante 12-15 h.
2.- Inocular 4 ml en 100 ml de LB suplementado con 10 mM de MgSO,.

3.- Incubar a 37 °C hasta que el cultivo alcance la fase logaritmica de crecimiento
(DOgoo de 0,4-0,6).

A partir de este momento, las células y soluciones deben mantenrse en hielo.

4.- Centrifugar (centrifuga preparativa Sorvall, 8.000 r.p.m., 10 minutos, 4 °C) en tubos
estériles de 40 ml. Eliminar el sobrenadante.

5.- Resuspender suavemente el precipitado en 32 ml de solucion RF1 estéril y
preenfriada a 4 °C. Incubar en hielo durante 15 minutos.

6.- Centrifugar a 8.000 r.p.m. durante 10 minutos. Eliminar el sobrenadante.

7.- Resuspender en 4 ml de solucion RF2 preenfriada a 4 °C

8.- Repartir en alicuotas de 100 pl en tubos eppendorf preenfriados a 4 °C.

9.- Guardar a -70 °C.

Solucién RF1 (por 100 ml): 1,2 g de RbCl; 0,99 g de Mn Cl, x 4 H,O; 0,294 g de acetato potasico; 0,15 g
deCaCl, x H,0; 11,9 ml de glicerol ; agua destilada hasta 100 ml. Ajustar el pH a 5,8 con una solucién de

acido acético 0,2 M.
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Solucion RF2 (por 50 ml): 0,1046 g de acido morfolino propanosulfonico (MOPS); 0,06 g de RbCl; 0,55
g de CaCl, x H,0; 5,95 ml de glicerol ; agua destilada hasta 50 ml. Ajustar el pH a 6,8 con una solucion
diluida de NaOH.

Ambas soluciones se esterilizan mediante filtracion y se guardan en oscuridad a 4 °C.

2.3.9.2. Transformacion de células competentes de E. coli

Para transformar células competentes con ADN plasmidico se siguio la técnica descrita

por Rodriguez y Tait (1983), modificada como se indica a continuacion:

1.- Descongelar, manteniéndolas en hielo, alicuotas de 100 pl de células competentes.
2.- Adicionar 50-100 ng del ADN que se pretenda emplear para transformar. Mezclar
mediante agitacion suave e incubar en hielo durante 45 minutos.

3.- Calentar (choque térmico) a 42 °C durante 90-120 s. Dejar en hielo de 2 a 5 minutos.
4.- Adicionar medio LB hasta 1 ml. Incubar a 37 °C durante 1 h, agitando suavemente
cada 20 minutos. Preparar mientras tanto placas Petri con medio LB suplementado con
los correspondientes antibidticos™.

5.- Sembrar las placas con las células transformadas e incubar a 37 °C.

*Si se lleva a cabo una seleccion por color se puede adicionar al medio 40 pl de 5-bromo-4-cloro-3-
indolil-fB-D-galactopirandsido (X-Gal) 20 mg/ml de dimetilformamida y 4 pl de 1-isopropil-B-D-1-
tiogalactopirandsido (IPTG), 200 mg/ml.

2.3.10. Transferencia de ADN a B. japonicum mediante conjugacion

La transferencia de ADN a cepas de B. japonicum se realizdo mediante conjugacion
biparental utilizando E. coli S17.1 como cepa donadora.

1.- Preparar cultivos de la cepa donadora en fase logaritmica de crecimiento y de la cepa
receptora en fase exponencial tardia.

2.- Centrifugar 5 ml de receptor (12.000 r.p.m., 3 minutos).

3. Sobre el sedimento de la cepa receptora, centrifugar 1 ml de la cepa donadora.
Eliminar el sobrenadante. Lavar 2-3 veces con 1 ml de medio PSY.

4.- Resuspender el sedimento en 100 ul de PSY y adicionarlo, en forma de gota, sobre

una placa Petri con medio PSY. Dejar secar e incubar 48 h a 30 °C.
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5.- Recoger la mezcla de conjugacion con 1 ml de medio Bergersen.
6.- Sembrar 50/100 pl en placas Petri con medio Bergersen suplementado con los

antibioticos adecuados para la seleccion de los transconjugantes. Incubar a 30 °C.

2.3.11. Experimentos de hibridacion ADN-ADN

2.3.11.1. Transferencia de ADN a filtros de nylon (método tradicional)

Se llevo a cabo utilizando la técnica de Southern (1975). Para ello:

1.- Electroforesis en agarosa del ADN a trasnferir.

2.- Tincion del gel con bromuro de etidio y fotografia del mismo.

3.- Depurinizacion acida del ADN: Sumergir el gel en HCI 0,25 N hasta viraje del azul
de bromofenol a amarillo (10-15 minutos). Lavar con agua destilada.

4.- Desnaturalizacion alcalina del ADN: Sumergir el gel durante 15 minutos en una
solucion de NaOH 0,5 N adicionada de 1,5 M NaCl. Repetir el proceso. Lavar el gel
con agua destilada.

5.- Neutralizacion del ADN: Sumergir el gel en Tris-HC1 0,5 M (pH 7,4) adicionado de
NaCl 1,5 M durante 20 minutos. Lavar con agua bidestilada.

6.- Humedecer una membrana de nylon (Roche®), cargada positivamente, en SSC 10x
durante 5 minutos. El tamafo de la membrana debe ser igual al del gel. Recortar
también cuatro piezas de papel Whatmann 3MM del mismo tamaifio y saturarlas en
tampon SSC 10x.

7.- Sobre una superficie regular, habitualmente un cristal, formar una unidad de
transferencia compuesta, de abajo hacia arriba, por una pieza de papel Whatmann 3MM,
cuyos extremos se sumergen, a modo de mecha, en un reservorio de tampon de
transferencia SSC 10x, el gel, el filtro de nylon y las tres piezas restantes de papel
Whatmann 3MM. Colocar un marco de plastico que bordee todo el sistema y, a
continuacion, cubrir con servilletas de papel. Sobre las servilletas se coloco una placa de
vidrio y, sobre ésta, un peso uniforme de 1 kg. Comprobar que el sistema estd
perfectamente horizontal y dejar transferir toda la noche. Finalizado el proceso, lavar la
membrana con SSC 2x durante 5 minutos. Finalmente, fijar el ADN a la membrana

mediante calentamiento, en vacio, a 120 °C, durante 30 minutos.
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- SSC 20x: 175,3 g de NaCl; 88,2 g de citrato sodico y 800 ml de H,O destilada. Ajustar el pH a 7,0 y

completar hasta 1 litro.

2.3.11.2. Transferencia de ADN a filtros de nylon (método del vacio)

Este método tiene la ventaja de ser mas rapido que el anterior, ya que la transferencia se

realiza en aproximadamente unas dos horas. Para ello:

1.- Electroforesis del ADN a transferir.

2.- Lavar el gel con 0,25 N HCI durante 15 minutos para llevar a cabo la depurinizacién
acida del ADN.

3.- Lavar la membrana de nylon y una lamina de papel de filtro del mismo tamafio al de
la membrana, primero, con agua bidestilada durante 5 minutos y, después, con una
solucion de NaOH 0,5 N/NaCl 0,6 M. Los tamafos de la membrana y del papel debe ser
iguales y aproximadamente unos 5 mm mayores en anchura y largo que el tamafio del
gel.

4.- Preparar el sistema de vacio siguiendo las instrucciones del proveedor:

- Lavar el filtro del sistema en una cubeta con agua bidestilada y colocarlo sobre la
unidad de transferencia.

- Colocar, primero, el papel humedecido sobre el filtro del sistema y, sobre éste, la
membrana. Por encima de la membrana se colocd una lamina de pléstico provista de
una abertura de tamafo similar, o ligeramente inferior, al del gel.

- Colocar el gel de agarosa sobre la abertura de la lamina de plastico.

- Conectar la bomba de vacio a una presion constante de 55 milibares. Hacer el vacio
lentamente, comprobando que no hay escapes, al mismo tiempo que se adiciona sobre el
gel una solucién de NaOH 0,5 N/NaCl 0,6 M hasta cubrirlo por completo. Mantener el
vacio durante 60-90 minutos.

5.- Desconectar el sistema y retirar la membrana de nylon. Lavarla con SSC 2x durante
5 minutos.

6. - Secar la membrana sobre papel Whatman. Una vez seca, fijar el ADN a 120 °C, en

vacio, durante 20-30 minutos.

- En lugar de depurinacion, se puede romper el ADN mediante tratamiento con luz UV durante 10

minutos.
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- Asimismo es posible llevar a cabo la fijacion del ADN a las membranas de nylon mediante tratamiento

con luz UV durante 3 minutos por la cara de la membrana en donde se encuentra el ADN.

2.3.11.3. Marcaje de sondas no radiactivas

El marcaje de sondas se ha realizado empleando el sistema no radiactivo comercializado
por Roche®, siguiendo las recomendaciones del fabricane. Esta técnica consiste, en
esencia, en la sintesis parcial de ADN a partir del ADN molde que se quiere usar como
sonda. Para ello, se utiliza el ADN molde desnaturalizado por calor (100 °C, 10
minutos) y enfriado en agua/hielo durante 10 minutos, una mezcla de hexanucledtidos,
el fragmento Klenow de la ADN polimerasa I de E. coli y una mezcla de dNTPs que
incluye dUTP marcado con digoxigenina, nucledtido que se puede detectar mediante
una reaciéon inmunoldgica especifica de la manera que se describe en el apartado
23.114.

La cantidad de ADN molde que se emple6 fue como minimo de 100 ng, en un volumen
final de 20 pl. El tiempo de incubacién fue de unas 20 h, y la temperatura de 37 °C. En
todos los casos, se comprobo la efectividad del marcaje, que se llevo a cabo de la

manera recomendada por el proveedor.

2.3.11.4. Hibridacién ADN-ADN con sondas no radiactivas

El proceso de hibridacion se efectu6 de la manera que se describe a continuacion,
cuando se utiliz6 ADN homdlogo como sonda:
1.- Prehibridacion: Mantener la membrana de nylon inmersa en 20 ml de solucion de
prehibridacion durante 1 h, a 42 °C.
2.- Hibridacion: Tras eliminar la solucion de prehibridacion, adicionar nueva solucion
de prehibridacion con el ADN sonda desnaturalizado por calor (100 °C, 10 minutos) y
enfriado en agua/hielo durante otros 10 minutos, e incubar, al menos, durante 6 h.
3.- Lavar:

2 x 5 minutos (100 ml) de SSC 2x; SDS 0,1% a temperatura ambiente.

2 x 15 minutos (100 ml) de SSC 0,1x; SDS 0,1% a 68 °C.

1 x 5 minutos en Tampon I a temperatura ambiente.

4.- Incubar 30 minutos en Tampon II a temperatura ambiente. Eliminar el tampon.
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5.- Deteccidon inmunoldgica: Incubar a temperatura ambiente, durante 30 minutos, con
anticuerpos anti-digoxigenina conjugados con fosfatasa alcalina diluidos 1:10.000 en
tampon I1. Guardar hasta finalizarel experimento por si fuera necesario su uso de nuevo.
6.- Lavar (2 x 15 minutos) con tampén de lavado (tampon I + Tween 20 al 0,1%).

7.- Incubar la membrana 5 minutos en tamp6n III. Eliminar el tampon.

8.- Incubar con 10 ml de CSPD® (1:100 en tampén III) durante 5 minutos, en
oscuridad, a temperatura ambiente.

9.- Dejar escurrir la membrana sobre papel Whatmann 3MM, sin que se seque.
Colocarla en una bolsa de plastico, sellarla y ponerla en contacto con una pelicula
autorradiografica (Kodak X-Omat). El tiempo de exposicion (30 minutos a 6 h) varia en
funcion de la concentracion de ADN, la homologia de la sonda y la eficiencia del
marcaje.

10.- Para el revelado de la peliculas se emplearon revelador y fijador TETENAL® a las

diluciones y tiempos recomendados por el fabricante.

- Solucioén de prehibridacion: SSC 5x, formamida 50%, reactivo de bloqueo 2% (p/v); N-lauryl-sarcosina
0,1% y SDS 0,02%.

- Tampoén I: Acido maleico 0,1 M; NaCl 0,15 M. Ajustar a pH 7,5 con NaOH sélido.

- Tampon II: Tampon [; reactivo de bloqueo 1%.

- Tampo6n IIT: Tris-HCI 100 mM (pH 9,5); NaCl 100 mM

-. CSPD®: 3-(4-metoxipiro(1,2-dioxietano-3,2’-(5-cloro)triciclo(3.3.1.1)decan)-4-i1) fenil fosfato
disodico.

2.3.12. Secuenciacion de ADN

2.3.12.1. Aislamiento de ADN para secuenciacion

La obtencion de ADN plasmidico para secuenciacion se realizdo a partir de ADN

clonado en E. coli utilizando el producto comercial Qiaprep® Spin Plasmid (Qiagen),

de la manera recomendada por el fabricante:

1.- Inocular la cepa correspondiente de E. coli en 3 ml de medio LB suplementado con

los antibiodticos adecuados.
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2.- Centrifugar (12.000 r.p.m., 3 minutos) las células en tubos de microfuga. Eliminar el
sobrenadante.

3.- Resuspender el sedimento en 250 pl del reactivo P1.

4.- Adicionar inmediatamente 250 pl del reactivo P2. Mezclar suavemente por
inversion. Dejar 5 minutos, como médximo, a temperatura ambiente.

5.- Adicionar 350 pl del reactivo N3. Mezclar por inversidn varias veces.
Inmediatamente centrifugar a 12.000 r.p.m. durante 15 minutos.

6.- Aplicar el sobrenadante sobre una columna Qiaprep. Centrifugar durante 1 minuto
para retener el ADN plasmidico. Eliminar el eluido.

7.- Lavar con 750 pl de tampon PB. Centrifugar durante 1 minuto. Eliminar el eluido.

8- Adicionar 750 pul de tampon PE y centrifugar 1 minuto a 12.000 r.p.m. Eliminar el
eluido. Repetir esta centrifugacion una vez mas para eliminar el exceso de tampon.

9.- Finalmente, colocar la columna en un tubo de 1,5 ml, adicionar 50 pl de agua
bidestilada, mantener 1 minuto, y centrifugar (12.000 r.p.m., 1 minuto) para recuperar el

ADN (aproximadamente unos 25 ug).

- P1: Tris-HCl, 50 mM; EDTA, 10 mM; 100 ug/ml RNAsa A; pH 8,0.
- P2: NaOH 0,2 M; SDS 1%.
- N3: Acetato potasico 3 M; pH 5,5.

2.3.12.2. Mezcla de reaccion y reaccidn de secuenciacion

La mezcla de reaccion, preparada en un tubo eppendorf, contenia ADN (0,4-1 pg), el
cebador especifico (6,4 picomoles) y agua bidestilada hasta un volumen final de 12 pl.
Las reacciones de secuenciacion, carga de las muestras en el gel de secuenciacion y la
lectura de los geles se realizo en el Servicio de Secuenciacion del Instituto de
Parasitologia y Biomedicina Loépez-Neyra, CSIC, Granada. Las reacciones de
secuenciacion se llevaron a cabo en un termociclador Perkin Elmer 9.600, utilizando el
producto comercial Abi Prism (Perkin-Elmer) y la polimerasa Amplitaq FS. La
determinacion de la secuencia se realizé mediante el sistema de terminadores marcados
con fluorocromos.

En todos los casos se han secuenciado las dos cadenas de ADN. Los cebadores
empleados han sido, entre otros, los denominados universal y reverso, correspondientes

a las secuencias del fago MI3 5-GTTTTCCCAGTCACGAC-3' y 5'-
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AACAGCTATGACCATG-3', respectivamente, presentes en los vectores de tipo pBS
KS(+) y pCR4-TOPO, etc. Para la secuenciacion de los productos clonados en el vector
de expresion pET3a(+) se han wusado los cebadores T7-forward 5’-
TAATACGACTCACTATAGGG-3" y T7-reverse, S’GCTAGTTATTGCTCAGCG-3".
La sintesis de oligonucledtidos se llevd a cabo en el Servicio de Sintesis de
Oligonucleodtidos del Instituto de Parasitologia y Biomedicina Lopez-Neyra, CSIC,
Granada, utilizando un aparato Oligo 1000 DNA Synthesizer.

2.3.12.3. Andlisis informatico de secuencias de ADN y proteinas

Los andlisis de las secuencias de ADN y de proteinas, biisqueda de sitios de restriccion,
localizacién de posibles marcos abiertos de lectura (ORFs), etc., se han realizado a
través de Intenet utilizando los programas del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/),
EMBL-EBI (http://www.ebi.ac.uk/), Webcutter (http://rna.lundberg.gu.se/cutter2/), y
Online Analysis Tools (http://molbiol-tools.ca/). Las secuencias de ADN se manejaron
con los programas DS Gene (Accelrys) y Chromas (C. McCarthy, School of Health
Sciences, Griffith University, Queensland). Para el disefio de cebadores se utlizaron los
programas Primer3 (Whitehead Institute for Biomedical Research, Cambridge) y
Oligotech (Oligos Etc Inc.). Para la prediccion de topologia de proteinas se utilizaron
las herramientas proporcionadas en el servidor ExPaSy (http://www.expasy.org/) y los
programas 3D-Jigsaw (Bates et al. 2001), y RASMOL
(http://www.umass.edu/microbio/rasmol/). También se consultdé el banco de datos

PROSITE a través del servidor ExPaSy (http://www.expasy.org/prosite/).

2.3.13. Transcripcion in vitro

2.3.13.1. Preparacion del ADN molde

Como ADN molde se han utilizado fragmentos de 465 y 367 pares de bases (pb) que
contienen las cajas de anaerobiosis de los genes nirK y norCBQD, que se consideran los
posibles sitios de union de la proteina NnrR, clonados en los plasmidos pRJ8822 y
pRJ8839, respectivamente.

Como control se utilizé un fragmento de 240 pb del plasmido pRJ9601, que contiene la

region promotora del gen rrn, que codifica genes del ARNry ARNt, y su terminador.
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Para la construccion del plasmido pRJI8839, se amplificd una region de 367 pb mediante
reaccion en cadena de la polimerasa, usando los cebadores nor4dF y nordR, en la

siguiente mezcla de reaccion:

ADN molde: pRJ2499 (50 ng)
10 ul de tampén PCR (5x)

25 pmoles de cada cebador’

5 ul de MgCl, (25 mM)

5 ul de dimetil sulféxido

5 ul dNTPs (2 mM)

0,2 ul Taq polimerasa (5 U/pl)
H,O bidestilada hasta 50 ul

!Cebadores:

Nombre Secuencia

nor4F 5"-cgggatceeg” P’*GGATCGTCTCGACCTCACAT-3’
nor4R 5"-cggaattccg”™ AGCCATTGCCAATCCTTTC-3"

Los superindices indican la posicion del nucledtido G de la secuencia del ORF bsr3213 (ver Rhizobase,
http://www.kazusa.or.jp/thizobase2) y la del nucledtido A de la secuencia de los genes norCBQD
(ntimero de acceso AJ132911) (Mesa et al. 2002) de los cebadores nordF y nordR, respectivamente. En
minuscula se indica la secuencia de las enzimas de restriccion, ECORI y BamHI, afiadidas para favorecer

la clonacion.

Programa de PCR
Ciclos Temperatura (°C) Tiempo
1 95 5 minutos
35 95 30s
58 1 minuto
72 1 minuto
1 72 10 minutos

Una vez acabada la reaccion de PCR, la totalidad de la muestra se cargd en un gel de
agarosa y, una vez finalizada la electroforesis, el ADN amplificado se aislo del gel,

conforme al apartado 2.3.7.
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El producto de PCR, una vez purificado, se digirié con las enzimas ECORI y BamHI, y
se clon6 en el plasmido pRJ9519, cortado a su vez con las mismas enzimas, obteniendo

asi el plasmido pRJ8839.

El ADN correspondiente a los plasmidos pRJ8822 y pRJ8839 se prepar6d de la manera
siguiente:

1.- Tomar 1 ug de ADN y completar el volumen hasta 300 pl con agua DEPC.

2.- Adicionar 1 volumen de fenol libre de ARNasas (Biophenol, NE Biolabs).
Centrifugar 5 minutos a 5000 r.p.m. Transferir el sobrenadante a un nuevo tubo.

3.- Adicionar 1 volumen de mezcla fenol:cloroformo (1:1). Centrifugar 5 minutos a
5.000 r.p.m. Transferir el sobrenadante a un nuevo tubo.

4.- Adicionar 3 volimenes de etanol 100 % en agua DEPC

5.- Adicionar 1/10 del volumen de sobrenadante de acetato potdsico 3M pH 5,2.
Mezclar por inversion manual.

6.- Enfriar a -20 °C durante 30 minutos.

7.- Centrifugar 30 minutos a 12.000 r.p.m. Eliminar el sobrenadante.

8.- Adicionar 200 pl de etanol 70 % en agua DEPC. Centrifugar 3 minutos a 12.000
r.p.m. Eliminar el sobrenadante.

9.- Secar el ADN al vacio. Resuspender en 20 ul de agua-DEPC.

DEPC: Dietil pirocarbonato.

Para evitar la digestion por ARNasas durante el experimento, el material de vidrio se hornea previamente
a 180 °C durante 8 h.

Todas las soluciones han de estar disueltas en agua-DEPC (1:1000).

2.3.13.2. Reaccion de transcripcion

1.- Mezcla de reaccion: En un tubo eppendorf, adicionar:

ADN circular (500 ng/pl) x,0 pl
Tampon de transcripceion in vitro 5x (Fermentas) 4,0 ul
UTP o-"*P (10 puCi/pl) 1,5 ul
Inhibidor de ARNasa (40 U/ul) (Fermentas) 0,5 ul
NTP (10 mM) 2,0 ul
ARN polimerasa de B. japonicum' (100 nM) 3,0l
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NnrR purificada® x,0 pl
H,O DEPC completar hasta 20 ul

Incubar la mezcla de reaccion a 37 °C durante 30 minutos.

'La ARN polimerasa de B. japonicum fue un regalo del Prof. H. Hennecke (Departamento de
Microbiologia, ETH Zentrum, Zurich, Suiza).

*Se utilizaron concentraciones de proteina purificada de 0,5y 2 uM.

En algunos casos se afiadieron KNO, a una concentracion final de 0,5 mM, y NO a una concentracion de

10 uM, preparada a partir de una solucion saturada de NO gas concentrada a 1,9 mM.

2.- Parar la reaccion colocando las muestras en hielo.

3.- Adicionar 180 pl de agua-DEPC, 200 pl de biofenol y 20 ul de acetato potasico 3 M
pH 5,2 para precipitar el ARN. Mezclar por inversion manual de los tubos.

4.- Centrifugar 5 minutos a 12.000 r.p.m.

5.- Tomar el sobrenadante y adicionar 500 pl de etanol 100 %. Enfriar a -20 °C un
minimo de 30 minutos.

6.- Centrifugar 30 minutos a 12.000 r.p.m. Eliminar el sobrenadante.

6.- Adicionar 200 pl de etanol 70 %. Centrifugar 5 minutos a 12.000 r.p.m. Eliminar el
sobrenadante.

7.- Secar el ARN al vacio. Resuspender en 6 ul de solucion de Sanger.

8.- Calentar durante 2 minutos a 90 °C.

9.- Cargar los 6 pl de muestra en un gel de secuenciacion.

Solucién de Sanger: formamida 38 %; EDTA 8 mM, pH 8; azul de bromofenol 0,02 %; xilen cianol 0,02
%.

Para los experimentos de actividad in vitro en condiciones de microaerobiosis, todas las
soluciones se gasearon con N,. Las reacciones de transcripcion se efectuaron en tubos
de vidrio, de 1 ml de capacidad, sellados con un tapén de goma perforable. Toda la
manipulacion se realizo en una camara de anaerobiosis (Coy” modelo B) gaseadas con

una atmosfera inerte compuesta por 95 % Na:5 % Ho.
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2.3.13.3. Marcadores de ADN

1.- Mezcla de reaccion: En un tubo eppendorf, adicionar:

ADN lineal (500 ng/pl)! X,0ul
Tampon de transcripcion in vitro 5x (Fermentas) 4.0 ul
UTP a->°P (10 puCi/pl) 1.0 ul
Inhibidor de ARNasa (40 U/ul) (Fermentas) 0.5 ul
Mezcla GTP, ATP, CTP (10 mM) 1.0 pl
UTP (100 uM) 4.0 ul
ARN polimerasa del fago T3* (100 nM) 3.0 ul
H,O-DEPC completar hasta 20 ul

Incubar la mezcla de reaccion a 37 °C durante 2 h.

'El ADN corresponde a los plasmidos pRJ9601 y pRI8817, linearizados tras su digestion con las enzimas
BstX1 y BglIII, respectivamente.

’La ARN polimerasa de E. coli fue un regalo del Prof. H. Hennecke (Departamento de Microbiologia,
ETH Zentrum, Zurich, Suiza).

2.- Parar la reaccion y precipitar el ADN.
3.- Resuspender el ADN en 200 ul de solucién de Sanger

4.- Cargar 3 pl en el gel de secuenciacion.

2.3.14.4. Electroforesis en gel de secuenciacion urea/acrilamida

1.- Preparar la mezcla:

Urea 750 ¢

TBE 10x 15,0 ml
Acrilamida:bisacrilamida 40 % (19:1) 22,5 ml
Agua-DEPC completar hasta 150 ml

2.- Disolver la urea y la acrilamida, en agitacion, en un bafo a 37 °C. Filtrar la solucién
y hacer vacio empleado los filtros Stericup (Millipore).
3.- Adicionar 600 pl de persulfato amoénico 10 % y 60 pul de TEMED. Verter la mezcla

inmediatamente en el soporte del gel de secuenciacion, previamente preparado.
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4.- Una vez polimerizado, antes de cargarlo, calentar el gel haciéndole pasar corriente
eléctrica (30 mA durante 1 h) en tampdn de electroforesis (TBE 0,5 x).

5.- Cargar las muestras y los marcadores. Aplicar la corriente eléctrica y mantener la
electroforesis a 30 mA hasta que el azul bromofenol llega al final del gel.

6.- Una vez acabada la electroforesis, separar los cristales y transferir el gel a una
lamina de papel Watman 3MM. Cubrir con un plastico y secar a 80 °C durante 30
minutos.

7.- Poner el gel en contactos con placas amplificadoras Phosphor-screen GP de 35 x 43
cm de Amersham, previamente neutralizadas, durante al menos 16 h. A continuacién, se
detect6d la sefial radiografica de dichas placas mediante un Fosfo-Imager (Molecular

Dynamics, Sunnyvale, Calif.).
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2.4. SOBREEXPRESION Y PURIFICACION DE LA PROTEINA NnrR
2.4.1. Mutacion puntual dirigida del gen nnrR

El plasmido pRJ8819, un regalo de S. Mesa, Departamento de Microbiologia, ETH
Zentrum, Zurich, Suiza, estd formado por el vector de expresion pET28a(+) y el
fragmento Ndel/EcORI de 818 pares de bases que corresponde al gen nnrR de B.
japonicum. Para clonar nnrR en el vector de expresion pET3a(+) (Novagen), fue
necesaria la conversion del sitio ECORI del sitio multiple de clonacién (SMC) de
pRJ8819 en otro BamHI mediante la mutagénesis puntual dirigida de pRJ8819. Para
ello, se ha utilizado el sistema comercial QuickChange ® (Stratagene), de la manera que

se indica a continuacion:

1.- En un tubo eppendorf, adicionar:
5 ul de tampén 10x de PCR
10 pl de una mezcla 2 mM de dNTPs
x ul de ADN de doble cadena de pRJ8819 (50 ng)
y ul de nnrRmut1B (aprox. 125 ng)
z pl de nnrRmut2B (aprox. 125 ng)
1 ul de polimerasa Pful (2,5 U/ul)

Completar con agua bidestilada estéril hasta 50 pul

Cebadores

Nombre Secuencia

SMC de pRJ8819 5’-GCGCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAG-3’
nnrRmut1B 5’-GCGCGAATTCAGGATCCGTCGACAAG-3’
SMC de pRJ8819 5’-CTTGTCGACGGAGCTCGAATTCGCGC-3
nnrRmut2B 5’-CTTGTCGACGGATCCTGAATTCGCGC-3’

Las bases subrayadas en la secuencia original se modificaron para sustituir el sitio ECORI por otro BamHI.
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Programa de PCR
Ciclos Temperatura (°C) Tiempo
1 95 308
15 95 30s
55 30s
68 6,2 minuto
(2 minutos/kb)

2. Comprobar la amplificacion del ADN mediante la electroforesis de 5 pl en un gel de
agarosa.

3.- Digerir el producto de PCR con Dpnl (1 pl, 10 U/ul, Stratagene®). La enzima se
adiciona directamente al tubo de PCR y no es necesario tampdn. Esta enzima sélo
digiere el ADN sintetizado por E. coli y no el mutagenizado de nueva sintesis
procedente de la PCR.

4.- Transformar 50 ul de células competentes de E. coli XL1-Blue con 1 pl de ADN
digerido y sembrar en medio LB suplementado con 200 pg/ul de ampicilina.

5.- Seleccionar colonias y aislar ADN plasmidico.

6.- Secuenciar el ADN utilizando como cebadores los oligonucleotidos T7-forward y
T7-reverse.

La secuenciacion de 5 de los clones obtenidos permitio seleccionar uno de ellos, al que

se ha denominado E. coli 0703, que se ha utilizado en este estudio.

2.4.2. Sobreexpresion de NnrR en E. coli

2.4.2.1. Construccion del vector de expresion de nnrR

La clonacion del fragmento Ndel/BamH1 de 818 pares de bases de E. coli 0703 en el
vector pET3a(+), previamente digerido con Ndel y BamHI, resulté en el plasmido
pBG0704 que, finalmente, se utilizd para transformar células competentes de E. coli

DH5a. Una vez comprobada la presencia del pldsmido en las células transformadas, se

ha seleccionado una cepa, E. coli 0704, que se ha utilizado en este estudio.
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2.4.2.2. Sobreexpresion del gen nnrR a partir de E. coli BL21 (DE3) transformada
con pBG0604

1.- Inocular 3 ml de LB, suplementado con ampicilina, con E. coli BL21 (DE3)
transformada con pBG0704, e incubar durante 12-15 h a 37 °C.

2.- Precalentar matraces con 20 ml de LB a 37 °C durante 12-15 h, adicionar ampicilina,
e inocularlos con 200 ul del precultivo en LB.

3.- Incubar las células a 37 °C hasta alcanzar una DOg de 0,3.

4. Dividir los cultivos para incubar a 30 °C y a 37 °C.

2.4.2.2.1. Efecto del IPTG

1.- Cuando los cultivos alcanzaron una DOgg de 0,6, adicionar 0,1, 0,2 y 0,4 mM de
IPTG.

4.- Incubar a la temperatura correspondiente, 30 °C 6 37 °C, durante 2 h. Tomar
alicuotas de 1 ml al comienzo y al final del tiempo de incubacion.

5. Lisar las células (ver abajo, apartado 2.4.3.2.3) y analizar el sobrenadante mediante

electroforesis en geles PAGE-SDS.

2.4.2.2.2. Efecto del tiempo de incubacion

1.- A cultivos celulares de la cepa E. coli BL21 (DE3) transformada con pBG0704
incubados a 30 °C y 37 °C hasta alcanzar una DOgg de 0,6, adicionar 0,1 mM de IPTG.
2.- Incubar a la temperatura correspondiente, durante 2, 3, 4 y 6 h. Tomar alicuotas de 1
ml cada hora durante el tiempo de incubacion.

3.- Lisar las células (ver abajo, apartado 2.4.3.2.3) y analizar el sobrenadante mediante

electroforesis en geles PAGE-SDS.

2.4.2.2.3. Solubilidad de la proteina recombinante

Durante los estudios sobre el efecto de la temperatura, concentracion de IPTG y del
tiempo de incubacion sobre la expresion de nnrR, y sobretodo, antes de iniciar la
purificacion de la proteina NnrR, se determind su solubilidad de la manera que se

describe a continuacion:
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1.- Centrifugar las alicuotas de 1 ml a 12.000 r.p.m. durante 3 minutos.

2.- Resuspender el sedimento en solucion de resuspension (100 pl/unidad de DOgg del

cultivo).

3.- Congelar y descongelar en nitrogeno liquido. Comprobar de visu la lisis celular en

funcioén de la viscosidad y del cambio de color.

4.- Centrifugar a 12.000 r.p.m. durante 10 minutos. Recoger el sobrenadante y
resuspender el sedimento en soluciéon de resuspension (100 pl/unidad de DOggp del

cultivo original)

6.- Analizar el contenido proteico del sedimento y del sobrenadante en geles PAGE-

SDS.

- Solucioén de resuspension (SR): piperazina 20 mM pH 5,6; NaCl 20 mM.

2.4.3. Purificacion de la proteina NnrR

2.4.3.1. Induccion de la expresion del gen nnrR en E. coli

Se han utilizado lotes de 400 ml de medio LB inoculados con E. coli BL21 (DE3)
transformadas con pBG0704 y cultivados a 37 °C, en presencia de ampicilina, hasta una
DOgoo de 0,3. Posteriormente, el cultivo se incubo a 30 °C hasta alcanzar una DOgg de

0,6, se suplement6 con 0,1 mM de IPTG y se incub6 de nuevo a 30 °C durante 2 h.

2.4.3.2. Fraccionamiento celular

A partir de 400 ml del cultivo inducido:

1.- Centrifugar a 5.000 r.p.m. durante 10 minutos a 4 °C.

2.- Lavar (10 ml/100 ml de cultivo) con solucién de resuspension.

3.- Centrifugar de nuevo a 5.000 r.p.m.durante 10 minutos a 4 °C.

4.- Resuspender en 5 ml de solucion de resuspension suplementada con PMSF 0,5
mM (2 ml/100 ml de cultivo).

5.- Romper las células mediante diferencias de presion (120 MPa) en una prensa de

French (SLM, Aminco). Repetir la rotura 2 veces.
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6.- Centrifugar el extracto celular resultante (10.000 r.p.m., 10 min, 4 °C) para
sedimentar las células que no se hayan roto.

7.- Recoger el sobrenadante y centrifugar nuevamente a 45.000 r.p.m. (1 h, 4 °C). Se
utilizo una ultracentrifuga Beckman® provista de un rotor modelo 70Ti.

8.- Recoger el sobrenadante.

Una vez sedimentadas las células, si no es posible proseguir con la purificacion, las muestras se pueden

congelar, primero, en nitrégeno liquido y guardarlas después a -80 °C hasta su uso.

Solucién de PMSF: 50 mM en etanol.

2.4.3.3. Cromatografia de intercambio idnico

Se ha llevado a cabo mediante cromatografia liquida de presion rapida (FPLC)
utilizando un cromatégrafo modelo LCC-500 (Pharmacia). El procedimiento a seguir es

el siguiente:

1.- Preparar solucién de resuspension (SR, piperazina 20 mM, pH 5,6; NaCl 20 mM).
Filtrarla y eliminar el gas usando filtros de 0,45 um Durapore de Millipore, acoplado a
una bomba de vacio.

2.- Lavar 2 veces la bomba peristaltica A del cromatografo con SR.

3.- Equilibrar la columna con cuatro veces su volumen de SR a un flujo de 3 ml/minuto.
Se ha empleado una columna de intercambio aniénico HiTrapQ FF® (Amersham) de 5
ml.

4.- Inyectar el sobrenadante procedente del fraccionamiento celular en la columna
utilizando SR como fase mévil a un flujo de 3 ml/minuto. Recoger el eluido.

5.- Lavar, primero la columna, y luego la bomba A, con cuatro volumenes de SR.

6.- Lavar, primero la bomba A, y luego la columna con cuatro volumenes de agua
desionizada.

7. Lavar, primero la bomba A, y luego la columna con dos volumenes de etanol al 20 %.
8.- Comprobar la presencia de la proteina en el eluido mediante electroforesis PAGE-

SDS.
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2.4.3.4. Filtracién en gel

Se efectué mediante cromatografia a través de columnas PD-10° (Amersham), que

contienen una matriz de Sephadex G-25 M. El procedimiento a seguir es el siguiente:

1.- Disponer la columna en un soporte. Cortar la parte inferior de la columna con una
tijera y esperar a que caiga el liquido que hay en su interior.

2.- Equilibrar la columna con 25 ml de solucién estandar (SE).

3.- Aplicar 2,5 ml del eluido que contiene la proteina procedente de la cromatografia de
intercambio i6nico. Recoger el nuevo eluido.

4.- Adicionar 3,5 ml de SE. Recoger el eluido.

5.- Repetir los pasos 2, 3 y 4 cuantas veces sea necesario para eluir la totalidad de la
proteina a través de la columna.

6.- Cuantificar la concentracion de proteina (apartado 2.2.5)

7.- Comprobar la purificacién de la proteina mediante electroforesis PAGE-SDS.

Solucidn estandar (SE): Tris-HCI 25 mM pH 7; NaCl 20 mM.

2.4.3.5. Cromatografia de afinidad

Se ha llevado a cabo mediante cromatografia liquida de presion répida (FPLC)
utilizando un cromatégrafo modelo LCC-500 (Pharmacia). El procedimiento a seguir es

el siguiente

1.- Preparar solucion estandar (SE, Tris-HCI 25 mM pH 7; NaCl 20 mM) suplementada
con 20 mM (SE.A) y 1 M (SE.B) de NaCl, respectivamente. Filtrarla y eliminar el gas
usando filtros de 0,45 um Durapore de Millipore acoplado a una bomba de vacio.

2.- Lavar las dos bombas peristalticas (A y B) del cromatografo con las soluciones SE.A
y SE.B, respectivamente.

3.- Equilibrar la columna con cuatro volimenes de solucion SE.A. Se ha utilizado una
columna HiTrap Heparin® de 5 ml (Amersham), funcionando a un flujo de 3 ml/min.
4.- Inyectar en la columna todo el eluido procedente de la filtracion en gel utilizando 5

ml de SE.A como fase movil.

80



Material y Métodos

5.- Lavar la columna con cuatro volimenes de SE.

6.- Eluir la proteina de la columna utilizando un gradiente desde 20 mM hasta 1 M de
NaCl. El gradiente se prepardé mezclando una concentracion cada vez mayor de solucion
SE.B, respecto a una concentracion constante de SE.A. La longitud del gradiente fue de
20 ml y el eluido se recogi6 en fracciones de 1,5 ml.

7.- Lavar la columna con dos volumenes de SE.A.

8.- Lavar las bombas peristélticas con cuatro volimenes de agua desionizada.

9.- Lavar la columna con cuatro volimenes de agua desionizada.

10.- Lavar las bombas con dos volimenes de etanol al 20 %.

11.- Lavar la columna con dos volumenes de etanol al 20 %.

12.- Comprobar la presencia de la proteina en las diferentes fracciones mediante
electroforesis PAGE-SDS. A aquella fraccion, o fracciones, que contenian la proteina
pura, se suplementaron con glicerol al 10%, se sumergieron en nitrégeno liquido, y se

guardaron a -80 °C hasta su utilizacion.

2.4.3.6. Electroforesis de proteina en geles de poliacrilamida (PAGE-SDS)

2.4.3.6.1. Preparacion de las muestras

Las alicuotas procedentes de los estudios sobre el efecto de la temperatura,
concentracion de IPTG y del tiempo de incubacion sobre la expresion de NnrR
originaron dos tipos de muestras, el sedimento y el sobrenadante de las células (ver
apartados 2.4.2.2.1, 2.4.2.2.2 y 2.4.2.2.3). A la fraccion soluble se le adiciond un
volumen de tampon de carga 2x, y el sedimento se resuspendié en 50 ul de tampon de
carga 1x.

Las muestras procedentes del proceso de purificacion (50 pl) se complementaron con 1
volumen de tampon de carga 2x.

Todas las muestras se calentaron a 90° C durante 5 minutos y se centrifugaron 5

minutos a 12.000 r.p.m. antes de cargarlas en el gel.

Tampon de carga 2x: SDS 4%; DTT 0.1 M; glicerina 20%; Tris-HCI 125 mM pH 6,8; azul de bromofenol
0,02%.
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2.4.3.6.2. Electroforesis

Se ha utilizado el método descrito por Laemmli (1970). Los geles de separacion y de
empaquetado se prepararon a una concentracion final del 4% de

acrilamida:bisacrilamida, respectivamente, como se indica a continuacion:

Gel de separacion (4%) Gel de empaquetado (4%)
Agua destilada 2,1 ml Agua destilada 1,82 ml
Tris 1,5 M pH 8,8 2 ml Tris 0.25 M, pH 6,8 0,75 ml
SDS 10% 80 ul SDS 10% 30 pl
Acrilamida:Bisacrilamida 3,75 ml Acrilamida:Bisacrilamida 0,4 ml
(29,2:0,8), 30% (29,2:0,8), 30%
Persulfato amonico 10% 50 pl Persulfato amoénico 10% 60 pl
TEMED 4 ul TEMED 2,5 ul

Como molde se emplearon placas de vidrio de 7 x 10 cm y espaciadores de 0,75 mm. La
electroforesis se llevd en una cubeta Miniprotean II (Biorad) rellena de tampon de
electroforesis a un voltaje constante de 180 V, a temperatura ambiente. En cada carril se
carg6 10 ul de cada muestra diluida (1/5 v/v) en tampon de carga. Se utiliz6 el sistema
comercial LMW-SDS Marker Kit® de Amersham como marcador de tamafio molecular,

cargando 5 pul por pocillo.

Tampon de electroforesis: Tris/Glicina pH 8,3 (por 1): Glicina 14,41 g; Tris-Base 3,03 g; SDS 1 g.
Tampon de carga 2x: SDS 4%; DTT 0.1 M; glicerina 20%; Tris-HCI 125 mM pH 6,8; azul de bromofenol
0,02%.

2.4.3.6.3. Deteccidn

Después de la electroforesis (aproximadamente 45 minutos en las condiciones
descritas), las proteinas se detectaron mediante tinciéon con Azul Coomassie durante 15
minutos y posterior lavado con solucion de destefiido durante 2 h. Finalmente, el gel se

seco entre papel de celofan al aire libre.

Azul Coomasie: Coomassie Brilliant Blue R250, 1g; metanol 400 ml; acido acético 100 ml, H,O destilada
hasta 500 ml.

Solucién de destenido: metanol 250 ml; acido acético 100 ml, H,O destilada hasta 650 ml.
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Para los experimentos de transcripcion in vitro, la sobreexpresion del gen nnrR y
purificacion de la proteina NnrR se llevaron a cabo en microaerobiosis. La
sobreexpresion se realizo cultivando las células de E. coli BL21 (DE3) transformadas
con pBG0704 en aerobiosis hasta alcanzar una DOggy de 0,6 a 37 °C. Posteriormente, el
cultivo celular se transfiri6 a tubos cerrados con tapon de goma perforable y se
suplemento6 con 0,1 mM de IPTG y 0,5 % de glucosa. Las células se incubaron a 30 °C
durante 14 h a 100 r.p.m.

La purificacion en microaerobiosis se realizd suplementando la solucion de
resuspension con 1 mM de DTT. Las soluciones estandar y de resuspension se gasearon
previamente a su uso en tubos sellados con tapon de goma perforable. Toda la
manipulacion se realizé en una camara de anaerobiosis (Coy™ modelo B) por la que se

circul6 una atmosfera inerte compuesta por 95 % N,:5 % H,.
La concentracion relativa de proteina purificada, calculada segun su correspondiente

area parcial, se determiné mediante el analisis densitométrico de los geles de proteina.

Para ello se empled un densitdometro Shimadzu modelo CS-9000.

&3



Material y Métodos

2.5. CARACTERIZACION DE LA PROTEINA NnrR

2.5.1. Integridad proteica

La integridad de la proteina NnrR purificada se determiné analizando su espectro de
dicroismo circular. Para ello, se utilizé un espectropolarimetro Jasco®™, modelo J-600,
equipado con un controlador de temperatura tipo Peltier. Se prepararon alicuotas de la
proteina en tampén Tris-HCI 25 mM, pH 7, y NaCl 20 mM, a una concentracion final
de 14 uM. El espectro se determino entre 200 y 250 nm, en una cubeta de cuarzo de 0,5
cm de longitud de paso. a una velocidad de 20 nm/min, una resolucion de 0,2 nm, y 1
nm de ancho de banda. La temperatura fue de 25 °C. En algunos experimentos la
temperatura se incrementd hasta 90 °C durante 5 minutos, y se enfrio de nuevo a 25 °C,

procediéndose entonces a realizar una nueva medida.

2.5.2. Coeficiente de extincién molar

El coeficiente de extinciéon molar se calcul6 a partir de la ecuacion de Lambert-Beer:
A=exCxL,

donde A es la absorbancia a 280 nm,

€ es el coeficiente de extincion molar,

C es la concentracion de la proteina, y

L es la longitud de paso de la cubeta de cuarzo que se emplea para la medicion
espectrofotométrica. La medicion se realizd en un espectrofotometro Shimadzu UV-

1603.

2.5.3. Espectrometria de masas

Para determinar la masa molecular de la proteina recombinante se prepararon muestras a
una concentracion de 20 uM en una solucidn acetonitrilo:agua (1:1, v/v) suplementada
con 0,2 % de acido formico. Posteriormente, alicuotas de 20 pl se sometieron a
cromatografia liquida de alta presion en un cromatdgrafo BioCad (PerSeptive
Biosystems) equipado con una columna C-18 (uBondapak, Waters) a un flujo de 0,5

ml/minuto. Una vez recogida la fraccion que contenia la proteina, se cargd en el
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ionizador de un espectrometro de masas (Thermoelectron, modelo LCQ) equipado con

un ionizador electrospray (ESI), acoplado a un detector de trampa i6nica.

2.5.4. Estado de agregacion

Se ha determinado mediante cromatografia de exclusion molecular empleando una
columna Superdex 75 H/R 30/10 (Amersham), acoplada a un cromatdgrafo BioCad
(PerSeptive Biosystems).

1.- Lavar la bomba A con tampo6n Tris-HCI 25 mM, pH 7; NaCl 300 mM.

2.- Equilibrar la columna haciéndole pasar la misma solucion durante 2 h a temperatura
ambiente, a un flujo constante de 0,5 ml/minuto.

3.- Inyectar las muestras de proteina patron. Se ha utilizado el producto comercial LMW
Gel filtration calibration kit® que contiene RNasa A (13,7 kDa), ovoalbumina (43 kDa)
y albumina sérica bovina (67 kDa), a las concentraciones recomendadas por el
fabricante (Amersham).

4.- Inyectar 100 pl de la proteina NnrR, a una concentracion de 40 pM.

5.- Calculo de los tiempos de retencidon y construccion de la recta de regresion.

2.5.5. Determinacion de posibles sitios de unién a ligandos

Se ha llevado a cabo mediante titulacion de NnrR con concentraciones crecientes de
acido 8-anilino-1-sulféonico (ANS) utilizando un fluorimetro Fluorimax®. Se ha
utilizado 350 nm como valor de la longitud de onda de excitacién del ANS. La longitud
de onda de emision del ANS aumenta llegando a valores comprendidos entre 480 y 530
nm, cuando se forman complejos ANS:proteina (Heyduk y Lee, 1989). Puesto que el
maximo de emision, a 25 °C, es de 460 nm para la NnrR, los espectros se registraron
entre 420 y 570 nm. Se han empleado cubetas de cuarzo de 1 cm de longitud de paso.

El protocolo empleado para la titulacion se detalla a continuacion:

1.- Preparar soluciones concentradas de ANS (Sigma) de 1, 3 y 5 uM, disueltas en
tampon SE (Tris-HCI 25 mM pH 7; NaCl 20 mM). Las soluciones se filtraron usando
filtros Millex (Millipore) de 0,2 pm de tamafio de poro y se guardaron a temperatura
ambiente protegidas de la luz.

2.- Estabilizar el fluorimetro y obtener un blanco utilizando s6lo tampén SE.
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3.- Obtener el espectro de la proteina en ausencia de ANS. En todos los casos, la
concentracion de proteina fue 42 uM.

4.- Obtener espectros adicionando concentraciones crecientes de ANS, desde 1 a 300
uM.

6.- Calcular la curva correspondiente a la relacion entre la longitud de onda de emision
de fluorescencia a 490 nm y la concentracion de ANS en la cubeta.

7.-. Ajustar dos rectas de regresion, una correspondiente a la fase inicial cuando la
proteina une ANS en proporcion lineal y, otra, que corresponde al final del ensayo,
cuando el ANS se encuentra en exceso respecto a la proteina.

8.- La interseccion de ambas rectas da un valor de concentracion de proteina, a partir del

cual se puede estimar la razon entre las moléculas de ANS presentes y las de proteina.
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2.6. UNION NnrR-ADN

2.6.1. Ensayos de retardo en gel

2.6.1.1. Amplificacion del ADN

En un tubo eppendorf, adicionar:
ADN molde (50 ng)'
10 pl de tampdén PCR (5x)
25 pmoles de cada cebador’
5 ul de MgCl, (25 mM)
5 ul de dimetil sulféxido
5 ul ANTPs (2 mM)
0,2 ul Taq polimerasa (5 U/ul)
H,O bidestilada hasta 50 pl

'ADN molde: Se han utilizado cada uno de los plasmidos pPM200P9134, pRJ2498 y pRJ2499 que

contienen las regiones promotoras de los genes napEDABC, nirK y norCBQD, respectivamente.

Cebadores:

Nombre Secuencia

naplF 5’-gggaattc”**CCCGAGATCGATGGCCGTGAG-3
napIR 5"-gggatcc™ P ATATTCGGTCTCTCTGAAATTTTGG-3’
nirlF 5-cgcgaattc’ * TCAACGTGGTGTCG-3’

nirlR 5"-gcggatc” CTGATCAATGCGGCTCT-3"

norlF 5"-gcggaattc>’CTCGTGCTCGATTTCCTC-3

norlR 5"-gcggatc®’CACTTGGTCAGGCGTTCA-3"

Las parejas de oligonucleotidos naplF y naplR, nirlF y nirlR, y norlF y norlR se han utilizados para
amplificar fragmentos de 221, 195 y 238 pares de bases de las regiones promotoras de los genes nap, nir
y nor, respectivamente. Los superindices indican la posicion de la base siguiente en la secuencia de los
genes NApEDABC (Delgado et al. 2003), nirK (Velasco et al. 2001) y norCBQD (Mesa et al. 2002),
depositados en las Bases de Datos (nimeros de acceso AF314590, AJ002516 y AJ132911,
respectivamente). En mindscula se indica la secuencia de las enzimas de restriccion, ECORI y BamHI,

afladidas para favorecer la clonacion.
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Programa de PCR
Ciclos Temperatura (°C) Tiempo
1 95 2 minutos
35 95 30s
55 30s
72 30s
1 72 2 minutos

Una vez terminada la PCR y comprobada la amplificacién de los fragmentos, las
muestras se cargaron en su totalidad en geles de agarosa y se purifico el ADN de los

mismos conforme al método explicado en el apartado 2.3.7.

2.6.1.2. Marcaje del ADN amplificado

1.- En un tubo eppendorf, mezclar:

1.- ADN amplificado x ul (10 uM)
2.- Tampon de la polinucledtido kinasa del fago T4 (10x) 5,0 ul

3.- Calentar a 70 °C durante 5 minutos.

4.- Enfriar en hielo durante 10 minutos.

5.- Adicionar polinucleotido kinasa del fago T4 1,0 pl
6.- Adicionar ATP y->°P (10 puCi/pl) 5,0 ul
7.- Completar con agua bidestilada hasta 50 ul

8.- Incubar a 37 °C durante 30 minutos

9.-.- Detener la reaccion colocando la muestra en hielo.

10.- Disponer una columna NAP-5 (Amersham) en un soporte y cortar su extremo
terminal con una tijera para eliminar el liquido que contiene. Centrifugar la columna a
2.000 r.p.m. durante 5 minutos.

11.- Aplicar la mezcla de reaccion al centro de la columna, y centrifugar a 2.000 r.p.m.

durante 5 minutos. Recoger el eluido que contiene el ADN marcado.
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2.6.1.3. Mezcla de reaccioén

1.- En tubos eppendorf, adicionar:

CFB (10x) 1,5 pl
NnrR' x ul

ADN marcado’ 2 ul

Poli-dI-dC (0,5 mg/ml) 2,0 ul
Albimina sérica bovina (0,1 mg/ml) 3,5ul
Glicerol (50%) 3,0 ul
agua MQ completar hasta 15l

CFB 10x: Tris-HC1 10 mM pH 7,5; KC1 50 mM; EDTA 1 mM; MgCl, 7 mM; DTT 1 mM.
'Se utilizaron concentraciones de proteina purificada a una razén ADN:proteina de 1:100 y 1:1000.
’Las muestras de ADN empleadas fueron los productos de PCR amplificados y marcados en los apartados

2.6.1 y 2.6.2. La concentracion usada fue de 0,06 uM.

2.- Preparar un blanco sin proteina.

3.- Incubar 15 minutos a temperatura ambiente.

4.- Parar la reaccion colocando las muestras en hielo.

2.6.1.4. Electroforesis en geles nativos de poliacrilamida y revelado

1.- Se prepara la siguiente mezcla (por gel):

Acrilamida:bisacrilamida (29:1) 2,5 ml
TBE (10x) 1 ml
Persulfato amoénico (10 %) 100 pl
Agua bidestilada 6,4 ml
TEMED S5ul

2.- Se cargan las muestras, pero solo se le adiciona tampon de carga a la muestra que no
lleva proteina.
3.- Aplicar una corriente constante de 15 mA/gel, durante 1 h a 4 °C. Como tampén de

desarrollo se empled TBE 1x.
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Tampon TBE 1x: Tris 50 mM; EDTA-Na, 2,5 mM; BOs;H, 50 mM; pH 8,2.

Tampon de carga 5x: glicerina 10 %; azul de bromofenol 0,02 %.

4.- Después de la electroforesis, transferir el gel a un papel Watman 3 MM, cubrir con
un pléstico transparente, y secar en vacio a 80 °C en un secador Bio-Rad, durante 1 h.

5.- Exponer el gel en oscuridad a una pelicula autorradiografica Kodak BioMax XAR
(Sigma) durante toda la noche. Para la amplificacion de la sefial, se incubd a — 80 °C. El
revelado de las peliculas se llevo a cabo utilizando revelador y fijador de TETENAL® a

las diluciones y tiempos recomendados.

2.6.2. Calorimetria isotérmica de titulacion

La calorimetria isotérmica de titulacion (CIT) se empled para analizar la uniéon de la
proteina NnrR a los promotores napEDABC, nirK y norCBQD. Para ello, se utilizé un
microcalorimetro VP-ITC (MicroCal, Northampton, MA).

2.6.2.1. Preparacion de ADN

2.6.2.1.1. Oligonucle6tidos

Para los experimentos de microcalorimetria se disefiaron oligonucleétidos de 25 bases,

cada uno de los cuales incluia la caja de anaerobiosis, considerada como el posible sitio

de unién de la proteina NnrR, de cada uno de los genes napEDABC, nirK y norCBQD.

Nombre Secuencia
nap3F 5" ACGGATTGATCCAGATCAACGCGT-3’
nap3R 5" ACGCGTTGATCTGGATCAATCCGT-3’
nir2F 5" 89AAAGCTTGTTGCAGCGCAAACACT-3’
nir2R 5" B AGTGTTTGCGCTGCAACAAGCTTT-3’
nor2F 5"-"GCTCATTGCGCCCTGACAAAGAAC-3’
nor2R 5 2 °GTTCTTTGTCAGGGCGCAATGAGC-3’

Los superindices indican la posicion de la base siguiente en la secuencia de los genes napEDABC

(Delgado et al. 2003), nirK (Velasco et al. 2001) y norCBQD (Mesa et al. 2002), depositados en las Bases
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de Datos (numeros de acceso AF314590, AJ002516 y AJ132911, respectivamente). En negrita se
muestran las secuencias homoélogas a la caja de anaerobiosis que se encuentran en la regiéon promotora de

los genes napEDABC, nirK y norCBQD.

2.6.2.1.2. Formacion de oligonucle6tido de doble cadena

1.- Mezclar cantidades equimolares (50 uM) de cada pareja de oligonucleodtidos, en
tampon Na/NaHPO,4 10 mM; EDTA 1 mM; NaCl 150 mM.

2.- Incubar a 95 °C durante 10 minutos.

3.- Parar la reaccion colocando las muestras en hielo

4.- Comprobar la formaciéon del ADN de doble cadena mediante electroforesis en geles
nativos de poliacrilamida (aparado 2.6.4).

5.- Dializar las muestras de ADN y de proteina usando membranas de dialisis Slide-A-
Lyzer (Pierce), de 3,5 y 10 kDa de tamafio de poro, respectivamente, en una solucion de
NaCl 100 mM y Tris-HCI1 25 mM, pH 7,0.

6.- Determinar las concentraciones de ADN y de proteina.

7.- Filtrar el ADN vy la proteina a través de filtros Millex (Millipore) de 0,2 pm de
tamafio de poro.

8.- Eliminar el aire mediante el empleo de una bomba de vacio.

2.6.2.2. Determinacion del desprendimiento de calor

1.- A la soluciéon de ADN 2 uM, adicionar 12,8 ul de una solucion de proteina (60 uM,
considerada como dimero).

2.- Como blanco se utilizé sélo la solucién de proteina adicionada de tampon NaCl 100
mM y Tris-HCI 25 mM, pH 7,0 que no contenia ADN. La temperatura de la camara de
reaccion fue, en todos los casos, de 25 °C.

Los valores de titulacion obtenidos se trataron utilizando el programa ORIGIN
(MicroCal, Massachussets, MA, USA), utilizando el método de un sitio de union
(Wiseman et al. 1989) modelo que considera la union de una molécula a n sitios
idénticos e independientes.

A partir de la grafica obtenida, se calculo la entalpia de la reaccion, AH, la constante de
afinidad Ka (Ka = 1/Kp), y la constante de estequiometria, n. Los valores de variacion

de la energia libre (AG) y entropia (AS) se calcularon a partir de los valores obtenidos
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de K, y de AH, de acuerdo a la ecuacion AH = -RT InK,, donde R es la constante

universal de los gases y T es la temperatura.

Los experimentos de calorimetria también se realizaron en condiciones de
microaerobiosis, que se llevd a cabo gaseando con nitrégeno tanto las soluciones de
proteina y de ADN, como los compartimentos del microcalorimetro donde se contienen

dichas soluciones. En estos casos, el volumen de inyeccion de proteina fue de 8 pl.

2.7. Cristalizacion de NnrR

Se ha utilizado la técnica de la gota suspendida (hanging drop) empleando el sistema
comercial Cristal Screen® I y II (Hampton Research). Se emplearon placas de
cristalizacion de 24 pocillos cada una, lo que posibilitd probar 96 soluciones de
cristalizacion diferentes. Se procedid de la siguiente manera:

1.- Filtrar la solucién de proteina a través de filtros Millex (Millipore) de 0.2 uM de
tamafio de poro, y determinar su concentracion.

2.- Adicionar 500 pl de cada una de las soluciones de cristalizacion a cada uno de los
pocillos.

3.- En un cristal de cristalizacion Glass Cover Slides (Hampton Research), cuyo tamaio
es algo superior al didmetro del pocillo, depositar 1 pl (60 uM) de la solucidn proteica y
1 pl de una de las soluciones de cristalizacion. Repetir para cada una de las 96
soluciones de cristalizacion.

4.- Cubrir cada pocillo con su respectivo cristal de manera que la muestra mire hacia
abajo.

5.- Sellar el cristal al pocillo con algo de grasa.

6.- Incubar la placa a 24 °C durante varios meses.

7.- Comprobar la aparicion de cristales al microscopio Optico cada semana.
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3. RESULTADOS

3.1. Regulacion de la desnitrificacion por microaerobiosis

Los trabajos previos realizados en el Departamento de Microbiologia del Suelo y
Sistemas Simbidticos de la Estacion Experimental del Zaidin han demostrado que la
microaerobiosis es necesaria para la expresion de los genes nirK, norCBQD vy
nosRZDEFLXY de B. japonicum (Velasco et al. 2001, 2004; Mesa et al. 2002). Sin
embargo, no se habia demostrado que los genes napEDABC, que codifican la sintesis de
la enzima nitrato reductasa periplasmica (Nap), pudieran estar sometidos a un
mecanismo similar de regulacion. Por tanto, antes de abordar el estudio de la regulacion
de la desnitrificacion por 6xidos de nitrégeno (NOx), se comprobo el efecto de la
limitacion de oxigeno sobre la expresion de los genes nNapEDABC. Parte de los
resultados relativos a la regulacion por microaerobiosis obtenidos durante la realizacion
de esta Memoria de Doctorado se han publicado en Bedmar et al. (2005) y Robles et al.
(2006).

3.1.1. Efecto de la microaerobiosis en la expresion de los genes napEDABC

3.1.1.1. Construccién de fusiones transcripcionales PnapelacZ

Para estudiar el efecto de la microaerobiosis en la expresion de los genes
napEDABC se construyé una fusion transcripcional entre la regiéon promotora de los
genes nap y el gen lacZ, Pnape-lacZ, que, posteriormente, se integré en el cromosoma de
diferentes cepas de B. japonicum. Para ello, el fragmento BamHI de 5 kb de
pPM200P9134 se clon6 en pBS KS(+) para dar lugar al plasmido pBGI1801.
Posteriormente, la clonacion del fragmento EcoRI/Sacl de 1,36 kb de pBG1801 en
pUCI18, digerido con las mismas enzimas, origind el pldsmido pNE2. Finalmente, la
digestion de pNE2 con EcCORI y Pstl, y la clonacion del fragmento de 1,36 kb en
pSUP3535 resultd en el plasmido pBG0614 (Figura 3.1). Dicho plasmido se transfirio,
mediante transformacion, a células competentes de E. coli S17.1 que, a su vez, se utilizo
como cepa donadora en cruces biparentales con las cepas de B. japonicum USDA110,
7403, 7360, 9043 y 8678, utilizando la tetraciclina para la seleccion de
transconjugantes. Se obtuvieron asi las cepas 0602, 1204, 1305, 1108 y 0715,
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respectivamente, en las que la presencia del cointegrado se comprobd mediante
hibridacién de su ADN gendémico, previamente digerido con Sacl, con una sonda de
ADN de 3 kb, que contenia el gen lacZ, preparada a partir de la digestion de pSUP3535
con EcoRI/Notl. Mientras que no se detectd sefial de hibridacion alguna en el ADN de
USDAT110 (Figura 3.2, carril 7), el de las cepas 0602, 1204, 1305, 1108 y 0715 presento
dos sefiales de 2 kb y 11,6 kb, respectivamente (Figura 3.2, carriles 2-6,

respectivamente).
pMP200P9134
ORF238 luxB ORF300 araC napE napD napA
A
< -G G — — ) =
BamHI-Smal-Pstl Xhol Xhol  HindIII Nrul BamHI Pstl-EcoRV 1 kb
BamHI EcoRI Sacl BamHI
' . L pBG1801
EcoRI Sacl
BamHI
1. Digestion de pMP200P9134 con Xbal
BamHI. Clonacién de fragmento BamHI Pstl
en pBS KS (+), para obtener pBG1801. pNE2
2. Digestion de pBGI80l con
EcoRI/Sacl. Clonacion del fragmento
EcoRI/Sacl en pUCI18 para originar
pNE2.
EcoRI Pstl Hindlll  |lacZ

3. Digestion de pNE2 con ECORI/Pstl.
Clonacion del fragmento ECORI/PstI,
digerido con las mismas enzimas, para
dar lugar a pPBG0614.

4. Transferencia de pBG0614 a E. coli
S17.1 mediante transformacion.

pSUP3535 PBGOG14

10,3 Kb

5. Transferencia de pBG0614 a B.
japonicum USDA 110 mediante
conjugacion biparental. Seleccion por

resistencia a la tetraciclina. Tc

6. Confirmacion por hibridacion.

Figura 3.1. Estrategia para la construccion del plismido pBG0614. Se muestra la
construccion de los plasmidos pBG1801 y pNE2, a partir de los cuales se obtuvo el plasmido

suicida pPBG0614, que se transfirid, por cruce biparental, a B. japonicum USDA110.
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Figura 3.2. Deteccion de sefiales de hibridacion en el ADN genémico de B. japonicum.
Como sonda de hibridacion se utiliz6 un fragmento de 3 kb que contenia el gen lacZ de
pSUP3535. E1 ADN genémico se digirio con Sacl. Carriles: 1, marcador de tamafio molecular 11
marcado con digoxigenina; 2, cepa 0602; 3, cepa 1204; 4, cepa 1305; 5, cepa 1108; 6, cepa
0715; y 7, cepa USDA110. Como marcador se empled el genoma del fago A digerido con

HindIII y tratado con digoxigenina. Se indica, en kb, el tamafio de los fragmentos.

3.1.1.2. Expresién de la fusién Pnpe-lacZ en diferentes fondos genéticos

Para estudiar la actividad B-galactosidasa correspondiente a la expresion de la
fusion PnapelacZ, las cepas de B. japonicum 0602, 1204, 1305, 1108 y 0715 se
cultivaron aerdbicamente en medio PSY y se incubaron en medio YEM y YEMN, tanto
en aerobiosis como en microaerobiosis (Tabla 3.1). Cuando las células se incubaron
aerobicamente todas las cepas mostraron niveles basales de actividad [-galactosidasa.
La actividad incrementd casi 3 veces cuando la cepa parental 0602 se incub6 en
microaerobiosis, y unas 12 veces cuando el nitrato estuvo presente durante la
incubacion microaerobica. Independientemente de la presencia de nitrato en el medio,
no se detectd incremento de actividad -galactosidasa cuando las cepas 1204, 1305 y
1108 se incubaron en microaerobiosis. Aunque la actividad de la cepa 0715 incremento
2,4 veces cuando las células se incubaron en microaerobiosis, la presencia de nitrato no

produjo aumentos posteriores de actividad.
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Tabla 3.1. Actividad p-galactosidasa de la fusion P e-lacZ en diferentes fondos genéticos
de B. japonicum. Las células se cultivaron aerobicamente en PSY y, posteriormente, se
incubaron en medio YEM y YEMN, tanto en aerobiosis como en microaerobiosis. Los valores
de actividad se expresan en unidades Miller y representan la media de, al menos, tres

repeticiones, seguida de la desviacion estandar. Los experimentos se repitieron, al menos, dos

veces.
Cepa Genotipo Actividad B-galactosidasa (Pyape-lacz)
Aerobiosis Microaerobiosis

+ KNO; - KNO; + KNO;
0602 Prape-lacz 245+ 32 690+ 75 2.939+ 131
1204 Prape-lacZ fixL 145+£20 124 £ 11 146 =20
1305 Prape-lacZ fixJ 134+ 14 127+ 18 148 £ 16
1108 Pnape-lacZ fixKs 202 + 17 163 +15 169 + 13
0715 Prape-lacZ nnrR 306 £32 732 £ 85 730 £28

3.1.1.3. Deteccion de NapA y actividad nitrato reductasa

Para la deteccion de la proteina NapA en B. japonicum, las células se cultivaron
aerobicamente en PSY para obtener masa y luego se incubaron microaerobicamente,
durante 4 dias, en medio YEMN y YEMN2. Después del aislamiento de la fraccion
soluble, su transferencia a membranas de Immobilon-P y posterior tratamiento con
anticuerpos anti-NapA de P. pantotrophus, la banda correspondiente a la proteina NapA
de 90 kDa fue claramente visible en la cepa parental, asi como en las cepas mutantes
0609 y GRK308 incubadas en ambos medios (Figura 3.3, carriles 1, 3 y 4,
respectivamente). La presencia de NapA se redujo considerablemente en las cepas
GRC131 y 8678 (Figura 3.3, carriles 5 y 6, respectivamente) y no se detectd en la cepa
GRPAI (Figura 3.3, carril 2).

Independientemente del medio de incubacion, la actividad nitrato reductasa de
las cepas USDA110 y 0609 fue similar, préxima a los 50 nmol de NO,/mg proteina x h
(Tabla 3.2). La actividad disminuy¢d considerablemente en la cepa GRK308 y apenas se
detecto en las cepas GRPA1 y GRC131 (Tabla 3.2).

98



Resultados

(a)
kDa i 2 3 4 5
G0 — S e— — NapA
(b)
kDa 1 2 3 4 5
90 — - —— — NapA

Figura 3.3. Inmunodeteccion de la proteina NapA en B. japonicum. Las células se cultivaron
aerobicamente en medio PSY y, posteriormente, se incubaron, en microaerobiosis, en medio
YEMN (a) y YEMN2 (b), respectivamente. Carriles: 1, cepa USDA110; 2, cepa GRPAIL; 3,
cepa 0609; 4, cepa GRK308; 5, cepa GRC131; y 6, cepa 8678. Se utilizaron anticuerpos anti-
NapA de P. pantotrophus. Cada carril contenia 25 microgramos de proteina. Se indica, en kDa,

el tamafo molecular de NapA.

Tabla 3.2. Actividad nitrato reductasa en diferentes cepas de B. japonicum. Las células se
cultivaron aerobicamente en PSY y, posteriormente, se incubaron microaerébicamente en medio
YEMN y YEMN2. Los valores de actividad se expresan en nanomoles de nitrito producido/mg
proteina x h y representan la media de, al menos, tres repeticiones, seguida de la desviacion

estandar. Los experimentos se repitieron, al menos, dos veces.

Cepa Genotipo YEMN YEMN2
USDAI110 Cepa parental 50+4 48+4
GRPA1 napA 4+0,8 2+0,2
0609 napC 48 +£3 49+ 4
GRK308 nirk 34+2 24+3
GRC131 norC No detectada No detectada
8678 nnrk No detectada No detectada
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3.2. Regulacion por oxidos de nitrogeno

3.2.1. Construccion de fusiones transcripcionales Pnape-lacZ, Ppirk-lacZ y Pporc-lacZ

Para estudiar el efecto de cada 6xido de nitrégeno (NOX), nitrato, nitrito, 6xido
nitrico y 6xido nitroso, en la expresion de los genes de la desnitrificacion, cada una de
las cepas mutantes GRPA1, GRK308 y GRCI131, se transformd, mediante cruces
biparentales, con cada uno de los pldsmidos pBG0614, pRJ2498 y pRJ2499, que
contienen las fusiones transcripcionales Ppape-lacZ, Ppik-lacZ y Pporc-lacz,
respectivamente, empleandose tetraciclina para la seleccion de transconjugantes. La
transformacion de la cepa GRPA1 con cada una de las fusiones dio lugar a las cepas
0603, 0604 y 0605, respectivamente, la de GRK308 a las cepas 0107, 0108 y 0109,
respectivamente, y la de GRC131 a las cepas 0407, 0408 y 0409, respectivamente. La
cointegracion de la fusion en el cromosoma se comprobd mediante hibridacion, usando
como sonda el fragmento ECORI/NotI de 3 kb de pSUP3535, que contiene el gen lacZ, y
ADN genomico de las transconjugantes que contenian la fusion Ppape-lacZ o Phorc-lacZ
digerido con Sacl, y la fusion Pyk-lacZ digerido con ECORV. Mientras que en las cepas
con la fusion Ppape-lacZ se detectaron dos sefiales de hibridacion de 2 kb y 11,6 kb
(Figura 3.4, carriles 2, 5 y 8, respectivamente), en las cepas con la fusion Ppjr-lacZ se
observaron dos bandas de 5,7 y 9,5 kb (Figura 3.4, carriles 3, 6, y 9, respectivamente), y
en las cepas con la fusion Phorc-lacZ se identificaron dos sefales de 2,5 y 9,9 kb (Figura
3.4, carriles 4, 7 y 10, respectivamente). No se detectd sefial de hibridacion en el

genoma de USDA110 (Figura 3.4, carril 11).
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Figura 3.4. Deteccion de seiiales de hibridacion en el ADN genomico de B. japonicum.
Como sonda de hibridacion se utilizé un fragmento ECORI/Notl de 3 kb que contenia el gen lacZ
de pSUP3535. El ADN genomico de las cepas que contentenian las fusiones Ppape-1acZ y Prorc-
lacZ se digiri6 con Sacl y el que contenia la fusion Ppic-lacZ con ECORV. Carriles: 1, marcador
de tamafio molecular II marcado con digoxigenina; 2, cepa 0603; 3, cepa 0107; 4, cepa 0407; 5,
cepa 0604; 6, cepa 0108; 7, cepa 0408; 8, cepa 0605; 9, cepa 0109, 10, cepa 0409 y 11, cepa
USDAT110. El marcador de tamafio molecular fue el genoma del fago A digerido con HindIII y

marcado con digoxigenina. Se indica, en kb, el tamafio de los fragmentos.

3.2.2. Actividad B-galactosidasa de las fusiones Pnype-1acZ, Pyik-1acZ y Pnorc-lacZ en

diferentes fondos genéticos

Las cepas con las fusiones Pnape-lacZ, Pnirk-1acZ y Pporc-lacZ se cultivaron
aerobicamente en PSY y, posteriormente, se incubaron en medio YEM y YEMN, tanto
en aerobiosis como en anoxia. Tras el periodo de incubacion, el ensayo de actividad (-
galactosidasa revel6 que las cepas que contenian la fusion Pnape-lacZ apenas expresaban
actividad cuando se cultivaron en condiciones aerdbicas (Tabla 3.3). Excepto en la
mutante 0407, la limitacidon de oxigeno increment6 ligeramente los valores de actividad
y la presencia de nitrato en el medio multiplico por 7 el valor medio de -galactosidasa
(Tabla 3.3). Igualmente, el cultivo en microaerobiosis de las cepas que contenian la
fusion Ppirk-lacZ, increment6 la actividad unas 2,5 veces, aproximadamente, respecto a
los valores obtenidos en aerobiosis (Tabla 3.4). En presencia de nitrato se produjo un
aumento de actividad de unas 18 veces en las cepas 2498 y 0604, y de 7,6 veces en la
cepa 0108. De nuevo, no se detectaron variaciones de actividad en la cepa mutante norC
0408. Cuando las cepas que contenian la fusion Ppoc-lacZ se incubaron en
microaerobiosis, se detectd un incremento de actividad que vari6 entre 1,4 y 3,4 veces
respecto al valor calculado en condiciones de cultivo aerdbicas (Tabla 3.5). Cuando se
incubaron en presencia de nitrato, la actividad B-galactosidasa incrementd unas 42 veces
en el caso de la cepa parental 2499, pero no se detectd incremento significativo en
ninguna de las otras cepas.

El numero de células viables de la cepa 0407 disminuy6 de 142 x 10" a 60 x
10° tras el periodo de incubacién. Resultados similares se obtuvieron en las cepas 0408

y 0409, incubadas en las mismas condiciones.
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Tabla 3.3. Actividad p-galactosidasa de la fusion P, e-lacZ en diferentes fondos genéticos
de B. japonicum. Las células se cultivaron aerobicamente en PSY y, posteriormente, se
incubaron en medio YEM y YEMN tanto en aerobiosis como en microaerobiosis. Los valores
de actividad se expresan en unidades Miller y representan la media de, al menos, tres

repeticiones, seguida de la desviacion estandar. Los experimentos se repitieron, al menos, dos

veces.
Cepa Genotipo Actividad B-galactosidasa (Ppape-lacz)
Aerobiosis Microaerobiosis
+ KNO; - KNO; + KNO;
0602 Prape-lacZ parental 584 + 62 551+32 3.722+217
0603 Prape-lacZ napA 450 + 45 605£5 2.116 £ 133
0107 Prape-lacZ nirK 485+ 32 732 + 88 2.276 + 289
0407 Prape-lacZ norC 505 £38 416+ 18 497 £3

Tabla 3.4. Actividad B-galactosidasa de la fusion P «-lacZ en diferentes fondos genéticos
de B. japonicum. Las células se cultivaron aerobicamente en PSY y, posteriormente, se
incubaron en medio YEM y YEMN tanto en aerobiosis como en microaerobiosis. Los valores
de actividad se expresan en unidades Miller y representan la media de, al menos, tres

repeticiones, seguida de la desviacion estandar. Los experimentos se repitieron, al menos, dos

veces.
Cepa Genotipo Actividad B-galactosidasa (Pyjk-lacz)
Aerobiosis Microaerobiosis

+ KNO; - KNO; + KNO;
2498 Prirk-1acZ parental 148 £ 12 334 + 81 2740 + 131
0604 Prirc-1acZ napA 130 £ 11 351 +£50 2403 + 341
0108 Pnirk-1acZ nirk 197 £18 366 £ 23 1495 + 161
0408 Prirk-lacZ norC 14516 388 £36 427 + 46

102



Resultados

Tabla 3.5. Actividad p-galactosidasa de la fusion P,,c-lacZ en diferentes fondos genéticos
de B. japonicum. Las células se cultivaron aerobicamente en PSY y, posteriormente, se
incubaron en medio YEM y YEMN tanto en aerobiosis como en microaerobiosis. Los valores
de actividad se expresan en unidades Miller y representan la media de, al menos, tres

repeticiones, seguida de la desviacion estandar. Los experimentos se repitieron, al menos, dos

veces.
Cepa Genotipo Actividad B-galactosidasa (Phorc-lacz)
Aerobiosis Microaerobiosis
+ KNO; - KNO; + KNO;
2499 Prorc-lacZ parental 13712 264 £25 5.809 £ 65
0605 Prorc-lacZ napA 139 £ 15 475 £ 26 459 + 14
0109 Prorc-lacZ nirk 169 £ 15 478 £ 15 423 +£32
0409 Porc-lacZ norC 157+ 13 223+ 10 333 +£27

3.2.3. Efecto del nitrito en la actividad p-galactosidasa de las fusiones Pnyoe-lacz,

PnirK'IaCZ, y 1)norC'IaCZ

Para estudiar el efecto del nitrito en la actividad B-galactosidasa de las fusiones Ppape-
lacZ, Pnirx-lacZ, y Prorc-laczZ, las cepas 0602, 2498 y 2499, junto con sus mutantes
derivadas 0107, 0108 y 0109 se cultivaron en PSY y, posteriormente, se incubaron en
medio YEM y YEMN?2, tanto en aerobiosis como en microaerobiosis (Tabla 3.6).
Respecto a los niveles basales de actividad obtenidos en los cultivos aerdbicos, la
limitacién de oxigeno no incrementé la actividad de manera significativa. Sin embargo,
la presencia de nitrito en el medio microaerobio aumentd la actividad de forma
considerable, excepto en la cepa 0109, en la que no se registrd ningin aumento de los

valores de actividad B-galactosidasa.
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Tabla 3.6. Actividad p-galactosidasa de las fusiones Pn,e-lacZ, Ppik-l1acZ, y Pporc-lacZ en
diferentes fondos genéticos de B. japonicum. Las células se cultivaron aerobicamente en PSY
y, posteriormente, se incubaron en medio YEM y YEMN2 tanto en aerobiosis como en
microaerobiosis. Los valores de actividad se expresan en unidades Miller y representan la media
de, al menos, tres repeticiones, seguida de la desviacion estandar. Los experimentos se

repitieron, al menos, dos veces.

Cepa Genotipo Actividad p-galactosidasa
Aerobiosis Microaerobiosis

YEM £ NO,- YEM YEMN2
0602 Prape-lacZ parental 131+12 314+ 44 2.188 + 106
0107 Prape-lacZ nirK 143 £ 15 239+ 39 1.152+ 110
2498 Prirk-1acZ parental 244 + 19 212+ 11 1.205 + 130
0108 Prirk-1acZ nirk 232 +24 No detectada 565 +£34
2499 Prorc-lacZ parental 162+ 12 216 £13 1.185+ 110
0109 Prorc-lacZ nirk 142 + 14 179 £ 12 216 £ 11

3.2.4. Efecto del nitroprusiato sédico en la expresién de las fusiones Pnype-lacz,

PnirK'IaCZ y PnorC'IaCZ

Para estudiar el efecto del 6xido nitrico (NO) en la actividad B-galactosidasa, las
células de la cepa 0602 de B. japonicum se incubaron microaerobicamente en medio
YEMN suplementado con distintas concentraciones de nitroprusiato sodico (SNP),
compuesto que se utilizé como agente productor de NO (Butler y Megson, 2002). La
actividad B-galactosidasa disminuy6 al aumentar la concentracion de SNP en el medio,
y no se detectd actividad a concentraciones de SNP superiores a 40 uM (Tabla 3.7). El
efecto del SNP sobre la actividad -galactosidasa de las fusiones Ppik-1acZ y Phorc-lacZ

fue similar al descrito para la fusion Pnape-lacZ (no se presentan los resultados).
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Tabla 3.7. Efecto del nitroprusiato sédico (SNP) en la actividad B-galactosidasa de la
fusion Pppe-lacZ. Las células se cultivaron aerdbicamente en PSY y, posteriormente, se
incubaron microaerobicamente en medio YEMN. Los valores de actividad B-galactosidasa se
expresan en unidades Miller y representan la media de, al menos, tres repeticiones, seguida de la

desviacion estandar. Los experimentos se repitieron, al menos, dos veces.

Concentracion de Actividad B-galactosidasa

SNP (uM)
- KNO; + KNO;
0 327 £43,71 2796 + 265
SNP 2 uM 405+ 54,71 1667 + 103
SNP 4 uM 286 +£29,36 1769 + 137
SNP 10 uM 248 + 11,34 555+ 80,57
SNP 20 uM 234 +£27,64 220 £ 10,77
SNP 40 uM 214 + 14,56 210 + 34,65
SNP 100 uM No detectada No detectada

3.2.5. Efecto del nitroprusiato sédico en el nimero de células viables

Para estudiar el efecto del SNP sobre la viabilidad celular, se tomaron alicuotas
de las células de B. japonicum 0602 incubadas microaerobicamente en medio YEMN,
se prepararon diluciones seriadas al décimo y se sembraron en placas Petri que
contenian medio PSY suplementado con los antibidticos correspondientes. La presencia
de SNP en el medio impidi6 el crecimiento celular, ya que solo en su ausencia se
produjo un incremento en el nimero de unidades formadoras de colonias (UFC) al final

de la incubacion (Tabla 3.8).
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Tabla 3.8. Efecto del nitroprusiato sédico (SNP) en el nimero de células viables de B.
japonicum 0602. Las células se cultivaron aerdébicamente en PSY vy, posteriormente, se
incubaron microaerobicamente en medio YEMN. Se tomaron alicuotas al inicio y al final de la
incubacion. Los valores se expresan en unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/ml),
se obtuvieron tras el conteo de colonias aparecidas al comienzo (t = 0) y al final (t = 4 dias) de
la incubacion en condiciones microaerobicas, tanto en YEM como en YEMN. Los experimentos

se repitieron, al menos, dos veces.

Unidades formadoras de

Concentracion de colonias (UFC x 10'%)/ml
SNP (uM) Tiempo de incubacion (horas)

0 96

0 234 2.840
2 214 83
4 239 65
10 216 56
20 208 23
40 254 16
100 224 5

3.2.6. Produccion de oxido nitrico

Para analizar la produccion de 6xido nitrico, la cepa parental USDA110 y las cepas
mutantes NNrR 8678 y norC GRC131 se cultivaron aerdbicamente en PSY vy,
posteriormente, se incubaron microaerdbicamente en YEMN durante 4 dias. La
deteccion amperométrica de 6xido nitrico revelo la produccion del mismo por las cepas
8678 y GRC131, mientras que no se detectd su produccion por la cepa USDA110
(Tabla 3.9). La tasa de liberacion al medio de 6xido nitrico de la cepa GRC131 fue 13

veces mayor que la de la cepa 8678.
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Tabla 3.9. Produccion de éxido nitrico por diferentes cepas de B. japonicum. Las células se
cultivaron aerobicamente en PSY y, posteriormente, se incubaron microaerobicamente en
YEMN durante 4 dias. La reaccion se inici6 adicionando 100 ul de suspension celular (3 mg/ml
de proteina) a la mezcla de reaccion. Los valores se expresan en nmoles de NO/ mg proteina x
h, y representan la media de, al menos, tres repeticiones, seguida de la desviacion estandar. Los

experimentos se repitieron, al menos, dos veces.

Cepa Genotipo Produccion de NO
USDA 110 Cepa parental No detectada
8678 nnrk 24+4
GRC131 norC 314+ 13

3.2.7. Experimentos de cocultivo

Para estudiar el efecto del 6xido nitrico producido por el propio B. japonicum, se
llevaron a cabo experimentos de cocultivo, en los que se mezclaron, en diversas
proporciones, suspensiones celulares de la cepas mutantes nirK 0109, que contiene la
fusion Phorc-lacZ, y norC GRC131, que se utilizd como fuente de oxido nitrico.
Mientras que no se detecto actividad B-galactosidasa cuando la cepa 0109 se incubd en
ausencia de la cepa GRC131, la actividad increment6 al aumentar el numero de células
de la cepa GRC131 presentes en el medio. Posiblemente, cuando la proporcion fue muy
elevada (GRC131:0109, 1:4), el 6xido nitrico acumulado en el medio de incubacion fue

toxico para B. japonicum 0109 (Tabla 3.10).
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Tabla 3.10. Efecto del 6xido nitrico en la expresion de actividad B-galactosidasa de B.
japonicum 0109 cuando se cocultiva con la cepa GRC131. Las células se cultivaron en medio
PSY, se mezclaron en diferentes proporciones hasta alcanzar una DOgyy de 0,2 y se incubaron
microaerobicamente en medio YEMN. Las proporciones finales de las células de las cepas
GRCI131 y 0109 se calcularon utilizando como dato el nimero de células viables aparecidas
después de tomar alicuotas y sembrar las diluciones adecuadas en medio PSY que contenia bien
kanamicina, al que es resistente la cepa GRC131, o bien espectinomicina y estreptomicina,
antibioticos a los que resiste la cepa 0109. Los valores de actividad B-galactosidasa se expresan
en unidades Miller y representan la media de tres repeticiones, seguida de la desviacion

estandar. Los experiementos se repitieron, al menos, dos veces.

Proporcién inicial Proporcion final ODgoo final Actividad B-galactosidasa
(GRC131:0109) (GRC131:0109)

1:0 1:0 0,236 0,0

2:1 1:1.2 0,359 1.172 £ 80

4:1 1:0.4 0,349 1.796 + 77

1:2 1:0.8 0,395 1.947 + 81

1:4 1:3.2 0,350 1.158 £ 85

0:1 0:1 0,209 323+£32

3.2.8. Efecto del oxido nitroso en la expresion de la fusion P,oc-lacZ

Para estudiar el efecto del 6xido nitroso en la expresion de los genes norCBQD,
la cepa parental 2499 y la mutante nosZ 0304, que contienen la fusion Pyorc-lacZ, se
incubaron microaerdbicamente en presencia de nitrato durante 96 h. Los niveles de
actividad -galactosidasa fueron similares en ambas cepas (Tabla 3.11). Sin embargo,
no se detect6 actividad promotora en las células de la cepa parental cuando se incubaron
con concentraciones de 6xido nitroso que oscilaron de 0,1 mM a 5 mM, y el 6xido

nitroso no afecto el crecimiento de la cepa 2499 (no se muestran los resultados).
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Tabla 3.11. Actividad p-galactosidasa de la fusion P, c-l1acZ en diferentes fondos genéticos
de B. japonicum. Las células se cultivaron aerobicamente en PSY y, posteriormente, se
incubaron en medio YEM y YEMN, tanto en aerobiosis como en microaerobiosis. Los valores
de actividad se expresan en unidades Miller y representan la media de, al menos, tres
repeticiones, seguida de la desviacion estandar. Los experimentos se repitieron, al menos, dos

VveECes.

Cepa Genotipo Actividad B—galactosidasa
Microaerobiosis
- KNO; + KNO;
2499 Prorc-lacZ parental 163 + 15 2.550 £ 183
0304 Poorc-lacZ nosZ 252+ 19 2.292 + 157

3.2.9. Efecto de los oxidos de nitrégeno en la deteccion de NorC

Para detectar citocromos del tipo ¢ en membranas de B. japonicum, las células se
cultivaron, primero, en aerobiosis y, posteriormente, se incubaron en microaerobiosis en
medio YEMN y YEMN2. En contraste con la cepa USDA110 (Figura 3.5a, carril 1), no
se detectd la banda correspondiente al citocromo NorC de 16 kDa en la cepa GRPAL1
incubada con nitrato (Figura 3.5a, carril 2) mientras que fue claramente visible cuando
las células se incubaron en presencia de nitrito (Figura 3.5a, carril 3). La banda
correspondiente a NorC tampoco se detectd en la cepa GRK308 incubada con nitrito
(Figura 3.5b, carril 2), pero si estuvo presente en las células de la cepa parental (Figura
3.5b, carril 1). Como era de esperar no se observd NorC en las membranas de la cepa
GRC131 incubadas con nitrato (Figura 3.5.c, carril 3), pero si fue visible en las de la
cepa GRB993 (Figura 3.5.c, carril 2). Mientras que no se observaron diferencias
significativas en la intensidad de la sefial de la mayoria de las bandas de proteina
detectadas entre la parental y la mutante, la sefial correspondiente a NorC fue menor en

la mutante que en la parental (Figura 3.5c, carriles 2 y 1, respectivamente).
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Figura 3.5. Deteccion de citocromo NorC en B. japonicum. A, membranas de las cepas
USDA110 y norC GRPAI1; B, membranas de la cepa nirK GRK308; y C, membranas de las
cepas norB GRB993 y norC GRC131. Las células se cultivaron aerobicamente en medio YEM,
se recogieron por centrifugacion y, posteriormente, se incubaron microaerébicamente en YEMN
(Figuras 3.5a, carriles 1 y 2; Figura 3.5c, carriles 1, 2 y 3) y YEMN2 (Figura 3.5a, carril 3;
Figura 3.5b, carriles 1 y 2). Las proteinas se detectaron mediante la tincion de grupos hemo.
Cada carril contenia 25 microgramos de proteina. Se indican los tamafios moleculares, en kDa,

de los citocromos detectados, y a la derecha, los nombres de los identificados en estudios

anteriores.
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3.3. Efecto del gen araC en la expresion de los genes napEDABC

En el genoma de B. japonicum USDA110 (Kaneko et al. 2002), el marco abierto
de lectura blI7035 corresponde al gen araC, que se localiza 200 pares de bases en
direccion 3’-5° de los genes napEDABC. Para estudiar la implicacion de la proteina
AraC en la expresion de los genes nap, se construyd una cepa mutante en araC de la
manera que se describe en la Figura 3.6. En primer lugar, se obtuvo el plasmido
pBG1801 mediante la clonacion del fragmento BamHI de 5 kb de pPM200P9134 en
pBS KS(+). En segundo lugar, el fragmento HindIlI/BamHI de 1,6 kb de pBG1801 se
cloné en pK18mobsacB, digerido con las mismas enzimas, para originar el plasmido
pBG1802. El posterior aislamiento y clonacion del fragmento Smal de 2 kb de pHP45(2,
el denominado fragmento ® que contiene el gen de resistencia a
estreptomicina/espectinomicina, en pBG1802 digerido con Nrul, result6 en el plasmido
pBG1803. Finalmente, pBG1803 se utilizé para transformar células competentes de E.
coli S17.1 que, a su vez, se utilizd6 como cepa donadora en cruces biparentales con B.
japonicum USDAI110 (Figura 3.6). Se seleccionaron primero transconjugantes
resistentes a estreptomicina/espectinomicina y, posteriormente, aquellos sensibles a la
kanamicina. La correcta estructura gendmica de las transconjugantes se comprobd
mediante hibridacion de su ADN genomico digerido con Sacl con una sonda de ADN
que contenia el fragmento Q2. Mientras que no se detecté ninguna sefial de hibridacion
en el ADN de la cepa parental, se observo una sefial de hibridacion de 4 kb en el
genoma de la cepa mutante (Figura 3.6, carriles 1 y 2, respectivamente). Se obtuvo asi
la cepa 1801 B. japonicum, que crecié de manera similar a la parental cuando se cultivo

microaerébicamente en medio YEMN (Figura 3.7).
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Figura 3.6. Estrategia para la construccion de la cepa mutante 1801 de B. japonicum. Se muestra la
construccion de los plasmidos pBG1801, pBG1802 y pBG1803. Este ultimo se transfirid, por cruce
biparental, a B. japonicum USDA110 para obtener la cepa 1801. E1 ADN genomico se digirié con Sacl y
se hibridé con el fragmento @ de pHP45Q. Carriles: M, marcador de tamafio molecular II marcado con
digoxigenina; 1, ADN genomico de B. japonicum 1801; 2, ADN gendémico de B. japonicum USDAT110.
Como marcador se empled el genoma del fago A digerido con HindIll y tratado con digoxigenina. Se

indica, en kb, el tamafio de los fragmentos.
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Figura 3.7. Curva de crecimiento de las cepas USDA110 y 1801 de B. japonicum. Las

células se cultivaron anaerobicamente en medio YEMN durante 10 dias. Cepa USDA110 (¢);

cepa 1801 (m). Se indica la desviacion estandar para cada valor.
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3.4. PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE NnrR

3.4.1. Construccion del vector de expresion

Para clonar el gen nnrR en el vector de expresion pET3a(+) se llevd a cabo la
mutacion puntual dirigida del plasmido pRJ8819 utilizando los oligonucleodtidos
nnrRmut1B y nnrRmut2B. De esta manera, la sustitucién de una G, de una C y de una
A en la secuencia original por una A, una G y una A dio lugar a la sustitucién de un
sitio de restriccion BamHI. Se obtuvo asi el ADN de nnrR clonado en plasmido
pBGO0703 cuya secuencia se comprob6 para garantizar tanto la presencia de la mutacion
como la ausencia de errores de lectura en la secuencia de nnrR. Posteriormente, el
fragmento Ndel/BamHI de 818 pb de pBG0703 se clono en los sitios Ndel/BamHI de
pET3a(+), dando lugar al plasmido pBGO0704 (Figura 3.8), que se utilizd para

transformar células competentes de E. coli BL21 (DE3).

3.4.2. Sobreexpresion de la proteina recombinante

3.4.2.1. Efecto del IPTG

Las células competentes de E. coli BL21 (DE3) transformadas con pBG0704 se
incubaron a 37 °C hasta que el cultivo alcanzé una DOgyy de 0,3 y, posteriormente, se
cultivaron a 30 °C hasta alcanzar una DOgg de 0,6, lo que coincidi6 con el inicio de la
fase exponencial. Entonces, se tomaron alicuotas del cultivo, se suplementaron con 0,1,
0,2 y 0,4 mM de IPTG, respectivamente, y se incubaron a 30 °C durante 2 h. Después de
la lisis celular mediante diferencias de presion, la electroforesis en PAGE-SDS revelo
que la concentracion aparente de NnrR fue similar, independientemente de la
concentracion de IPTG en el medio (Figura 3.9), por lo que se ha utilizado 0,1 mM de
IPTG en experimentos posteriores. Se repitid6 el mismo protocolo manteniendo
constante durante todo el proceso la temperatura de cultivo y de incubacion a 37 °C,
obteniéndose el mismo resultado respecto al obtenido a 30 °C (no se muestran los

resultados).
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Figura 3.8. Estrategia para la construccion del plasmido pBG0704. En el recuadro superior
se muestra la secuencia original donde se introdujo la mutacidn, con los nucleétidos sustituidos
marcados en negrita. También se indican los oligonucleétidos nnrRmut1B y nnrRmut2B, que se

utilizaron para introducir un sitio BamHI que aparece encerrado en un recuadro.
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Figura 3.9. Efecto del IPTG en la expresion de NnrR. Las células de E. coli BL21 (DE3)
transformadas con el plasmido pBG0704 se cultivaron durante 2 h a 30 °C, se lisaron y el
sobrenadante se sometio a electroforesis en PAGE-SDS. Carriles: M, proteinas marcadoras; 1, 3
y 5, extracto correspondiente a los cultivos celulares sin (carriles 1, 3 y 5); carril 2, sobrenadante
de células incubadas con 0,1 mM de IPTG; carril 4, sobrenadante de células incubadas con 0,2
mM de IPTG; carril 6, sobrenadante de células incubadas con 0,4 mM de IPTG. Se indica, en
kDa, el tamafio molecular de las proteinas marcadoras correspondientes al kit comercial LMW-
SDS Marker” de Amersham. A la derecha se marca la banda correspondiente a la proteina

NnrR. Cada carril se cargd con 10 pl de muestra. El gel se tifi6 con azul Coomassie.
3.4.2.2. Efecto del tiempo de incubacion

Para determinar el tiempo Optimo de incubacion, las células de E. coli BL21
(DE3) transformadas con pBG0704 se cultivaron de manera similar a la descrita en el
apartado anterior. Una vez alcanzada una DOgq de 0,6, se adicion6 0,1 mM de IPTG a
las distintas alicuotas y se incubaron a 30 °C durante 2, 3, 4 y 6 h, respectivamente. La
deteccion, en cada caso, de la concentracion aparente de NnrR en geles de SDS-PAGE
demostré que la expresion de la proteina no aumentaba después de la incubacion
durante mas de 2 h (Figura 3.10).

Resultados similares se obtuvieron cuando se expreso la proteina a 37 °C (datos
no mostrados). De acuerdo con los resultados obtenidos, considerando que tiempos de
incubacion prolongados y las altas temperaturas pueden afectar la solubilidad de la
proteina, la sobreexpresion de NnrR se llevo a cabo en células de E. coli BL21 (DE3)
incubadas durante 2 h a 30 °C en presencia de 0,1 mM de IPTG.

116



Resultados

kDa

07 —

66 —

30 —
- — NnrR

Figura 3.10. Efecto del tiempo de incubacion en la expresion de NnrR. Las células de E. coli
BL21 (DE3) transformadas con el plasmido pBG0704 se cultivaron a 30 °C, en presencia de 0,1
mM de IPTG, durante 2, 3, 4 y 6 h, se lisaron y el sobrenadante se someti6 a electroforesis en
PAGE-SDS. Carriles: M, proteinas marcadoras; 1, sobrenadante de células incubadas durante 2
h sin adicion de IPTG; 2, 3, 4 y 5, sobrenadantes de células incubadas durante 2, 3,4 y 5 h,
respectivamente. Se indica, en kDa, el tamafio molecular de las proteinas marcadoras
correspondientes al kit comercial LMW-SDS Marker® de Amersham. A la derecha se marca la
banda correspondiente a la proteina NnrR. Cada carril se cargd con 10 ul de muestra. El gel se

tifio con azul Coomassie.

3.4.3. Purificacion de NnrR

Se han utilizado 400 ml de cultivo de E. coli BL21 (DE3) con el plasmido
pBGO0704. Una vez lisadas las células, el sobrenadante obtenido tras la centrifugacion a
45.000 r.p.m., se eluy¢ a través de una columna de intercambio i6nico, se aplico a una
columna PD-10 y se recogid haciendo pasar solucion estdndar (SE, Tris-HCI 25 mM,
NaCl 20 mM, pH 7,0) suplementada con 10 % de glicerol. El producto resultante se
paso a través de una columna de afinidad, se eluyd aplicando un gradiente de NaCl (20
mM-1M), y se recogi6 en fracciones de 1 ml.

La proteina no se detectd en el sedimento obtenido tras la centrifugacion a
45.000 r.p.m. (no se muestra el resultado), pero aparecid soluble en el sobrenadante

libre de células resultante de la misma centrifugacion (Figura 3.11, carril 3), y eluyo
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casi en su totalidad tras la cromatografia de intercambio i6nico, aunque atn aparecieron
otras proteinas contaminantes (Figura 3.11, carril 4). Aunque la proteina quedo retenida
en la columna de heparina, ya que no se detect6 en la fraccion correspondiente a 20 mM
de NaCl (Figura 3.11, carril 6), eluy6 a una concentracion de 400 mM de NaCl (Figura
3.11, carril 7). El andlisis densitrométrico del gel revelé que NnrR estaba purificada a
homogeneidad electroforética ya que el area correspondiente a la banda de proteina fue

superior al 95%.
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Figura 3.11 Purificacion de NnrR. Las células de E. coli BL21 (DE3) transformadas con el
plasmido pBG0704 se cultivaron a 30 °C durante 2 h en presencia de 0.1 mM de IPTG.
Posteriormente, las células se lisaron y el sobrenadante obtenido tras la centrifugacion a 45.000
r.p.m. se sometid a electroforesis en PAGE-SDS. Carriles: M, proteinas marcadoras; 1,
sobrenadante sin adicion de IPTG; 2, sobrenadante del cultivo celular incubado 2 h con 0.1 mM
de IPTG; 3, sobrenadante celular resultante de la rotura y centrifugacion a 45.000 r.p.m. de E.
coli; 4, eluido de la columna de intercambio i6nico; 5, eluido de la columna tras la adicion del
tampon de resuspension; 6, eluido de la columna de afinidad (20 mM NacCl); 7, fraccion eluida
de la columna de afinidad a 400 mM de NaCl. Se indica, en kDa, el tamafio molecular de las
proteinas marcadoras correspondientes al kit comercial LMW-SDS Marker® de Amersham. A la
derecha se marca la banda correspondiente a la proteina NnrR. Cada carril se cargd con 10 pul de

muestra. El gel se tifi6 con azul Coomassie.
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3.4.4. Caracterisiticas de NnrR

3.4.4.1. Integridad de la estructura secundaria

Los experimentos de dicroismo circular de muestras de la proteina NnrR
purificada se llevaron a cabo en un espectropolarimetro J-600 de Jasco, a 25 °C. El
espectro (Figura 3.12), indicd que la integridad de la proteina era suficiente para
estudiar su estructura y funcionalidad. Para determinar la sensibilidad de NnrR a la
temperatura, la proteina se calentd hasta 95 °C, se dejo enfriar a 25 °C, y se realizd
entonces un nuevo espectro. Se puede observar (Figura 3.13) que después de calentar a
95 °C todavia hay proteina que no se ha desnaturalizado, si bien la mayoria ha perdido

su integridad.
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Figura 3.12. Espectro de dicroismo circular de NnrR. En la parte superior se presenta el
espectro expresado en elipticidad ([0], mdeg x cm?’/dmol), y en la parte inferior el
correspondiente al voltaje de alta tension (HT[V]). En ambos casos, el espectro corresponde a
longitudes de onda comprendidas entre 200 y 250 nm. El experimento se repitio, al menos tres
veces, con muestras de proteina (14 uM) recién preparadas cada vez. La determinacion se llevo

a cabo a 25 °C en un espectropolarimetro Jasco, modelo J-600.
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Figura 3.13. Espectro de dicroismo circular de NnrR sobrecalentada. En la parte superior se
presenta el espectro expresado en elipticidad ([0], mdeg x cm®/dmol), y en la parte inferior el
correspondiente al voltaje de alta tension (HT[V]). En ambos casos, el espectro corresponde a
longitudes de onda comprendidas entre 200 y 250 nm. El experimento se repitio, al menos tres
veces, con muestras de proteina (14 pM) recién preparadas cada vez. El ensayo se realizo en
tampon estandar a 25 °C, después de haber calentado la muestra a 95 °C. Se utilizé un

espectropolarimetro Jasco, modelo J-600.

3.4.4.2. Coeficiente de extincion molar

El coeficiente de extincion molar de la proteina NnrR recombinante, a 280 nm

(e250), fue de 0.81 [mg/ml]'em™.
3.4.4.3. Masa molecular
La masa molecular de la especie predominante de la proteina NnrR, determinada

mediante espectrometria de masas, fue de 25.731,0 Da (Figura 3.14). Este valor

coincide con el de la masa molecular tedrica que es de 25.869,6 Da.
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Figura 3.14. Espectrometria de masas de NnrR. La muestra se preparé a una concentracion
de 20 puM en una solucion acetonitrilo:agua (1:1, v/v) suplementada con 0,2 % de 4cido

férmico.Se expresan, en daltons, los valores de las especies detectadas en la muestra.
3.4.4.4. Estado de agregacion

El estado de agregacion de la proteina purificada se determiné mediante
cromatografia de exclusiéon molecular, utilizando una columna Superdex 75"
(Amersham) acoplada a un cromatégrafo HPLC BioCad (PerSeptive Biosystems). La
proteina eluyd de la columna en dos formas predominantes, con pesos moleculares
estimados de 50 kDa y 25 kDa, lo que corresponde al estado dimérico y monomérico,
respectivamente (Figura 3.15). La especie mayoritaria fue la dimérica cuando el ensayo
se realizé dentro de las 48 h siguientes a la obtencion de proteina purificada, tiempo tras
el cual la especie dimérica disminuy¢ hasta que, a los 14 dias después de la purificacion,
la casi totalidad de la proteina aparecié en forma monomérica (no se muestran los

resultados).
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Figura 3.15. Determinacion del estado de agregacion de NnrR. Perfil de elucion de la
proteina NnrR y de los marcadores de tamafio molecular después de la cromatografia de
exclusion molecular en una columna Superdex-75. Marcadores: albumina sérica bovina (5
mg/ml; 67 kDa), ovoalbiimina (4 mg/ml; 43 kDa) y RNasaA pancreatica bovina (4 mg/ml; 13,7

kDa). El experimento se repitio, al menos tres veces, con muestras de proteina (40 uM) recién

preparadas cada vez.

3.4.4.5. Determinacion de posibles sitios de union

Los posibles sitios de union a ligandos en NnrR, se estudiaron titulando la
proteina con acido 8-anilino-1-sulfonico (ANS). El espectro de emision a 460 nm revelo
que la fluorescencia incrementd de manera exponencial con la concentracion de ANS
hasta que la emision se mantuvo constante a pesar de los incrementos posteriores de la
concentracion del fluoréforo (Figura 3.16). La intercesion de la recta de regresion
obtenida entre la fase exponencial inicial y la fase estacionaria final permitié calcular
una concentracion de ANS de 38 uM. La razon entre la concentraciéon de proteina
dimérica (42 uM) y ANS (38 uM) es aproximadamente 1, lo que sugiere que la proteina
tiene, al menos, una cavidad hidrofobica que permite la union de una molécula de

ligando por dimero de proteina.
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Figura 3.16. Determinacion del sitio de union a ligandos. En abscisas se representa la
concentracion de ANS y en ordenadas el valor de la emision a 460 nm para cada una de las

diferentes concentraciones de ANS.

3.4.5. Actividad de la proteina recombinante
3.4.5.1 Actividad in vivo

3.4.5.1.1. En un sistema homdlogo

Para comprobar la funcionalidad de la proteina NnrR recombinante, el
fragmento Ncol de 1,441 pares de base de pRJ8676, que incluye el gen nnrR, se clond
en pUCBM20 digerido con la misma enzima. Se obtuvo de este modo el plasmido
pNE3, del que se aislé un fragmento Xbal/HindIIl de 1,474 pb cuya clonacién en
pPP375Q.1, digerido con las mismas enzimas, resultd en el pldsmido pRJ8845. Los
plasmido pRJ8845 y pPP375Q.1 se transfirieron, de manera independiente, a E. coli
S17.1 que, a su vez, se utilizd6 como cepa donadora en cruces biparentales con la cepa
mutante NNrR B. japonicum 8678. Después de seleccionar los transconjugantes
resistentes a la estreptomicina y a la espectinomicina, la presencia de cada plasmido se
comprob6 mediante su aislamiento a partir de células de B. japonicum 8678 y posterior
transformacion de E. coli DHSa. (ver apartado 2.3.2). De esta manera, se obtuvieron dos

nuevas cepas exconjugantes, 0722 que contenia el plasmido pRJ8845, y 0723
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transformada con el vector pPP375Q.1, que se han utilizado en este estudio. Como se
indica en la Figura 3.17, la cepa 0722 recuper6 su capacidad para crecer en
microaerobiosis utilizando el nitrato como fuente de energia, mientras que, como era de

esperar, la cepa 0723, fue incapaz de crecer en las condiciones descritas.
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Figura 3.17. Curva de crecimiento de las cepas USDA110, 0722 y 0723 de B. japonicum.
Las células se cultivaron microaerdbicamente en medio YEMN durante 10 dias. USDAT110 (#),

0722 (m) y 0723 (A). Se representa el error estandar de la media.

3.4.5.1.2. En un sistema heterdlogo

La capacidad de NnrR para complementar un fondo heterélogo se estudio en E.
coli. Para ello, en primer lugar, la cepa mutante fnr JRG1728 de E. coli se transformo
con el plasmido pRJ2499 que contiene la fusion Pnorc-lacZ para originar la cepa 1705 de
E. coli. Posteriormente, el fragmento ECORI/HIndIII de 995 pares de bases de pNE3 se
clono en el vector pPBBR-MCS2 digerido con las mismas enzimas, obteniéndose asi el
plasmido pRJ8843. La transferencia, de manera independiente, de ambos plasmidos,
pRJ8843 y pBBR-MCS2, a E. coli 1705 dio lugar a las cepas 1706 y 1707,
respectivamente.

Dichas cepas se inocularon en medio LB suplementado con 0,5 % de glucosa, y
adicionado en unos casos de 50 mM de nitrato potasico y, en otros, de 100 uM de SNP.

Las células se incubaron a 37 °C durante 16 h en microaerobiosis, a 120 r.p.m. Sélo la
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cepa 1706 mostré6 incrementos estadisticamente significativos de actividad
B—galactosidasa cuando se incubo en presencia de nitrato o de SNP (Tabla 3.12).
Las cepas mutantes en el gen fnr usadas en este estudio fueron incapaces de crecer

cuando se incubaron microaerobicamente en medio LN (datos no mostrados).

Tabla 3.12. Expresion —galactosidasa de la fusién P,,c-lacZ en E. coli JRG1728. Las
células se incubaron microaerdbicamente en medio LB suplementado con 0.5 % de glucosa y 50
mM de KNO; o 100 uM SNP. La actividad p—galactosidasa se expresa en unidades Miller y los
valores representan la media de, al menos, tres repeticiones, seguida de la desviacion standard.

Los experimentos se repitieron, al menos, dos veces.

Cepa Genotipo Actividad B—galactosidasa (P,oc-lacZ)
Microaerobiosis
LB LB + KNO; LB + SNP
1705 JRG1728 4,35+0,23 4,02 £ 0,23 3,85+0,36
+ pRJ2499
1707 JRG1728
+ pRJ2499 4,24 + 0,42 4,10+ 0,43 4,02 +0,34
+ pBBR-MCS2
1706 JRG1728
+ pRJ2499 426 +0,53 14,03 £ 0,67 21,17+ 1,15
+ pRJ8843

3.4.5.2. Actividad in vitro

La capacidad de NnrR para activar la transcripcion in vitro de los genes nirK y
norCBQD se estudid utilizando como ADN molde los plasmidos pRJ8822 y pRJ8839,
que contienen fragmentos de ADN de los genes nirK y norCBQD, respectivamente,
NnrR sobreexpresada y purificada microaerébicamente y ARN polimerasa de B.
japonicum. Como control se utilizoé el promotor del gen rrn, responsable de la sintesis
de ARNm y ARNt. El experimento se realiz6 en condiciones de microaerobiosis, en
presencia de 0,5 mM de nitrito y 10 uM de NO. En ningin caso se detectd sefial

correspondiente al tamafio molecular de los transcritos que deberian sintetizarse (Figura
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3.18 by d, carriles 1-5). Si se observo una banda de 240 nucledtidos correspondiente al

tamafio del transcrito del promotor de los genes rrn (Figura 3.18c).
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Figura 3.18. Activacion in vitro de los genes nirK y norCBQD. Como ADN molde se
utilizaron los plasmidos pRJ8822 (b) y pRJ8839 (d), que contiene fragmentos de ADN de los
genes nirK y norCBQD, respectivamente. El ADN se transcribié en presencia de la ARN
polimerasa de B. japonicum y distintas concentraciones de proteina NnrR, ambas purificadas, en
presencia de 0,5 mM de nitrito (b y d, carriles 3 y 4) y 10 uM de NO (b y d, carriles 1 y 2). Las
concentraciones usadas fueron sin proteina (b y d, carril 6), 0,5 uM (b y d, carriles 2,4y 5) y 2
UM (b y d, carriles 1 y 3). Los transcritos fueron separados en un gel de poliacrilamida al 6 %.
A la derecha se indican, en nucleétidos, los tamafios de los transcritos. Los marcadores (a) se
generaron mediante transcripcion in vitro con la ARN polimerasa T3 de los plasmidos pRJ9061
y pRJI8817, linearizados con BstXI (a, carril 1) y BgIIII (a, carril 2). Como control se muestra el
transcrito de 240 nucle6tidos correspondiente al promotor del gen rrn (c¢). También se emplea
como control de la reaccién el transcrito de 107 nucleoétidos, presente en todas las reacciones,
procedente de un promotor interno. A la izquierda se presentan los tamafios, en nucleodtidos, de

los transcritos usados como marcadores.
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3.4.6. Experimentos de union ADN-NnrR

3.4.6.1. Geles de retardo

Para comprobar la capacidad de uniéon de NnrR a las regiones promotoras de los
genes de la desnitrificacion se llevaron a cabo experimentos de retardo en gel. En
primer lugar, a partir de los plasmidos pPM200P9134, pRJ2498 y pRJ2499 se
amplificaron 221, 195 y 238 pares de bases de cada una de las regiones promotoras de
los genes napEDABC, nirK y norCBQD, mediante las parejas de oligonucleotidos
naplF y nap1R, nirlFy nirlR y norlF y norlR, respectivamente. En todos los casos, el
ADN amplificado incluy6 las cajas de anaerobiosis, consideradas como los lugares de
union de las proteinas activadoras de la transcripcion. Posteriormente, el ADN
amplificado se marco con y'>-P-ATP y se incubé con la proteina NnrR en presencia de
poli-dI/dC y de albumina sérica bovina. No se detectd sefial en ausencia de proteina en
la mezcla de incubacion (Figura 3.19, carril 1). En presencia de proteina, tampoco se
detectd la banda correspondiente a la posible union entre la proteina y cualquiera de las
regiones promotoras de los genes NapEDABC y nirK (Figura 3.19a y b, carriles 2 y 3).
No obstante, cuando la proteina se incubd con el ADN correspondiente a la region
promotora de los genes NorCBQD (ADN:proteina 1:1000) se detectd una débil, aunque

visible, sefial (Figura 3.19c, carril 3).

)
(5]

(a) 1 (b) 1 2 3 (c) 1 2 3

Figura 3.19. Retardo en gel de NnrR. Distintas concentraciones de NnrR se incubaron con
fragmentos de ADN (2 uM) de 221, 195 y 238 pb de los genes napEDABC (a), nirK (b) y
norCBQD (c), respectivamente. Carriles: 1, ADN; 2, mezcla ADN:proteina 1:100; 3, mezcla
ADN:proteina 1:1000.
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3.4.6.2. Calorimetria isotérmica de titulacion

Los parametros termodinamicos para la union de NnrR con la region promotora
de los genes napEDABC, nirK y norCBQD se determiné mediante calorimetria
isotérmica de titulacion (CIT), manteniendo el interior de la célula tanto en condiciones
aerdbicas como microaerobicas. En aerobiosis, los cambios de calor obtenidos después
de la inyeccion de la proteina en el tampon de titulacion que contenia el ADN fueron
negligibles, como lo ejemplifica la interaccion entre el oligonucledtido que contenia la
region promotora de los genes NapEDABC y NnrR (Figura 3.20, A). Idénticos
resultados se obtuvieron cuando se emplearon los oligonucleétidos correspondientes a
las regiones promotoras de los genes nirK y norCBQD (no se muestran los resultados).
Cuando los ensayos se repitieron después de gasear la célula con N, la titulacion de la
proteina con el ADN de la regién promotora de los genes norCBQD se caracterizo por
cambios de calor endotérmicos, lo que es indicativo de cambios desfavorables de
entalpia (Figura 3.20, B). El perfil de la titulacion fue el correspondiente a una curva
hiperbolica, tipica de unién entre proteina y ligando (Figura 3.20, panel inferior). El
analisis de los datos de la CIT mediante el algoritmo “one set of sites” indic6 que la
unioén de la proteina al ADN se facilité por cambios de entalpia (AH = 16 + 7 kcal/mol)
y entropia (TAS = 24.5 + 0.7 kcal/mol) favorables. La constante de disociacion fue de
625 + 80 mM vy la estequiometria de union entre los ligandos de aproximadamente 1,
por lo que una molécula de ADN interaccionaria con un dimero de proteina.

Cuando, en microerobiosis, los experimentos de CIT se llevaron a cabo entre
NnrR y los ADNs correspondientes a las regiones promotoras de los genes nirK y
napEDAC, sdlo se observoé calor de dilucion, indicando ausencia de union (Figura 3.20,
C). Estos datos fueron similares a los obtenidos cuando la CIT se realiz6 entre proteina

y tampon de titulacion (no se muestran los resultados).
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Figura 3.20. Titulacion mediante calorimetria de fragmentos de ADN conteniendo
secuencias de los promotores NapEDABC y norCBQD con la proteina NnrR en condiciones
de aerobiosis y anaerobiosis. Panel superior: variaciones de calor de 2 uM de ADN
correspondiente al promotor de los genes NorCBQD con 60 pM de NnrR como dimero en
condiciones aerdbicas (A) y anaerdbicas (B). El aparatado (C) se muestra la titulacion de la
solucion conteniendo el ADN promotor de los genes NapEDABC con la proteina a las mismas
concentraciones en condiciones anaerdbicas. Los volimenes de inyeccion fueron de 12,8 ul en
(A), y de 8 ul en (B) y (C). Panel inferior: datos de (B) ajustados mediante el “método de un

sitio de union” del programa ORIGIN de MicroCal, y los parametros obtenidos.
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3.4.7. Cristalizacion de NnrR

La observacion al microscopio Optico de las placas de cristalizacion tras 48 h de
incubacion permiti6 la visualizaron de cristales de dimensiones 50 x 20 x 5 micrones en
el pocillo que contenia una solucion 0,1 M cacodilato sédico, pH 7,5; 0,3 M sulfato

amonico y 25 % polietilenglicol (8.000 kDa).

3.4.8. Modelo estructural de NnrR

Aunque un modelo de la estructura de NnrR se puede obtener mediante el envio
de la secuencia aminoacidica a las bases de datos (www.expasy.com), una infomracion
mas fiable sobre su estructura se obtuvo utilizando el programa 3D-Jigsaw (Bates et al.
2001). En este sistema, después del envio de la secuencia de NnrR, el programa indico
que la mejor candidata para obtener el modelo predictivo de NnrR fue la proteina Crp

de E. coli (Passner et al. 2000; numero de acceso 1G6N del PDB). El modelo de la

estructura obtenido para la proteina NnrR contiene un total de 7 hélices a, 16 laminas f3,

y 20 giros (Figura 3.21).

Figura 3.21. Modelo estructural predictivo de NnrR de B. japonicum. El analisis de la
estructura se realizdo mediante el programa 3D-Jigsaw (Bates et a. 2001) utilizando Crp de E.
coli como proteina de referencia (Passner et al. 2001). Color rosa, hélices o; color amarillo,

laminas B; color azul, los giros.
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En la Figura 3.22 se muestra la localizacion de los aminodcidos Phe-82, Tyr-93,

Thr-96, GIn-70, Arg-115 y Glu-174, posiblemente implicados en la actividad de la

proteina.

Figura 3.22. Modelo estructural predictivo de NnrR de B. japonicum. Se indica la
localizacion de los aminoacidos Phe-82, Tyr-93, Thr-96, GIn-70, Arg-115 y Glu-174. Para ello,

se ha utilizado el programa Rasmol (http://www.umass.edu/microbio/rasmol/).
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4.1. Regulacion de los genes napEDABC de B. japonicum

En B. japonicum se ha demostrado que la maxima expresion de los genes de la
desnitrificacion nir, nor y nos, que codifican las enzimas nitrito reductasa, 6xido nitrico
reductasa y 6xido nitroso reductasa, respectivamente, requiere condiciones limitantes de
oxigeno y la presencia de nitrato, o un 6xido de nitrogeno derivado (Velasco et al. 2001,
2004; Mesa et al. 2002). En este trabajo se ha comprobado que los genes napEDABC,
que codifican la nitrato reductasa periplasmica de B. japonicum (Delgado et al. 2003),
también se activan en condiciones de microaerobiosis, aunque su maxima expresion
requiere ambos factores, la ausencia de oxigeno y la presencia de nitrato. Estos
resultados coinciden con los obtenidos por Delgado et al. (2003) que demostraron que la
mayor concentracion de transcritos de los genes napEDABC se obtuvo cuando el ARN
se aislo de células incubadas microaerobicamente con nitrato.

El control de la expresion por microaerobiosis de los genes NapEDABC se lleva a
cabo por las proteinas FixL, FixJ y FixK,; ya que apenas se detectd actividad [3-
galactosidasa en las cepas mutantes fixL, fixJ y fixK, cuando se incubaron en
condiciones de limitacion de oxigeno, tanto en presencia como en ausencia de nitrato
(Tabla 3.1). Que la actividad B-galactosidasa de la cepa mutante nnrR se indujera en
microaerobiosis y la adicion de nitrato no tuviera ningin efecto posterior (Tabla 3.1)
sugiere que NnrR también estd implicada en la activacion de los genes nap.
Consecuente con los resultados de regulacion, las cepas mutantes napA y nnrR no
expresaron actividad nitrato reductasa (Tabla 3.2). Logicamente, la proteina NapA no se
detecté en el periplasma de la mutante napA e, igualmente, estuvo practicamente
ausente en las membranas de la mutante nnrR (Figura 3.3). Estos resultados sugieren
que la expresion de nnrR esta bajo el control de FixK; y coinciden con los obtenidos por
Mesa et al. (2003) que demuestraron que la activacion de los genes nirK y norCBQD
depende del sistema regulador FixLJ/FixK,/NnrR. No obstante, aunque FixK, se
superpone a NnrR en la cascada de regulacion, no se puede descartar la posibilidad de
un control directo de FixK, sobre el promotor de los genes napEDABC. Un esquema del
sistema de regulacion de la expresion de los genes napEDABC se indica en la Figura
4.1.

En la region promotora de los genes napEDABC se localiza una caja de anaerobiosis
donde podria unirse la proteina FixK, (Delgado et al. 2003). Puesto que las cajas de

anaerobiosis son homologas a las de reconocimiento de las cajas FixK, es posible que
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tanto FixK,; como NnrR puedan unirse a la caja de anaerobiosis mencionada. La union
de FixK; a sus correspondientes cajas de anaerobiosis se ha demostrado en los genes

fixNOQP, fixGHIS y hemN; de B. japonicum (Mesa et al. 2005).

0, |}
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—
Q.I:; Fix+K2
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‘ NOXx
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i l a Caja Fnr/FixK

napEDABC

Figura 4.1. Regulacion de los genes napEDABC de B. japonicum. En color naranja se indica
la presencia de una caja de anaerobiosis en la region promotora de los genes NnapEDABC. NOx:

oxido de nitrogeno.

Como en B. japonicum, cepas mutantes en los genes anr de P. aeruginosa (Galimand
et al. 1991; Ye et al. 1995) y fnrP P. denitrificans (Van Spanning et al. 1997), cuyos
productos, las proteinas Anr y FnrP, respectivamente, estan implicadas en el control por
microerobiosis de la desnitrificacion, también carecen de actividad nitrato reductasa. Sin
embargo, las cepas mutantes nnr y nnrR de P. denitrificans y R. sphaeroides,
respectivamente, poseen actividad nitrato reductasa y son capaces de crecer con nitrato
como Unico aceptor de electrones (Van Spanning et al. 1995; Tosques et al. 1996).

En dieccion 5° de los genes napEDABC de B. japonicum se localiza el gen araC
(Figura 3.1; http://www.kazusa.or.jp/rhizobase). La proteina AraC pertenece a la familia
AraC/XylS de reguladores transcripcionales cuyos miembros se han implicado en la

activacion o represion de genes relacionados con el metabolismo carbonado, la sintesis
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de factores de virulencia, la respuesta al estrés oxidativo, la tolerancia a solventes
organicos y a metales pesados en diversas bacterias (Gallegos et al. 1997). Dada la
proximidad de araC a los genes napEDABC se consider6 oportuno estudiar la
implicacion de AraC en su expresion. Puesto que una cepa mutante en el gen araC
crecid microaerobicamente con nitrato (Figura 3.7), se puede considerar que AraC no

controla la expresion de los genes de la desntrificacion.

4.2. Regulacion por oxidos de nitrogeno

Una vez comprobado que los genes napEDABC, al igual que los nirK, norCBQD y
NosRZDYFLX, estan sujetos a una regulacion doble y jerarquica, primero por limitacion
de oxigeno y, segundo, por nitrato se tratd de identificar qué 6xido de nitrogeno, nitrato,
nitrito, 6xido nitrico u 6xido nitroso, podria ser responsable de la induccion de los genes
de la desnitrificacion. Para ello, nos basamos en que cepas mutadas en los genes napA,
nirk, norC y nosZ, acumulan, nitrato, nitrito, oOxido nitrico y Oxido nitroso,
respectivamente, cuando se cultivan en condiciones desnitrificantes, por lo que se puede
estudiar el efecto de cada 6xido de nitrogeno sobre la induccion de cada uno de los
genes de la desnitrificacion.

La expresion de los genes nap, determinada como actividad B-galactosidasa de la
fusion Pnape-lacZ, se activo tanto por el nitrato, que no se reduce en la cepa mutante
napA, como por el nitrito que, procedente de la reduccion del nitrato, se acumula en la
mutante Nirk (Tabla 3.3). Aparentemente, el 6xido nitrico que, producto de la reduccion
del nitrito, se acumula en la mutante nor no indujo la expresion de la fusion Ppape-lacZ
(Tabla 3.3). Igualmente, el nitrato y el nitrito indujeron la actividad B-galactosidasa de
la fusion Ppik-lacZ y, de nuevo, el 6xido nitrico no tuvo ningun efecto sobre la
expresion de los genes nir (Tabla 3.4). La actividad B-galactosidasa de la fusion Ppjrk-
lacZ en la mutante nirK fue menor que en la napA (Tabla 3.4), lo que podria deberse al
efecto toxico que la acumulacion de nitrito en el medio de incubacion podria ocasionar
sobre el cultivo celular. A diferencia de la cepa parental, no se detectd actividad
promotora de la fusion Pporc-lacZ en las cepas mutantes napA, nirK y norC (Tabla 3.5).
Puesto que la actividad B-galactosidasa debida a las fusiones Pnape-lacZ y Ppirk-lacZ en
la mutante nirK puede inducirse tanto por el nitrato como por su producto de reduccion,
el nitrito, el efecto de este ultimo sobre la actividad promotora se analizé en la cepa

silvestre y en la mutante nirK. Nuestros datos (Tabla 3.6) indican que el nitrito indujo la
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actividad [-galactosidasa de las fusiones Pnge-lacZ y Ppik-lacZ, pero no la
correspondiente a Pporc-lacZ. Todos estos resultados indican que tanto el nitrato como el
nitrito inducen la activacion transcripcional de los genes nap y nir, pero no la de los
nor. Atn mas, los genes nap y nir se activaron en la mutante nirK, en la que no se
produce la formacion de 6xido nitrico, lo que sugiere que este 6xido de nitrogeno no es
necesario para la expresion de nap y nir.

No esta claro, sin embargo, el papel del nitrito como molécula sefial. El nitrito puede
reducirse quimicamente a 6xido nitrico (Zweier et al. 1999; Poole et al. 1996), que
podria activar entonces la fusion Ppjrx-lacZ en la mutante nirK (Tabla 3.4). Si el nitrito
fuese ¢l mismo un inductor seria de esperar que 0,5 mM, que es un cantidad elevada en
comparacion con la concentracion de nitrito que se encuentra habitualmente en el suelo,
indujera la expresion de la fusion Ppirk-lacZ en la mutante nirK en mayor cuantia que la
detectada (Figura 3.4). Esta limitacion en la expresion de actividad B-galactosidasa
podria deberse, sin embargo, al efecto citotoxico producido por la acumulacion de
nitrito.

La mayoria de los medios que se preparan en el laboratorio contienen trazas de
nitrato que podria reducirse de manera no enzimadtica a 6xido nitrico. Por ello, quizas,
hubiera sido de esperar una mayor expresion de las fusiones Ppirx-1acZ y Pporc-1acZ en la
mutante NOrC incubada en ausencia de nitrato o nitrito (Tablas 3.3 y 3.4). En E. coli se
ha demostrado la produccion de 6xido nitrico como consecuencia de la respiracion de
nitrato, esto es, a partir del nitrito producido por la nitrato reductasa (Ji y Hollocher,
1989; Kalkowski y Conrad, 1991). Por lo tanto, no se puede excluir la posibilidad de
que la actividad detectada en las mutantes nirK se trate de un efecto debido al 6xido
nitrico.

Que el oxido nitrico fuese incapaz de activar la expresion de los genes que codifican
su propia reductasa (Tabla 3.5) es un hecho sorprendente. Ahora bien, puesto que este
compuesto es citotoxico (Fang, 1997), su acumulacion puede resultar letal para las
células. La concentracion de 6xido nitrico producido por la cepa mutante norB durante
la incubacion en condiciones desnitrificantes fue superior a 300 nmol NO/(mg proteina
x h) (Tabla 3.9), lo que podria explicar por qué el nimero de unidades formadoras de
colonias de, por ejemplo, B. japonicum 0407 disminuy6 de 14 x 10" a 6 x 10° durante
96 h de incubacién. No obstante, la posibilidad de que el 6xido nitrico acumulado

pudiera inhibir la expresion de los genes de la desnitrificacion no se puede descartar.
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El posible efecto toxico del 6xido nitrico sobre B. japonicum se estudié utilizando
nitroprusiato sédico (SNP), compuesto que libera NO' (Bates et al. 1991), muy
utilizado en estudios de regulacién en microorganismos desnitrificantes tales como P.
denitrificans (Van Spanning et al. 1999), R. sphaeroides (Kwiatkowski et al. 1996) y P.
stutzeri (Vollack y Zumft, 2001). También se ha empleado en E. coli para estudios de
expresion heterdloga de la proteina Nnr de P. denitrificans (Hutchings et al. 2000; Lee
et al. 2006). El empleo de concentraciones de SNP de 1 a 40 uM disminuyd
progresivamente la actividad promotora de la fusién Ppape-lacZ, hasta hacerse
indetectable a concentraciones superiores (Tabla 3.7). El efecto negativo del SNP sobre
la viabilidad celular qued6 patente cuando el numero de unidades formadoras de
colonias de B. japonicum 0602 incubadas en condiciones desnitrificantes disminuyo
progresivamente al aumentar la concentraciéon de SNP en el medio de incubacion (Tabla
3.8). No obstante, hay que indicar que el SNP a una concentracion de 1 uM activo los
genes Nir y nor de R. sphaeroides 2.4.3 (Kwiatkowski et al. 1996) y que 100 uM de
SNP indujo los genes nir y nor de P. denitrificans (Van Spanning et al. 1999; Hutchings
et al. 2000). Atn mas, 1 mM fue la concentracion 6ptima de SNP utilizada en estudios
de regulacion de los genes nir y nor de P. stutzeri (Vollack y Zumft, 2001). La razon de
la sensibilidad de B. japonicum al SNP es desconocida. No hay que olvidar que el SNP
es también un agente productor de cianida (Hall y Guest, 1992), que podria ser el
compuesto responsable del fuerte efecto citotoxico sobre B. japonicum. En P. stutzeri,
el SNP inhibio la transcripcion de los genes nir y nor a concentraciones superiores a 5
mM (Vollack y Zumft, 2001).

Puesto que el SNP no resulté eficaz en B. japonicum, la actividad promotora del
oxido nitrico sobre la expresion de los genes nor se analizd cultivando juntas las
mutantes NirkK y norC (Tabla 3.10). La mutante norC carece de actividad 6xido nitrico
reductasa y, por lo tanto, es una fuente natural de 6xido nitrico, y la mutante nirK no
posee actividad nitrito reductasa, pero debe de ser capaz de reducir 6xido nitrico. En
ausencia de la mutante norC en el medio de cultivo no se observo induccion de
actividad B-galactosidasa, pero la actividad promotora de norC en la mutante nirK
incrementd hasta niveles comparables a los de la cepa parental cuando las células de
nirK se mezclaron con cantidades crecientes de norC (Tabla 3.10). Estos resultados
indican que el 6xido nitrico es la molécula sefal para la activacion transcripcional de los

genes NorCBQD. Experimentos de co-cultivo similares en el que cepas mutantes en el
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gen nirK se mezclaron con concentraciones crecientes de una mutante norC se han
llevado a cabo en R. sphaeroides (Kwiatkowski et al. 1997) y P. denitrificans (Van
Spanning et al. 1999) para demostrar que el 6xido nitrico activa la transcripcion de los
genes nir y nor.

Los niveles de actividad [-galactosidasa en la mutante nosZ con la fusion
transcripcional Pporc-lacZ fueron similares a los de la cepa parental (Tabla 3.11), lo que
sugiere que el 6xido nitroso podria estar implicado en la expresion de los genes nor. Sin
embargo, no se detect6 actividad promotora en la cepa parental cuando las células se
incubaron con concentraciones de N,O que oscilaron de 0,1 a 5 mM, y el 6xido nitroso
no afectod el crecimiento de B. japonicum. Por tanto, se puede descartar al 6xido nitroso

como la molécula activadora de la transcripcion de los genes nor.

Hasta siete bandas de proteina se han identificado en las membranas de B. japonicum
USDAT110 después de su cultivo en microaerobiosis con nitrato. De esas siete bandas, la
correspondiente al citocromo € de 16 kDa se ha demostrao que es la subunidad NorC de
la enzima oOxido nitrico reductasa (Mesa et al. 2002). El efecto de cada ¢6xido de
nitrogeno sobre la sintesis de NorC se analizo detectando la proteina en membranas de
diversas cepas mutadas en genes de la desnitrificacion que se cultivaron en diferentes
condiciones de crecimiento. NorC no se detecté en la mutante napA incubada con
KNOs, pero estuvo presente cuando se utilizo nitrito como agente inductor (Figura 3.5).
Estos resultados muestran que el nitrato no induce la sintesis de la enzima 6xido nitrico
reductasa, por lo que el nitrito, u otro 6xido de nitrégeno posterior en la ruta de la
desnitrificacion, es el responsable de la induccién de los genes nor y la consecuente
sintesis de la enzima que codifica. Estos resultados concuerdan con los obtenidos
durante los estudios de regulacion que indican que el nitrato no induce la fusién Pporc-
lacZ en la mutante napA (Tabla 3.5).

NorC tampoco se detectd en las membranas de las mutante nirK cuando las células
se incubaron microaerdbicamente con nitrito (Figura 3.5) lo que, junto a los resultados
obtenidos durante los estudios de regulacion (Tabla 3.6), indica que el nitrito no es el
oxido de nitrogeno implicado en la expresion de los genes nor. Como era de esperar,
NorC no se encontr6 en las membranas de la mutante norC incubada con nitrato, pero si
se detectd en las membranas de las células de la mutante norB (Figura 3.5). Puesto que
la cepa mutante norB contiene un gen norC funcional, la expresion de norC, que esta

localizado en direccidon 5° de norB, resultaria en la sintesis de NorC. Mientras que no se
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observaron diferencias en la intensidad de la sefal de las bandas de proteina de la
mayoria de las proteina hemo-C entre las cepas parental y la mutante norB, la senal
correspondiente a NorC en la mutante norB fue menor que en la cepa parental (Figura
3.5). Que este hecho refleje un efecto inhibitorio debido a la acumulacion de o6xido
nitrico sobre la expresion de NorC se desconoce por el momento.

La deteccion de NapA en la mutante napC de B. japonicum, donde esta impedida la
formacion de oxido nitrico (Figura 3.3), sugiere que este 6xido de nitrogeno no es
responsable de la activacion de los genes nap. Apoya esta afirmacion que cepas
incapaces de sintetizar la enzima nitrato reductasa de P. denitrificans no acumularon
oxido nitrico en el medio cuando se incubaron en presencia de nitrato (Hutchings et al.
2000). Por otra parte, el 6xido nitrico no indujo la expresion de la nitrato reductasa en P.
pantotrophus (Wood et al. 2001).

Si se consideran en conjunto, los datos bioquimicos y de regulacion sugieren la
existencia de un doble circuito de control de la desnitrificacion por 6xidos de nitrégeno
en B. japonicum. Por una parte, el nitrato estaria implicado en la expresion de los genes
nap y nir y, por otra, el NO lo estaria en la expresion de los genes nor. El papel del
nitrito como molécula sefial requiere experimentos adicionales.

Esta afirmacion difiere a la regulacion en otros desnitrificantes. En P. denitrificans,
el oxido nitrico esta implicado en la expresion de los genes nir y nor a través de la
proteina Nnr (Van Spanning et al. 1995), y el nitrato es responsable de la expresion de
los nap a través de la proteina NarR (Wood et al. 2001). En R. sphaeroides, el 6xido
nitrico también regula la expresion simultanea de los genes nir y nor (Tosques et al.
1996), mientras que el nitrato es la molécula que se requiere para la expresion de los
genes nar. Por ultimo, el 6xido nitrico activa la expresion de los genes nir y nor de P.
stutzeri y P. aeruginosa a través de DnrD (Vollack y Zumft, 2001) y Dnr (Arai et al.
1999), respectivamente. En ambas bacterias, el nitrato activa la expresion de los genes

nar mediante el sistema NarXL/QP.

4.3. Sobreexpresion, purificacion y caracterizacion de la proteina NnrR

Uno de los métodos mas utilizados para la purificacion de una proteina recombinante
es la introduccion en la secuencia del gen que la codifica del ADN responsable de la
sintesis de un motivo de unidén a una matriz que permita su posterior purificacion (para

una revision ver Terpe, 2003). Aunque existe cierta variedad en cuanto al motivo de
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unioén, y su longitud, el mas utilizado es el motivo de histidinas (6xHis), que permite la
purificaciéon mediante la union de la proteina a una matriz de acido nitriloacético/niquel,
y su posterior elucion con imidazol (Hochuli et al. 1987). El empleo del motivo 6xHis
afectd la actividad de la proteina (Wu y Filutowicz, 1999) y alterd los resultados de los
experimentos de difraccion (Hakansson et al. 2000). Ademas, la presencia de imidazol
provoca, con cierta frecuencia, la formacion de agregados e interfiere negativamente en
los experimentos de resonancia magnética nuclear y de cristalografia (Hefti et al. 2001).
Para la sobreexpresion de la proteina NnrR se decidid, por tanto, utilizar un vector de
expresion distinto a los que se encuentran disponibles con el motivo de histidinas,
concretamente el vector pET3a(+) (Novagen).

Cualquier temor a que la proteina sobreexpresada pudiera tener afectada su actividad
se descartd, ya que una cepa mutante nnrR de B. japonicum se complemento
satisfactoriamente con el plasmido pRJ8845 que contenia el gen nnrR utilizado en los
experimentos de sobreexpresion.

Puesto que NnrR carece del motivo de cisteinas tipico de la proteina Fnr de E. coli y,
por tanto, se supone que no debe ser sensible al oxigeno, todo el procedimiento de
purificacion se llevdo a cabo en condiciones aerdbicas. Para los experimentos de
transcripcion in vitro, no obstante, la purificacion de NnrR se llevdé a cabo en
condiciones microaerobicas como se describe en Material y Métodos (ver apartado
2.4.3). La proteina FixK, de B. japonicum también es activa después de su purificacion
en aerobiosis (Mesa et al. 2005). Hasta la fecha, la unica proteina que se ha purificado
del grupo Dnr/NnrR es la Dnr de P. aeruginosa, y su purificacion se llevod a cabo en
aerobiosis (Rinaldo et al. 2005).

Puesto que no se obtuvieron diferencias significativas en el rendimiento de la
proteina sobreexpresada a diferentes temperaturas (Figuras 3.9 y 3.10), la incubacién de
E. coli BL21 (DE3) transformada con pBG0704 se llevo a cabo a 30 °C por ser la
temperatura Optima de crecimiento de la bacteria. Ademads, las temperaturas elevadas,
asi como la concentracion de sales en el medio, pueden afectar la solubilidad de la
proteina recombinante y favorecer la formacion de cuerpos de inclusion (Deutscher,
1990). Igualmente, ya que tiempos de incubacidén superiores a 2 h no resultaron en
incrementos del rendimiento (Figura 3.10) y, ante la posibilidad de que se afectara la
viabilidad de la misma, la incubacion de las células tras la adicion de IPTG se llevo a
cabo durante 2 h. Todas las concentraciones de IPTG utilizadas en este estudio

resultaron en rendimientos de proteina similares, por lo que se empleod la concentracion
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minima comprobada, que fue de 0,1 mM (Figura 3.9). Estos valores de temperatura y
tiempo de incubacion, asi como de concentracion de IPTG, fueron idénticos a los
empleados por Mesa et al. (2005) para sobreexpresar la proteina FixK, de B. japonicum.
La sobreexpresion de Dnr de P. aeruginosa, sin embargo, se realizd en presencia de 1
mM de IPTG, durante 15 h de incubacién a 37 °C (Rinaldo et al. 2005).

La solubilidad de la proteina NnrR recombinante no se afectd significativamente
durante el proceso de fraccionamiento celular ni durante los sucesivos pasos de
purificacion (Figura 3.11). El proceso de purificacion seguido fue similar al utilizado
para la purificacion del factor de transcripcion ModE de E. coli (McNicholas et al.
(1997). Aunque otros autores (Teran et al. 2006) utilizaron el intercambio idnico
después de la columna de afinidad, en nuestras manos, se obtuvieron mejores resultados
cuando se empled el intercambio i6nico en primer lugar. Siguiendo la metodologia
descrita en Material y Métodos, el rendimiento tipico a partir de 400 ml de cultivo fue
de 3 g/l de proteina NnrR con una pureza igual o superior al 95 %. El rendimiento de la
purificacion de FixK, fue de 20 mg/litro de cultivo (Mesa et al. 2005) y el de Dnr de P.
aeruginosa fue de 15 mg/litro (Rinaldo et al. 2005).

El espectro de dicroismo circular a 25 °C (Figura 3.12) indic6 que la proteina
recombinante esta plegada en la solucion, lo que sugiere que E. coli fue capaz de
expresarla correctamente. Consecuentemente, después de su purificacion, la proteina se
pudo utilizar para los estudios correspondientes de caracterizacion bioquimica y
funcional. Los valores minimo y maximo de elipticidad visibles en el espectro de
dicroismo circular coinciden con los de la Dnr de P. aeruginosa (Rinaldo et al. 2005), lo
que sugiere un parecido estructural con la misma. La estructura de NnrR (Figura 3.13)
parece, sin embargo, mas estable que la de la Dnr ya que ésta se desnaturalizo casi en su
totalidad después de calentarla a 95 °C (Rinaldo, comunicacion personal).

El valor del coeficiente de absorcion molar de NnrR, calculado mediante
espectrofotometria coincidié con el valor tedrico obtenido en las bases de datos
(www.expasy.com). Sin embargo, el valor tedrico de la masa molecular (25.869,6 Da)
difiere del obtenido por espectrometria de masas (25.731,0 Da) en 138,6 Da (Figura
3.14). Esta diferencia puede corresponder a la metionina inicial, de masa molecular
149,21 Da, que se perdiera durante la traduccion.

La proteina NnrR se encuentra principalmente en estado dimérico (Figura 3.15). Esto
parece una caracteristica de las proteinas de la familia Fnr/Crp, a la que pertenece Nnr,

ya que tanto Dnr de P. aeruginosa (Rinaldo et al. 2005) como FixK; de B. japonicum
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(Mesa et al. 2005), a concentraciones de proteina similares, son también dimeros en
solucion.

Los experimentos de titulacion con ANS se utilizan de manera rutinaria para estudiar
posibles cambios en la conformacién de la proteina y, sobretodo, para analizar la
presencia de cavidades hidrofobicas en la misma, huecos que pudieran actuar como
posibles sitios de union a ligandos. La titulacion de NnrR de B. japonicum con ANS
reveld que, en solucion, la proteina presenta una cavidad hidrofobica (Figura 3.16). El
hecho de que esta cavidad pudiera ser la responsable de la unién a un posible ligando,
asi como su localizacion precisa en la estructura de la proteina no se ha demostrado.
Experimentos similares de titulacion con ANS mostraron la presencia en Crp de E. coli
de dos posibles sitios de union y la existencia de tres estados conformacionales de la
proteina (Heyduk y Lee, 1989), que dependerian de la concentracion de AMP ciclico, el
ligando de Crp. En la proteina Dnr de P. aeruginosa también se ha demostrado la
presencia de una cavidad hidrofébica (Rinaldo et al. 2005).

La constante de disociacion (Kq) de NnrR, estimada mediante calorimetria isotérmica
de titulacion en 625 nM, coincide con la Ky de FixL en presencia de 6xido nitrico
(Winkler et al. 1996). Este valor es unas 1000 veces mayor que el de Crp de E. coli
(Heyduk y Lee, 1989) y 10 veces mas que el de Dnr de P. aeruginosa (Rinaldo et al.
2005).

NnrR no fue capaz de activar la transcripcion de ninguno de los genes nirK y
norCBQD cuando se utilizé como molde ADN de los plasmidos pRJ8822 y pRJ8839,
respectivamente, ni siquiera cuando su purificacion y posteriores reacciones de
transcripcion se llevaron a cabo en condiciones de microaerobiosis (Figura 3.18). Es
posible que la proteina requiera para su actividad algun cofactor que se pierda durante el
proceso de purificacion. También se desconoce si dicho cofactor podria ocupar la
cavidad hidrofobica detectada en la estructura de NnrR (Figura 3.16).

Los resultados de los experimentos de retardo en gel que se realizaron para tratar de
demostrar la unién de NnrR a los fragmentos de ADN de 221, 195 y 238 pares de bases
de los genes napEDABC, nirK y norCBQD, respectivamente, no fueron conclusivos. En
ningun caso se detect6 union de la proteina a los genes nap y nir y solo se observo una
débil sefial correspondiente a la union entre NnrR y el ADN de norCBQD (Figura 3.19).
A pesar de los repetidos intentos para mejorar los resultados obtenidos no se pudo

demostrar con claridad la union ADN-NnrR. En contraste con NnrR, la proteina FixK,
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de B. japonicum sobreexpresada y purificada en aerobiosis fue capaz de activar in vitro
la transcripcion de los genes fixXNOQP, fixGHIS y hemN; (Mesa et al. 2005).

Para comprobar mediante una técnica diferente la union ADN-NnrR se llevaron a
cabo experimentos de microcalorimetria isotérmica de titulaciéon. Los cambios de calor
registrados durante la microcalorimetria mostraron que la proteina NnrR sélo se uni6 a
la regién promotora de los genes nor en condiciones de microaerobiosis (Figura 3.20).
Tales variaciones endotérmicas son caracteristicas de la interaccion entre proteina y
ADN (Bergquist et al. 2004), y no se detectaron en condiciones aerdbicas ni cuando se
empled6 ADN de los genes nap y nir. Estos resultados también indican que no es
necesaria la presencia de 6xido nitrico para la union ADN-NnrR. Es la primera vez que
se demuestra la union de una proteina del grupo Dnr/NnrR al ADN de la region
promotora de los genes que regulan. Los esfuerzos realizado por otros autores para
comprobar la uniéon de NnrR de R. sphaeroides a los promotores de los genes de la
desnitrificacion que regulan fueron infructuosos (Laratta et al. 2003).

Recientemente, se ha demostrado que la expresion de Nnr de P. denitrificans en E.
coli s6lo ocurre microaerobicamente en presencia de o6xido nitrico (Lee et al. 2006).
Aunque la proteina no fue funcional en aerobiosis, su inactivacion fue reversible, esto
es, recuperd su actividad al pasar de un medio aerdbico a otro microaerdbico. El
mecanismo por el que el oxigeno inactiva NnrR de B. japonicum es desconocido. La
proteina Fnr de E. coli también se inactiva por el oxigeno, lo que se debe a un cambio
en la conformacion del grupo [Fe-S] que impide la dimerizacion de sus dos subunidades
(Lazazzera et al. 1996). El oxigeno, igualmente, inactiva otra proteina de la familia
Fnr/Crp como CooA de Rhodospirillum rubrum (Thorsteinsson et al. 2001), aunque la
inactivacion ocurre como consecuencia de la unién del oxigeno a un grupo hemo de
CooA. Sin embargo, NnrR de B. japonicum carece de cisteinas en su secuencia (Figura
1.6), lo que descarta la intervencion de los grupos [Fe-S] en su inactivacion por el
oxigeno. Lee et al. (2006) han demostrado que la actividad promotora de Nnr de P.
denitrificans en cepas de E. coli alteradas en la biosintesis de grupos hemo esta
ligeramente afectada cuando se cultiva con nitrato, y drasticamente reducida en
presencia de nitrito u 0xido nitrico. Puesto que la mutante es capaz de reducir nitrato a
nitrito, lo que requiere la sintesis del grupo hemo, su funcion en la actividad de Nnr no
se ha establecido con claridad. Por otra parte, no hay evidencias que indiquen que el

grupo hemo pueda unirse a Nnr (Lee et al. 2006). En P. stutzeri, mutaciones en los
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genes implicados en la sintesis de hemo d; no afectan la capacidad de respuesta de la
proteina DnrD al 6xido nitrico (Vollack y Zumft, 2001). Aln mas, tanto NnrR de B.
japonicum (Tabla 3.12), como Nnr de P. denitrificans (Hutchings et al. 2000) y NnrR
de R. sphaeroides (Laratta et al. 2003) son activas en E. coli, que carece de hemo d;.

Que el oxigeno inactive a NnrR podria explicar la débil sefial de union entre NnrR y
el fragmento de 238 pares de bases de los genes NorCBQD durante los experimentos de
retardo en gel (Figura 3.19).

En presencia de NnrR de B. japonicum, el SNP, como compuesto productor de NO”,
indujo la expresion de actividad —galactosidasa de la fusion Pporc-lacZ en la mutante
fnr JRG1728 de E. coli complementada con los plasmidos pRJ8843 y pRJ2499 (Tabla
3.12). Aunque se trata de un sistema heterdlogo de expresion, estos resultados indican,
por una parte, que E. coli posee la maquinaria enzimatica necesaria para la sintesis de
una NnrR funcional y, por otro, que NnrR requiere 6xido nitrico para su actividad.
Sistemas heterdlogos de expresion que utilizan E. coli se han empleado con éxito para
estudiar la actividad in vivo de la proteina Nnr de P. denitrificans (Hutchings et al.
2000; Lee et al. 2006). También se han utilizado para estudiar la accion de la enzima
amonio monooxigenasa de P. denitrificans en Methylobacterium extorquens,
Pseudomonas putida y E. coli (Crossman et al. 1997). E1 SNP fue también eficaz en la
induccion del gen hmp de E. coli responsable de la sintesis de la flavohemoglobina, una
proteina capaz de unirse al 6xido nitrico para su detoxificacion (Membrillo-Hernandez
et al. 1999). Entre los mecanismos de accion propuestos para explicar la activacion de
Dnr/NnrR por el NO" liberado por el SNP se ha sugerido que podria deberse a la
nitrosilacion de los grupos tioles de las proteinas, como ocurre con la flavohemoglobina
de E. coli (Membrillo-Hernandez et al. 1999). No obstante, el NO, por si mismo, no es
un agente nitrosilante, sino que requiere la presencia de un agente oxidante para ejercer
tal efecto, como ocurre en la nitrosilacion de la proteina OxyR de E. coli, que controla
la transcripcion de genes cuyos productos estan implicados en la proteccion contra el
estrés oxidativo (Hausladen et al. 1996). Ya que NnrR carece de cisteinas en su
secuencia, y es activa en ausencia de oxigeno, es poco probable que la nitrosilacion de
NnrR sea el mecanismo de activacion. El 6xido nitrico también puede actuar sobre los
grupos metalicos de las proteinas (Stamler, 1994). De hecho, se ha demostrado que es
un potente activador de la enzima guanilato ciclasa, que actia como proteina sensor de
NO en virtud de un grupo hemo (Martin et al. 2003). La inspeccion de la secuencia de

NnrR no aporta evidencias de que requiera un i6n metalico. No se puede excluir, sin
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embargo, la posibilidad de que NnrR pueda activarse mediante otra proteina
intermediaria que actuara como sensor de 6xido nitrico.

El 6xido nitrico también puede reaccionar con radicales superoxido, produciendo
peroxinitrito que, a su vez, lleva a cabo la nitracion de tirosinas (Beckman, 1996).
Recientemente, se ha demostrado que este mecanismo interviene en la induccion de
varios protooncogenes (para una revision ver Kamat, 2006). El residuo Tyr-93 de B.
japonicum esta conservado en otros miembros del grupo Dnr/NnrR. Sin embargo, se ha
demostrado que este residuo no es esencial para la activacion de la proteina Nnr de P.
denitrificans (Hutchings et al. 2000). Atn mas, la proteina DnrD de P. stutzeri se activo
en condiciones microaerdbicas en presencia de N,O, lo que excluye la posibilidad de
que el mecanismo de activacion de la proteina sea la nitracién de la misma, ya que en
esas condiciones el peroxinitrito no se forma en la célula (Vollack y Zumft, 2001).

Los datos relativos a la estructura de NnrR no permiten profundizar mas en su
mecanismo de activacion. El modelo topoldgico predictivo de NnrR (Figura 3.21)
muestra una estructura similar a la de otras proteinas de los grupos Dnr/NnrR cuando se

analizan con el programa 3D-Jagsaw (Bates et al. 2001).

Por homologia con los residuos conservados en otras proteinas de los grupos
Dnr/NnrR (Figura 1.6), se han identificado en la secuencia de NnrR de B. japonicum
una serie de aminoacidos que podrian estar implicados en la actividad de la proteina
(Figura 3.22). Los residuos Phe-82, Tyr-93 y Thr-96 se localizan en el extremo N-
terminal de la proteina, por lo que podrian estar implicados en el reconocimiento de la
sefial activadora. De hecho, Tyr-93 y Thr-96 de NnrR de R. sphaeroides (Laratta y
Shapleigh, 2003), asi como Tyr-93 y Phe-82 de Nnr de P. denitrificans (Hutchings et al.
2000) son esenciales para la actividad de cada una de las proteinas.

El residuo GIn-70 del N-terminal de NnrR de B. japonicum corresponde en su
localizacion con una Gln localizada en la misma posicion en la NnrR de R. sphaeroides,
y con un Glu localizado en las posicion 70 de la proteina Nnr de P. denitrificans, y en la
posicion 72 de las proteinas Dnr de P. aeruginosa y DnrD de P. stutzeri,
respectivamente. Estos residuos se corresponden con un residuo de Glu en la posicion
58 de Crp de E. coli, descrito como integrante de la region activadora 3 (AR3) de esta
proteina (Busby y Ebright, 1999). Es posible, por tanto, que GIn-70 de NnrR de B.

japonicum intervenga en la actividad de la proteina.
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Igualmente, por homologia con la secuencia de Crp, el residuo Arg-115 de NnrR de
B. japonicum podria formar parte de la region activadora 2 (AR2) y el Glu-174 de la
region de reconocimiento del ADN.

Recientemente, se ha demostrado que Arg-80 e His-134 de Nnr de P. denitrificans,
residuos no conservados en otras proteinas del mismo grupo, podrian formar parte de la
region de la proteina que interacciona con la molécula sefial, concretamente el 6xido

nitrico (Lee et al. 2006).

Los experimentos de union de NnrR a los genes de la desnitrificacion avalan la
hipotesis sobre la existencia en B. japonicum de un doble circuito de regulacién por
oxidos de nitrégeno. Por un lado, el 6xido nitrico estaria implicado en la activacion de
los genes norCBQD a través de NnrR y, por otro, el nitrato lo estaria en la activacion de
los genes NapEDABC y nirK. Se desconoce si la accion del 6xido nitrico sobre NnrR es
directa o se efecttia a través de otra proteina intermediaria. Igualmente, la identidad de
la proteina responsable de la activacion de los genes nap y nir, es desconocida. En la
secuencia del genoma de B. japonicum (http://www.kazusa.or.jp/rhizobase) no se han
identificado proteina homologas a NarXL/QP o NarR, responsables en otros
desnitrificantes de la activacion de los genes que codifican la enzima nitrato reductasa
respiratoria.

De acuerdo con nuestros resultados, la actividad B-galactosidasa de la cepa mutante
nnrR se indujo en microaerobiosis y la adicion de nitrato no tuvo ninglin efecto
posterior (Tabla 3.1), lo que sugiere que NnrR también estd implicada en la activacion
de los genes nap. Sin embargo, el hecho de que NnrR no se una a las cajas de
anaerobiosis de los genes nap, como mostraron los experimentos de unidon
ADN:proteina mediante retardo en gel y calorimetria (Figuras 3.19 y 3.20), permite
descartar un control directo de NnrR sobre los genes nap.

Es posible que el efecto de NnrR sobre los genes nap se deba a que NnrR pudiera
funcionar como sensor de nitrato. No obstante, NnrR no tiene homologia con las
secuencias de otras proteinas sensoras de nitrato como NarXL/QP o NarR.

Finalmente, el control de la produccion y reduccion de 6xido nitrico debe estar muy
bien regulado para evitar su efecto citotoxico. Puesto que la cepa mutante nnrR acumula
oxido nitrico (Tabla 3.9), tanto la ausencia de actividad nitrato reductasa (Tabla 3.2),
como la disminucion de la expresion de NapA (Figura 3.3), pudiera explicarse por un

efecto toxico causado por el 6xido nitrico acumulado. Dado que los valores de actividad
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[-galactosidasa en la mutante nnrR son similares tanto cuando las células se incubaron
en presencia como en ausencia de nitrato, se puede afirmar que la presencia de nitrato
no disminuy6 la actividad B-galactosidasa a consecuencia del posible dafio citotdxico
originado por el 6xido nitrico. Estos resultados sugieren que el 6xido nitrico pueda
ejercer un efecto inhibitorio sobre la expresion de los genes NapEDABC en la mutante
nnrR.

Un esquema del modelo propuesto se muestra en la Figura 4.2.

NOs™, NO;” NO

R

Proteina
.
desconocida

S S MIS>

napEDABC nirK norCBQD

Figura 4.2. Regulacion por oOxidos de nitrogeno de los genes de la desnitrificacion en B.
japonicum. En linea discontinua se indica una accion indirecta del 6xido de nitrogeno sobre el
regulador correspondiente. El recuadro de color naranja indica la presencia de una caja de

anaerobiosis en el promotor de los genes.
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5. CONCLUSIONES

1. La activacion de la transcripcién en microaerobiosis de los genes napEDABC, que
codifican la enzima nitrato reductasa periplasmica de Bradyrhizobium japonicum, esta

controlada por el sistema regulador FixLJ/FixKy/NnrR.

2. La expresion de los genes de la desnitrificacion de Bradyrhizobium japonicum por
Oxidos de nitrdgeno se lleva a cabo mediante dos circuitos de regulacién. El nitrato
activa la transcripcion de los genes napEDABC y nirK, y el éxido nitrico es la molécula

sefial que induce los genes norCBQD.

3. La proteina recombinante NnrR de Bradyrhizobium japonicum se ha purificado a
homogeneidad electroforética. Se trata de un dimero en solucion, con masa molecular

de 25.731 daltons, y su estructura secundaria se mantiene integra tras la purificacion.
4. NnrR activa la transcripcion de los genes norCBQD de Bradyrhizobium japonicum,
posiblemente mediante su union a la caja de anaerobiosis de la region promotora de los

mMismos.

5. La union de NnrR al ADN que regula necesita condiciones limitantes de oxigeno,

pero no la presencia de 6xido nitrico.
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