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1. RESUMEN / SUMMARY

El nitrégeno (N) es un componente esencial de los seres vivos y el elemento mas
abundante en la atmdsfera (alrededor del 78%), sin embargo, el N biolégicamente
disponible es un factor limitante tanto para el crecimiento de los organismos vivos
como para la produccién de biomasa. Dentro del ciclo del N, la fijacién bioldgica del
nitréogeno molecular (N2) constituye el proceso mas importante de aporte de N a los
ecosistemas, mientras que la desnitrificacion es el proceso bioldgico mayormente

implicado en devolver Nz a la atmosfera.

La desnitrificacién consiste en una forma de respiracion que llevan a cabo
bacterias, arqueas y hongos bajo condiciones limitantes de oxigeno, en la cual tiene
lugar la reduccién de nitrato (NO3-) o nitrito (NO2-) hasta N2. Durante este proceso
se generan como intermediarios el 6xido nitrico (NO) y el 6xido nitroso (N20). EINO
es un gas citotoxico a altas concentraciones, aunque a bajas, actia como molécula
sefial. Por otro lado, el N20 es un potente gas de efecto invernadero. Tanto el NO
como el N20 juegan un papel negativo en la atmosfera, contribuyendo a la

destruccién de la capa de ozono.

El proceso de desnitrificaciéon consiste en cuatro reacciones enzimaticas
secuenciales catalizadas por las enzimas nitrato-, nitrito-, 6xido nitrico- y 6xido
nitroso reductasa, las cuales estan codificadas por los genes nar/nap, nir, nor y nos,
respectivamente (revisado en van Spanning et al, 2007; Kraft et al, 2011;
Richardson et al., 2011 y Torres et al., 2016). La desnitrificacién esta ampliamente
distribuida en el dominio Bacteria y 1a mayoria de los desnitrificantes se encuentran
en el filo Proteobacteria (Shapleigh, 2006). En ese filo se encuentra la a-
proteobacteria Gram-negativa, Bradyrhizobium diazoefficiens (Delamuta et al,
2013) que pertenece al orden Rhizobiales. Esta bacteria es capaz de establecer
simbiosis con plantas de soja, dando lugar a la formacién en sus raices de unas
estructuras especializadas, los nédulos, en cuyo interior tiene lugar el proceso de
fijacion de N2. En el nodulo, los rizobios invaden el citoplasma de las células
infectadas y alli se diferencian en bacteroides, los cuales reducen el N2 a amonio, por
accion de la enzima nitrogenasa. Ademas de fijar N2, B. diazoefficiens es capaz de
desnitrificar, tanto en vida libre como en simbiosis, mediante la accion secuencial de

las enzimas nitrato reductasa periplasmica (Nap), nitrito reductasa de Cu (NirK),
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6xido nitrico reductasa (cNor) y 6xido nitroso reductasa (Nos), codificadas por los
genes napEDABC, nirK, norCBQD, y nosRZDFYLX, respectivamente (revisado en
Bedmar et al., 2005, 2013).

En B. diazoefficiens existe una compleja red de regulacion formada por dos
cascadas interconectadas entre si, FixL]-FixK2-NnrR y RegSR-NifA, que controla la
expresion de genes implicados en el metabolismo microdxico de esta bacteria tanto
en vida libre como en simbiosis (revisado en Fernandez et al., 2016 y Torres et al.,
2016). La cascada de regulacion FixL]-FixKz-NnrR se activa a una concentraciéon
<5% 02, sefial que es detectada y transducida por el sistema de regulaciéon de dos
componentes FixL] que activa la transcripcion de fixK>. La proteina FixK2 juega un
papel clave en esta red de regulacidn, ya que no sélo constituye el nexo de unién con
la cascada RegSR-NifA, sino que estd implicada en la activacién de aproximadamente
300 genes necesarios para el metabolismo microdxico, anéxico y simbiotico de esta
bacteria (Mesa et al.,, 2008). Entre los genes regulados por FixKz se encuentra el
operon fixNOQP que codifica la oxidasa terminal cbbs de alta afinidad por oxigeno,
esencial para la respiracion microoxica del bacteroide, o genes que codifican otros
reguladores (p. ejem. rpoNj, fixK1y nnrR) (Mesa et al., 2008). El gen nnrR codifica la
proteina NnrR, un regulador transcripcional que induce la expresion de los genes de
la desnitrificacion en respuesta a 6xidos de nitrogeno (NOx) (Mesa et al., 2003;

Bueno et al,, 2017; Torres et al., 2017).

FixK2 y NnrR pertenecen a la familia de proteinas de tipo CRP/FNR, factores
transcripcionales bacterianos que responden a un amplio rango de sefales
intracelulares y medioambientales (revisado en Kérner et al., 2003). Estas proteinas
constan de 4 dominios funcionales: un dominio de unién a efector en la regiéon amino
terminal, una estructura de lamina-8 que se une a la ARN polimerasa, una hélice a
involucrada en la dimerizaciéon y un dominio de uniéon a ADN. Este dominio
interacciona con una secuencia conservada de ADN, la cual se localiza en la region
promotora de los genes regulados por estas proteinas. En el caso concreto de FixKz,
la secuencia de reconocimiento de ADN es un palindromo de 14 pares de bases

(TTGA/C-N6-T/GCAA; caja FixKz2) (Bonnet et al.,, 2013).

NnrR pertenece al clado NnrR que engloba a proteinas que modulan la

expresion de los genes nir y nor, con el objeto de mantener la concentracion de
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nitrito y NO por debajo de niveles citotoxicos (revisado en Kérner et al., 2003). Otro
subgrupo de proteinas CRP/FNR lo constituyen las de tipo DNR. Estudios
espectroscépicos de DNR de Pseudomonas aeruginosa revelaron que esta proteina
es capaz de unirse a NO como complejo DNR-hemo ferroso (Giardina et al., 2008).
También se ha demostrado un mecanismo similar para la proteina DnrF de la

bacteria marina Dinoroseobacter shibae (Ebert et al., 2017).

En la region promotora de los genes de la desnitrificacion y del gen nnrR de
B. diazoefficiens existe una secuencia palindromica similar a la caja FixKz, ala que a
priori, podrian unirse FixKz y/o NnrR. De hecho, la proteina FixK2 es capaz de activar
in vitro la transcripcion de los genes napEDABC y nirK, pero no la de los genes
norCBQD (Bueno et al., 2017). Por el contrario, mediante calorimetria isotérmica de
titulacién, se observé que NnrR purificada en condiciones 6xicas es capaz de
interaccionar con el palindromo presente en la regién promotora de los genes
norCBQD, exclusivamente cuando se aplicaron condiciones anoéxicas a los
experimentos (Bueno et al, 2017). Sin embargo, independientemente de las
condiciones experimentales, NnrR no interaccioné con las secuencias palindrémicas

presentes en las regiones 5’ de los genes napEDABC y nirK.

Resultados previos del Grupo de Investigacion del Metabolismo del
Nitrogeno (EEZ-CSIC, Granada) habian demostrado la implicaciéon de la proteina
NnrR en el control directo o indirecto de los genes napEDABC, nirK, norCBQD y
nosRZDFYLX (Mesa et al,, 2003; Robles et al., 2006; Bueno et al., 2017 y Torres et al.,
2017). Sin embargo, no se conocian otros genes implicados en el proceso de
desnitrificacion bajo el control de la proteina NnrR. En esta Tesis Doctoral se han
identificado mas de 170 genes simultianeamente inducidos en condiciones
desnitrificantes y bajo el control positivo de NnrR. Entre ellos, se identificé el gen
cycA, que codifica el citocromo soluble csso, previamente descrito como donador de
electrones intermediario entre el complejo de membrana bc1 y la NirK. En este
trabajo, se ha podido demostrar también la implicacién de CycA en la actividad de la
enzima 6xido nitroso reductasa (Nos). Cuando se profundizd en la regulacion del
gen cycA, ademas del control por NnrR, se observo un control por la proteina FixK>
en condiciones de anoxia con nitrato, tanto a nivel transcripcional como

traduccional. Es mas, en ensayos de transcripcidn in vitro se pudo demostrar que la
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activacion de la transcripcion del gen cycA estd controlada de forma directa por
FixKz. Igualmente, en este trabajo se han identificado nnrR y nnrS, un gen localizado

de forma divergente a nnrR, como dianas directas de FixKa.

En el regulén de NnrR también se han identificado los genes nosRZDFYLX de
cuya regulaciéon se conoce muy poco. Los resultados obtenidos en esta Tesis
Doctoral indicaron que estos genes constituyen una unidad transcripcional unica,
cuya expresion depende principalmente del promotor presente en la regiéon 5’ del
gen nosR, donde se identificaron dos inicios de la trascripcion, TSS1y TSS2a 84y 57
nt del ATG, respectivamente. Como se ha comentado anteriormente, en la regién
promotora de los genes nosRZDFYLX existe una secuencia palindrémica imperfecta
que es parecida a la caja consenso de FixKz. Estudios de actividad (3-galactosidasa de
una fusion transcripcional nosR-lacZ 'y de expresién y actividad de la enzima Nos han
demostrado que las condiciones limitantes de oxigeno constituyen la principal sefial
que induce la expresién de estos genes, siendo la proteina FixKz la que controla y

activa directamente la transcripcion del operén nosRZDFYLX in vitro.

La caracterizacion bioinformatica de la proteina NnrR en base a su secuencia
aminoacidica y a la estructura resuelta de DNR de P. aeruginosa han permitido
predecir una estructura secundaria, terciaria y cuaternaria que revela la presencia
de los cuatro dominios tipicos de las proteinas CRP/FNR, ademds de una cavidad
hidrofébica en la parte amino terminal, constituida por varios residuos de histidina

que podrian actuar como ligandos de un posible cofactor.

Estudios in vivo llevados a cabo con el objeto de profundizar en el mecanismo
molecular de NnrR revelaron que el NO es la molécula sefal para la maxima
induccién de los genes norCBQD, ya que sus niveles de expresiéon disminuyeron
considerablemente cuando se cultivaron las células en presencia de un secuestrador
de NO. Ademas, NnrR es capaz de regular a los genes norCBQD en respuesta a NO de
manera independiente a FixK2 de acuerdo a los resultados obtenidos en estudios de
complementacion de las cepas mutantes nnrR y fixKz con el gen nnrR expresado in

trans de forma constitutiva.

Para demostrar la posible implicaciéon del hemo como cofactor de NnrR, se

realizaron estudios de expresion de una fusiéon norC-lacZ en una cepa mutante
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hemNz, la cual estid afectada en la sintesis de hemo. Los datos de actividad -
galactosidasa indicaron la dependencia de hemo para la induccién por NO de los

genes norCBQD, lo cual sugiere que el hemo es un posible cofactor de NnrR.

La implicaciéon del hemo como cofactor de NnrR también se estudié en
ensayos in vitro. En primer lugar, se realizé una titulacién de proteina NnrR
recombinante con una solucion de hemina en condiciones andxicas, cuyos
resultados proponen una unién entre NnrR y hemo con una estequiometria 1:1
(monémero NnrR:hemo). Ademadas, el espectro UV-Vis de proteina NnrR
reconstituida con hemo mostré un pico a 411 nm para la forma férrica y a 425 nm
para el derivado reducido (ferroso), datos compatibles con las propiedades
espectroscépicas de una unién NnrR-hemo. El complejo NnrR-hemo ferroso
reaccioné con NO en condiciones anoxicas dando lugar al cambio del pico de 425 nm
por 389 nm. De acuerdo con estos resultados, se puede proponer que el hemo es el

cofactor mas probable de NnrR que interviene en el mecanismo de deteccién de NO.

Finalmente, en esta Tesis se han identificado los determinantes moleculares
de la interaccién discriminatoria de las proteinas FixKz y NnrR con sus secuencias
de reconocimiento (caja FixKz, caja NnrR). El intercambio de una timina por una
adenina en posicion 11 de la caja FixKz presente en el promotor de los genes fixNOQP
disminuy9, tanto la capacidad de interaccion de FixKz con esta caja como la de
activacion de la transcripcion de dichos genes in vitro e in vivo. Sin embargo, el
intercambio inverso (timina en lugar de adenina) del nucleétido 11 en la caja NnrR
presente en el promotor de los genes norCBQD resultd, a diferencia de lo observado
con la caja NnrR genuina, en una interaccidn efectiva de la proteina FixKz con esta
caja. Asi mismo, dicha mutacién permitio la activaciéon de los genes norCBQD por
FixKz y la induccion de su expresion en condiciones de limitacidon de oxigeno en
ausencia de nitrato. Teniendo en cuenta que NnrR es capaz de unirse directamente
a la caja genuina NnrR presente en el promotor de los genes norCBQD, se considera
el nucleétido 11 un factor clave en la discriminacidn entre la interaccion de FixKz y

NnrR con ADN.

En conjunto, los resultados de esta Tesis Doctoral contribuyen a aumentar el
conocimiento relacionado con la regulacion de la desnitrificacion en B.

diazoefficiens, rizobio modelo para el estudio de dicho proceso. Concretamente, se
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ha avanzado en el mecanismo molecular implicado en el control de la

desnitrificacion mediado por las proteinas FixKz y NnrR.

Summary

Nitrogen (N) is an essential component of living organisms and the most abundant
element in the atmosphere (around 78%); however, biologically available N is a
limiting factor for both, growth of living organisms as for biomass production.
Within the N cycle, biological nitrogen (N2) fixation is the most important process of
N contribution to ecosystems, while denitrification is the biological process mostly
involved in returning N2 to the atmosphere.

Denitrification is an alternative form of respiration carried out by bacteria,
archaea and fungi under oxygen-limiting conditions, in which nitrate (NO3-) or
nitrite (NO27) is reduced to N2. During this process, nitric oxide (NO) and nitrous
oxide (N20) are generated as intermediates. NO is a cytotoxic gas at high
concentrations, although at low, it acts as a signal molecule. Besides, N20 is a potent
greenhouse gas. Both NO and N20 play a negative role in the atmosphere,
contributing to the ozone layer depletion.

The denitrification process consists of four sequential enzymatic reactions
catalyzed by the enzymes nitrate-, nitrite-, nitric oxide- and nitrous oxide reductase,
which are encoded by nar/nap, nir, nor and nos genes, respectively (reviewed in van
Spanning et al, 2007; Kraft et al., 2011; Richardson et al., 2011; Torres et al., 2016).
Denitrification is widely distributed in the domain Bacteria and most denitrifiers are
found in the phylum Proteobacteria (Shapleigh, 2006). Within this phylum is the
Gram-negative o-proteobacteria Bradyrhizobium diazoefficiens (Delamuta et al.,
2013) that belongs to the order Rhizobiales. This bacterium is also able to establish
a symbiotic interaction with soybeans, leading to the formation of plant root nodules
where N2 fixation takes place. In the nodule, rhizobia invade the cytoplasm of the
infected cells and they differentiate into bacteroids, which reduce N2 to ammonium,
by the nitrogenase enzyme. In addition to fixing N2, B. diazoefficiens is able to
denitrify, both in free-living and symbiotic conditions, through the sequential action
of the periplasmic nitrate reductase (Nap), Cu-type nitrite reductase (NirK), nitric

oxide reductase (cNor) and nitrous oxide reductase (Nos) enzymes encoded by the
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napEDABC, nirK, norCBQD, and nosRZDFYLX genes, respectively (reviewed in
Bedmar et al., 2005, 2013).

In B. diazoefficiens a complex regulatory network comprised by two linked
coordinated cascades, FixL]-FixK2-NnrR and RegSR-NifA, controls the expression of
genes involved in the microooxic metabolism in this bacterium both in free-living
and symbiotic conditions (reviewed in Fernandez et al., 2016; Torres et al., 2016).
The FixL]J-FixK2-NnrR cascade is activated at a concentration <5% 02, which is
detected and transduced by the two-component regulatory system FixL] that
activates the transcription of fixK2. The FixKz protein plays a key role in this
regulatory network, since it constitutes the link with the RegSR-NifA cascade, and is
also involved in the activation of around 300 genes necessary for the microoxic,
anoxic and symbiotic metabolism of this bacterium (Mesa et al., 2008). Among the
genes regulated by FixK: are the fixNOQP operon that encodes the high-affinity
terminal oxidase cbbs, essential for microoxic bacteroidal respiration inside root
nodules, or regulatory genes (eg rpoNj, fixK: and nnrR) (Mesa et al,, 2008). The nnrR
gene encodes the NnrR protein, a transcriptional regulator that induces the
expression of denitrification genes in response to nitrogen oxides (NOx) (Mesa et al,,
2003; Bueno et al.,, 2017; Torres et al., 2017).

FixK2 and NnrR belong to the CRP/FNR-type protein family, bacterial
transcriptional factors that respond to a wide range of intracellular and
environmental stimuli (reviewed by Kérner et al., 2003). These proteins consist of
4 functional domains: an effector binding domain in the amino-terminal region, a 3-
sheet structure that interacts with the RNA polymerase, an a-helix involved in
dimerization and a C-terminal DNA binding domain. This domain interacts with a
conserved DNA sequence, which is located in the promoter region of regulated
genes. In the case of FixKz, the DNA recognition sequence is an imperfect 14-base
pairs palindrome (TTGA/C-Ns-T/GCAA, FixK2 box) (Bonnet et al., 2013).

NnrR belongs to the NnrR clade that comprises proteins that modulate the
expression of the nir and nor genes, in order to keep nitrite and NO concentration
below cytotoxic levels (reviewed in Korner et al,, 2003). Another CRP/FNR-type
protein subgroup is the DNR-type regulators. Spectroscopic studies of Pseudomonas
aeruginosa DNR revealed that this protein is able to bind NO as a DNR-ferrous heme

complex (Giardina et al., 2008). A similar mechanism has also been demonstrated
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for the DnrF protein of the marine bacterium Dinoroseobacter shibae (Ebert et al.,
2017).

In the promoter region of the denitrification genes and nnrR gene of B.
diazoefficiens, there is a palindromic sequence similar to the FixKz box to which, both
FixK2 and NnrR could bind. In fact, FixK2 is able to activate in vitro transcription of
the napEDABC and nirK genes, but not of the norCBQD genes (Bueno etal., 2017). By
contrast, by isothermal titration calorimetry, oxically NnrR purified was able to
interact with the palindrome present at the norCBQD genes promoter, exclusively
when anoxic conditions were applied to the experiments (Bueno et al, 2017).
However, independently of the experimental conditions, NnrR did not interact with
the palindromic sequences present within the 5' regions of the napEDABC and nirK
genes.

The Nitrogen Metabolism Research Group (EEZ-CSIC, Granada) has
previously shown the involvement of NnrR in the direct or indirect control of
napEDABC, nirK, norCBQD and nosRZDFYLX genes (Mesa et al,, 2003; Robles et al,,
2006; Bueno etal.,, 2017 and Torres etal., 2017). However, the identification of other
genes under NnrR control involved in the denitrification process has not yet been
unraveled. In this Doctoral Thesis, we found that more than 170 genes were
simultaneously induced by denitrifying conditions and under the positive control of
NnrR. Among them, we identified cycA which codes for the soluble cytochrome csso,
previously described as an intermediate electron donor between the membrane
complex bc1 and NirK. In this work, it was also demonstrated the involvement of
CycA in the activity of the nitrous oxide reductase (Nos) enzyme. Apart from NnrR
control, expression of cycA is also regulated by FixKz under denitrifying conditions,
both at transcription and protein levels. Moreover, in vitro transcription assays
demonstrated that cycA is directly activated by FixKz. These assays also allowed to
identify nnrR and its divergently oriented gene nnrS as direct targets for FixKo.

The nosRZDFYLX gene cluster encoding the Nos, was also identified as a
member of the NnrR regulon. These genes constitute a single transcriptional unit,
whose expression mainly depends on a promoter present in the 5' region of the nosR
gene, where two transcription start sites, TSS1 and TSS:2 located respectively at 84
and 57 nucleotides upstream of the putative ATG were identified. In line with

previous results, the nosR promoter harbours an imperfect palindromic sequence
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with similarity to the consensus FixKz box. 3-galactosidase activity from a nosR-lacZ
transcriptional fusion and Nos expression and activity showed that oxygen-limiting
conditions (microoxia) is the main signal that induces the expression of nosRZDFYLX
genes, being FixKz the main regulator involved in such control. Further, purified
FixKz directly activated the transcription of the nosRZDFYLX operon in vitro.

Bioinformatics characterization of NnrR based on its primary sequence and
the P. aeruginosa DNR structure allowed us to make predictions of its secondary,
tertiary and quaternary structure. These models revealed, apart from the four
typical domains of the CRP/FNR proteins, an N-terminal hydrophobic cavity
constituted by several histidine residues that could act as ligands of a possible
cofactor.

In order to investigate the molecular mechanism of NnrR we carried out in
vivo studies that revealed that NO is the signal molecule for the maximum induction
of the norCBQD genes, since their expression levels decreased considerably when
the cells were cultured in the presence of an NO scavenger. In addition, we
demonstrated that NnrR is able to regulate the norCBQD genes in response to NO
independently of FixKz based on experiments performed with nnrR and fixK> mutant
strains complemented in trans with a constitutively expressed nnrR gene.

The putative involvement of heme as a cofactor for NnrR in vivo was
addressed by analyzing the expression of a norC-lacZ fusion in a hemN2 mutant
strain, which is affected in heme biosynthesis. -galactosidase activity values
pointed out a heme-dependent induction in response to NO of the norCBQD genes,
suggesting that heme could be the cofactor for NnrR. This inference was also studied
in vitro. Firstly, a titration of recombinant NnrR with a solution of hemin was carried
out under anoxic conditions. These experiments showed that NnrR binds heme with
a 1:1 stoichiometry (monomer NnrR:heme). Secondly, the UV-Vis spectrum of heme-
reconstituted NnrR protein showed a peak at 411 nm for the ferric form and a peak
at 425 nm for the reduced (ferrous) derivative, which is compatible with the
spectroscopic properties of a NnrR-heme complex. Further, the ferrous NnrR-heme
complex reacted with NO under anoxic conditions, resulting in a change of the peak
from 425 nm to 389 nm. Taking together, we propose that heme is likely the cofactor

for NnrR-mediated NO sensing mechanism in B. diazoefficiens.

19



Resumen / Summary

In the last section of this Thesis, we studied the molecular determinants for
the discriminatory interaction of the FixK2 and NnrR proteins with their cognate
recognition sequences (FixKz box, NnrR box). The exchange of a T for an A at
position eleven within the FixKz box at the fixNOQP promoter impaired both FixKa-
DNA interaction ability and in vitro and in vivo activation mediated by FixK2 of the
fixNOQP genes. Conversely, in the NnrR box at the norCBQD promoter, the exchange
of an A for a T at position eleven resulted in an effective FixK2-NnrR box interaction,
unlike to that observed with the genuine NnrR box. Likewise, this T versus A
exchange within the NnrR box allowed FixKz-mediated activation in vitro of the
norCBQD genes and induction of their expression under microoxic conditions in the
absence of nitrate. Considering that NnrR is capable to bind the genuine NnrR box,
the nucleotide eleven is considered the most prominent discriminatory determinant
for FixKz and NnrR interaction with their target DNA.

Altogether, the results of this Doctoral Thesis contribute to expand the
understanding of the regulation of denitrification in B. diazoefficiens, the model to
study this process in rhizobial species. A special focus was made on the molecular

mechanism unraveling the control of denitrification mediated by FixK2 and NnrR.
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2. INTRODUCCION

2.1. Ciclo del nitrégeno

El nitrégeno (N) es el elemento mas abundante en la atmésfera y componente
esencial de proteinas, acidos nucleicos y numerosos cofactores. Esta presente en el
medio ambiente en diferentes estados de oxidaciéon y en una amplia variedad de
compuestos quimicos, como son: amonio (NHa4*), hidroxilamida (NH20H), nitrato
(NOs3°), nitrito (NO2), 6xido nitrico (NO), 6xido nitroso (N20) y nitrégeno molecular
(N2) (Richardson y Watmough, 1999). El crecimiento de todos los organismos
depende de la disponibilidad de nitrégeno, y la ausencia de nitrégeno
biologicamente disponible es a menudo un factor limitante para el crecimiento y la

produccion de biomasa.

La mayor reserva de nitrogeno de la tierra es la atmdsfera, donde
aproximadamente el 78% es N2, sin embargo, no puede ser usado por la mayoria de
los organismos ya que el tripe enlace existente entre los dos &tomos de N hace a la
molécula practicamente inerte. Sin embargo, el N2 atmosférico se puede convertir
en nitrégeno biolégicamente disponible siendo los microorganismos los
principalmente implicados en este proceso, los cuales también participan en los
demas procesos que constituyen el ciclo del nitrégeno (revisado por Martinez-
Espinosaetal,, 2011). La interconversion de las diferentes especies de nitrogeno, en
sus diferentes estados oxidados y reducidos, constituye el ciclo biogeoquimico del
nitrogeno (N) (Figura 2.1), que representa uno de los mas importantes ciclos
presente en los ecosistemas terrestres (Martinez-Espinosa et al., 2011). Sin
embargo, las actividades humanas, como es el uso de fertilizantes nitrogenados en
la agricultura, las combustiones del petroéleo, la gestion de aguas residuales y los
procesos industriales provocan el desequilibrio del ciclo del N lo que da lugar a un

importante impacto medioambiental (Canfield et al., 2010).

Las reacciones que constituyen el ciclo del N pueden ser de caracter
asimilativo o estar implicadas en rutas respiratorias para la conservacion de
energia. Las reacciones asimilativas incluyen, fijacion de nitrégeno (conversion de
N2 a amonio, tanto en condiciones de vida libre como simbio6ticas) (Newton, 2007)

y asimilacién de nitrato (reduccion de nitrato a amonio) (Figura 2.1; Moreno-Vivian
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y Flores, 2007). Ambas rutas producen amonio que es incorporado a los esqueletos

carbonados para el crecimiento de los organismos.

La fijacion biologica de N2 atmosférico es el proceso mas importante de
entrada de N en los ecosistemas, constituyendo el 60% del total. Es llevada a cabo
por microrganismos diazotrofos, tanto bacterias como arqueas, los cuales poseen la
enzima nitrogenasa, cuya actividad tiene lugar en ausencia de oxigeno y requiere
elevadas cantidades de energia (Newton, 2007). La invencién del proceso Haber-
Bosch ha aumentado la presencia de nitrégeno (N) en los suelos agricolas debido a
la aplicacién de fertilizantes nitrogenados sintéticos en la denominada "revolucién

verde".

A parte de la reduccién de nitrato a amonio, existen otros procesos de
oxidacién como es el caso de la nitrificacién que consiste en la oxidacién del amonio
(NH4) a nitrito (NO2’) y de NOz2- a nitrato (NO3-) (Figura 2.1). Durante décadas, se
penso que la oxidacién de NH4y NOz- era llevada a cabo por separado por bacterias
o arqueas oxidantes de NH4 (BOAy AOA), y por bacterias oxidantes de nitrito (BON).
Sim embargo, estudios recientes han demostrado la existencia de oxidantes
completos de NH4 a NOs3- (comammox) (Figura 2.1) en el género Nitrospira (Kits et
al., 2017). Otro proceso de oxidacién de amonio es el que ocurre en condiciones

anaeroObicas que consiste en la oxidacién anaerdbica del amonio (anamox) que

Desnitrificaciéon

Reduccién asim.
de nitrito
(DNRA)

Nitrificacion
(Comammox)

Figura 2.1. [lustracién esquematica del ciclo biogeoquimico del nitrégeno. Adaptada
de Daims et al, 2016. asim., asimilatoria, disam., desasimilatoria. DNRA, reduccion
desasimilativa de nitrito a amonio. Anammox, oxidacién anaerdbica del amonio.
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produce N2 por reduccién de nitrito. (Figura 2.1; Strous et al., 1999 y Jetten et al.,
2009). El amonio es incorporado al ciclo del N por la fertilizacién directa o por el
proceso de amonificaciéon que llevan a cabo los microorganismos del suelo los cuales
convierten compuestos nitrogenados organicos en amonio. Por ultimo, en
condiciones limitantes de oxigeno también tiene lugar la reduccién de nitrato a N2 u
otros gases intermediarios como son el 6xido nitrico (NO) y éxido nitroso (N20) en

el proceso de desnitrificacidn (ver apartado 2.1.2; Figura 2.1; Zumft, 1997).

2.1.1. Fijacion simbidtica de nitrégeno

La fijacién simbidtica del N2 (FSN) constituye uno de los procesos biolégicos mas
importantes de entrada a la biosfera de nitrégeno biodisponible, ya que inyecta
aproximadamente 122 Tg de nitrégeno cada afio, de las cuales 50-70 millones de
toneladas provienen de los sistemas agricolas (Herridge et al., 2008). Esa entrada de
N a los ecosistemas agricolas disminuye la necesidad de aporte de fertilizantes
nitrogenados sintéticos, favoreciendo asi el equilibrio natural del ciclo del nitrégeno
y contribuyendo al desarrollo de una agricultura sostenible y respetuosa con el
medio ambiente. En la FSN, la reducciéon de N2 a amonio ocurre en el interior de unas
estructuras especializadas existentes en las raices de las leguminosas (a veces
también en los tallos), llamadas n6dulos. La formacion de los nédulos es el resultado
de una compleja interaccién entre la planta hospedadora y la bacteria (revisado por
Poole et al, 2018). Una de las interacciones planta-microorganismo mejor
estudiadas que llevan a cabo la FSN es la simbiosis entre rizobios y leguminosas.
Filogenéticamente los rizobios se clasifican dentro de los grupos de a y -
proteobacterias, y engloban a géneros como: Rhizobium, Bradyrhizobium,
Sinorhizobium y Mesorhizobium. Sin embargo, también existen otras relaciones
simbidticas que contribuyen, aunque en muy bajo porcentaje, a la fijacion de
nitrégeno a los ecosistemas, como es el caso de las asociaciones entre plantas no
leguminosas con bacterias del género Frankia, o con cianobacterias (Herridge et al.,
2008). Dentro de las leguminosas se incluyen una gran diversidad de especies muy
importantes para la nutricion humana y animal, como: alubias, lentejas, cacahuetes,
alfalfa, trébol, guisante y soja. Los cultivos de soja son de los mas extendidos

globalmente y la leguminosa mas cultivada actualmente, contribuyendo su cultivo a
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la fijacién del 77% del N2 total fijado en suelo agricola y el 11% del fijado
biol6gicamente en el planeta (Herridge et al., 2008).

Para el establecimiento de la simbiosis rizobio-leguminosa, las bacterias
deben competir por la infeccién de las raices de las plantas e iniciar un dialogo de
sefializacion con la leguminosa hospedadora que permita la formacion del nédulo.
La forma mas comun de infeccion implica la entrada del rizobio a través de un pelo
radicular, dando lugar a un cordén de infeccion, el cual le permite establecerse en la
planta. Los rizobios invaden el citoplasma de las células infectadas y alli se
diferencian en bacteroides que se rodean de una membrana derivada de la planta y
forman el simbiosoma. En esta simbiosis, la célula vegetal proporciona carbono y
energia en forma de acidos dicarboxilicos a los bacteroides, los cuales reducen el N2
a amonio, por accién de la enzima nitrogenasa, que lo utiliza la planta para sintetizar
aminodacidos (ver revisiones Udvardi y Poole, 2013; Sulieman y Tran, 2014 y Poole

etal., 2018).

La nitrogenasa es una compleja metaloenzima que contiene grupos Fe-S 'y

lleva a cabo la siguiente reaccion:
Nz + 8e- + 8H* + 16MgATP > 2NHs + H2+ 16MgADP + 16Pi

Existen tres tipos de nitrogenasas, que principalmente se diferencian en la
presencia o ausencia de un heterometal en su centro activo [Molibdeno (Mo) o
Vanadio (V)]. Las Mo-dependientes (Nif) son las mas comunes mientras que las V-
dependientes (Vnf) o independientes de metal, también llamadas Fe-dependientes,
son a menudo nitrogenasas alternativas (revisado por Mus et al., 2019). Las Nif son
las que se encuentran en los rizobios y son las mejores caracterizadas. Consisten en
dos componentes proteicos separados, denominados MoFe-proteina. Un
componente es el heterotetramero NifDK que recibe los electrones desde la Fe-
proteina, la cual es un homodimero formado por NifH (revisado por Eady et al.,

2016).

Los grupos Fe-S de la nitrogenasa la convierten en una enzima con una alta
sensibilidad a 02, inactivdndose a concentraciones superiores a 30 nM, una
concentracion de Oz muy por debajo de la atmosférica (250 puM). Es por ello clave la

proteccion de la nitrogenasa frente al oxigeno, y para ello se han desarrollado tres
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mecanismos en los nédulos de las leguminosas. Por un lado, la existencia en el cértex
del n6dulo de una barrera de resistencia a la difusién de Oz, la cual es variable
modificando su grosor dependiendo de las condiciones ambientales y estd formada
por una o varias capas de células cuyos espacios intercelulares estan rellenos de
glicoproteinas (revisado por Minchin et al., 2008). El poco oxigeno que atraviesa la
barrera de difusién es capturado y transportado hacia los bacteroides por la
leghemoglobina (Lb), proteina monomérica con alta afinidad por Oz que contienen
un grupo hemo, gracias al cual captan una molécula de Oz (Downie, 2005). El tercer
mecanismo es la sintesis en los bacteroides de la oxidasa terminal chbs con alta
afinidad por Oz, que esta codificada por los genes fixNOQP del bacteroide y permite
la respiracion microaerébica durante la fijacion de Nz, generando asi la energia

necesaria para la actividad de la nitrogenasa (Delgado et al., 1989).

Bradyrhizobium diazoefficiens, es una a-proteobacteria del suelo capaz de
vivir tanto en vida libre como en simbiosis con leguminosas, principalmente Glicine
max (soja), aunque también puede nodular a Cajanus cajan (guandud) (Alaswad et al.,
2019), Macroptilium atropurpureum (siratro), Vigna unguiculata (caupi) y Vigna
radiata (soja verde) (Gottfert et al., 1990). B. diazoefficiens, es el rizobio mas
utilizado actualmente como bioinoculante comercial para cultivos de soja (Barros-
Carvalho et al, 2019). Ademas, ha sido ampliamente estudiado como sistema
modelo en el estudio de la biologia molecular, fisiologia y ecologia de rizobios. El
genoma de B. diazoefficiens USDA 110 [designada hasta 2013 como B. japonicum
USDA110 (Delamuta et al., 2013)] consta de un tUnico cromosoma circular de 9,1
millones de pares de bases de longitud, no posee plasmidos, aunque presenta una
region de 410 kb donde se concentran genes relacionados con la fijacion bioldgica
del N2, denominada isla simbidtica (Kaneko et al.,, 2002). Es destacable, que los
estudios mas recientes sobre perfiles génicos y gendmicos de B. diazoefficiens se han
realizado sobre una cepa derivada de USDA 110, con resistencia espontdnea a
espectinomicina, B. diazoefficiens 110spc4 (Regensburger y Hennecke, 1983). El
genoma de este derivado ha sido recientemente secuenciado, lo que ha revelado una
delecion de 202 kb conteniendo 223 genes, comparado con el genoma de la cepa
USDA 110. Sin embargo, la cepa delecionada no mostré cambios fenotipicos
significativos durante la simbiosis con varias plantas hospedadoras (Fernandez et

al, 2019).
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2.1.2. Desnitrificacion

El nitrégeno es introducido en la biosfera por la fijacién biolégica y quimica de
nitrogeno molecular (N2) y devuelto a la atmdsfera, principalmente por el proceso
de la desnitrificacion, siendo este el mayor proceso bioldgico a través del cual las
formas de nitrégeno oxidadas se convierten en N2. La reduccion del NO3- o NOz" a
formas nitrogenadas no utiles para los cultivos como N20, NO o Nz, representa un
problema en la agricultura porque contribuye a disminuir la efectividad de los
fertilizantes quimicos. No obstante, esta eliminacidn de nitrato y nitrito es vital en
el tratamiento de aguas residuales y contaminadas, ya que la presencia de estos
compuestos nitrogenados en los ecosistemas acudticos provoca problemas de
proliferacion de algas como la eutrofizacion. E1 NO que se genera como
intermediario durante este proceso es un gas citotoxico a altas concentraciones
(micromoles), aunque a bajas concentraciones (nanomoles) actiia como molécula
sefial que desencadena la activacién de genes especificos en bacterias, plantas y
animales, ademas de participar en mecanismos de defensa frente a patégenos en
eucariotas (Toledo y Augusto, 2012). EI NO juega ademas un papel importante en la
atmdsfera al influir en la destruccién del ozono y, por lo tanto, en la capacidad
oxidante de la atmdsfera. Ademas, contribuye por sus productos de oxidacién a la
formacidn de lluvia acida. EI N20 es un potente gas de efecto invernadero (GEI) y
una de las principales causas del agotamiento de la capa de 0zono con una vida util
en la atmosfera de 114 afios y un potencial de calentamiento 300 veces mayor en
comparacién con el del CO2 debido a su capacidad radiativa (Panel

Intergubernamental sobre Cambio Climatico, IPCC, 2014).

Los procariotas, principalmente eubacterias, son los Ginicos capaces de usar
oxidos de nitrogeno solubles, como son el nitrato (NO3-) y el nitrito (NO2") como
aceptores finales de electrones en presencia de bajo oxigeno. Por lo tanto, se
entiende como desnitrificacion a una forma de respiraciéon bacteriana en
condiciones limitantes de oxigeno, donde se lleva a cabo la reduccién
desasimilatoria de nitrato o nitrito a nitrégeno molecular, generando como
intermediarios 6xido nitrico (NO) y 6xido nitroso (N20) (Figura 2.2) (Zumft, 1997).
La reduccién secuencial de los diferentes 6xidos de nitrégeno tiene lugar entre el

periplasma y el citoplasma bacteriano. El transporte electrénico a las enzimas
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implicadas en el proceso da lugar a la generacién de una fuerza protén motriz en la
membrana de la célula, que desencadena la sintesis de ATP, lo que permite la
supervivencia y el crecimiento de la bacteria en condiciones microaerébicas y
anaerdbicas (revisado por Zumft, 1997; van Spanning et al., 2007; Richardson, 2011;
Kraft etal.,, 2011; Torres et al., 2016).

La distribucion de la desnitrificacion entre los procariotas no sigue un patrén
definido, pero se encuentra extendida por todo el dominio Bacteria, siendo
dominante dentro del phylum Proteobacteria (Shapleigh, 2006). Sin embargo, se ha
evidenciado que algunas arqueas (Treusch et al.,, 2005) y hongos (Takaya, 2002,
Prendergast-Miller et al., 2011) también desnitrifican. La mayoria de los estudios
sobre desnitrificacién se han centrado en bacterias Gram-negativas que ocupan
nichos terrestres, usando la a-proteobacteria Paracoccus denitrificans y las vy-
proteobacterias Pseudomonas aeruginosa y stutzeri como organismos modelos
(revisado por Zumft, 1997; van Spanning et al.,, 2007; Richardson, 2011; Kraft et al,,
2011; Torres et al., 2016).

La desnitrificacién requiere cuatro reacciones enzimaticas independientes
para llevar a cabo la reduccién completa de NOs3- a N2, catalizadas por las enzimas
nitrato reductasa periplasmica (Nap) o de membrana (Nar), nitrito reductasa (NirK
o NirS), 6xido nitrico reductasa (cNor, qNor o CuaNor) y 6xido nitroso reductasa
(Nos), que estan codificadas por los genes nap/nar, nirK/nirS, nor y nos,

respectivamente (Figura 2.2).

Nitrato Oxido nitrico Oxido nitroso
reductasa reductasa reductasa
NO; NO," NO N,O N,
nap/nar nor nos

Figura 2.2. Secuencia de etapas enzimaticas que constituyen el proceso de
desnitrificaciéon. Compuestos, enzimas y genes implicados en el proceso.

Las nitrato reductasas catalizan la reduccién de NO3- a NO2" y todas ellas
pertenecen a la familia de las molibdopterinas oxidoreductasas. Existen tres tipos
de NOs reductasas diferentes en bacterias desnitrificantes: la nitrato reductasa
citoplasmica asimilativa (Nas), la nitrato reductasa respiratoria de membrana (Nar)

y la nitrato periplasmica desasimilativa (Nap). Respecto a Nap, esta se emplea con

29



Introduccion

fines respiratorios para promover la desnitrificacién o como sumidero de electrones
en la disipacion del exceso de poder reductor para mantener el balance redox. Estas
enzimas han sido estudiadas a nivel bioquimico y molecular, y reciben los electrones
del pool de ubiquinonas (revisado por Gonzalez et al., 2006; Potter et al., 2001;
Richardson, 2011; Richardson et al., 2007; Kraft et al., 2011; Simon y Klotz, 2013,
Gonzalez et al.,, 2017).

La Nar es un complejo enzimatico trimérico (NarGHI) de membrana,
ampliamente estudiado en Escherichia coli y se expresa Unicamente en condiciones
de limitacion de oxigeno. La subunidad NarG posee 140 kDa, se orienta hacia el
citoplasma y contiene en el sitio activo un cofactor de molibdeno o factor Mo-bis-
MGD, en el cual un atomo de molibdeno estd unido a un dinucledtido de
molibdenopterina guanina. Narl es la subunidad que ancla la enzima a la membrana,
recibe electrones del pool de quinonas que se encuentra en la membrana. Los
electrones son transferidos via dos hemos b a NarH, la subunidad de 60 kDa que une
Narl con NarG (Blasco et al, 1990). A través de NarH, los electrones son
transportados via 4 grupos Fe-S. NarG también contiene un grupo Fe-S que recibe
electrones desde NarH y los transfiere al sitio activo de la enzima. (Figura 2.3).
NarGHI es codificada por los genes narK1K2GHI], los cuales también son
responsables de la sintesis de Nar], una proteina de 26,5 kDa, implicada en la
maduracion del complejo. Estudios recientes han demostrado en P. denitrificans,
que Nar] sirve no s6lo como chaperona de la Nar, sino también de la nitrato
reductasa asimilativa (NasC) (Pinchbeck et al., 2019). Los genes narK1KZ2 codifican
para transportadores transmembrana que pertenecen a la superfamilia facilitadora
principal (MFS) de proteinas, formando una subfamilia distinta conocida como
NarK. NarKi es un simportador NOs3/H* y NarK2 un antiportador NO3-/NO2z-
(Goddard et al.,, 2008). Recientemente, se ha demostrado mediante ensayos de
complementacion en P. denitrificans que el dominio similar a NarKi de una proteina
fusionada NarK1-NarK2 funciona basicamente como transportador de nitrato,
mientras que el dominio similar a NarK2 estd mdas especializado en antiporte

nitrato/nitrito (Goddard et al., 2017).

El operon narKGHIJ se encuentra conservado en distintas especies, como es

el caso de, P. denitrificans (Berks et al., 1995), Pseudomonas fluorescens (Philippot et
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al., 1997), P. stutzeri (Hartig et al., 1999) y Bacillus subtilis (Hoffmann et al., 1995).
Organizaciones similares se han descrito para las nitrato reductasas respiratorias
de Thermus thermophilus (Ramirez-Arcos et al., 1998), Mycobacterium tuberculosis,
Streptomyces coelicolor y Staphylococcus carnosus (Philippot y Hgjberg, 1999) . En
T. thermophilus, 1a secuencia del operén narCGHJIKT incluye narC que codifica un
citocromo ¢ que es responsable de transferir los electrones hacia las enzimas
desnitrificantes Nir, Nor y Nos (Cava et al., 2008). Los genes narK y narT codifican
transportadores tipo MFS de las familias NarK1 y NarK2 (Ramirez et al., 2000). El
analisis de los genomas de algunas cepas denitrificantes de Thermus spp. han
identificado un solo miembro de la familia NarK, llamado NarO, que muestra una
baja identidad con NarK1l o NarK2, constituyendo un grupo separado de
transportadores tipo MSF (Alvarez et al, 2019). Excepcionalmente, se han
identificado en algunas arqueas y bacterias una Nar con el sitio activo en el exterior

de la membrana citoplasmatica (Martinez-Espinosa et al., 2007).

Existen bacterias en las que la reduccion de nitrato a nitrito en el proceso de
desnitrificaciéon no requiere la presencia de NarGHI, ya que es llevado a cabo por una
nitrato reductasa periplasmica (Nap). Por ejemplo, B. diazoefficiens carece del
operoén nar, pero sin embargo es capaz de desnitrificar, debido a la presencia de Nap
codificada por el operon napEDABC (Bedmar et al., 2005). NapA es la subunidad
catalitica del complejo NapAB, con 90 kDa, contiene un cofactor de molibdeno y un
centro [4Fe-4S] (Figura 2.3). NapB, de 15 kDa, es un citocromo tipo ¢ con dos grupos
hemo. NapC, consiste en un citocromo con cuatro grupos hemo, unido a la
membrana, encargado de la transferencia de electrones a la subunidad NapB
(Moreno-Vivian et al., 1999). El resto de genes del operdn napEDABC codifican
proteinas adicionales necesarias para la sintesis, maduracion y actividad enzimatica
de Nap. Este tipo de nitrato reductasas también han sido descritas y estudiadas
bioquimica y genéticamente en P. denitrificans, Rhodobacter spharoides f. sp.
denitrificans, Pseudomonas sp., Alcaligenes eutrophus, E. coli, Sulfurimonas
denitrificans y Haemophilus influenzae (revisado por Gonzalez et al., 2006; Potter et
al., 2001; Richardson, 2011; Richardson et al., 2007; Simon y Klotz, 2013; Torres et
al,, 2016). En la mayoria de las Nap, la transferencia de electrones desde el pool de
quinonas al complejo NapAB requiere NapC. Sin embargo, en E. coli y Wolinella

succinogenes se ha identificado una segunda quinol oxidasa, NapGH que es
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codificada en el operén napFDAGHBC y napAGHBFLD, respectivamente, en el que
NapH actuaria como una quinol deshidrogenasa unida ala membrana, y NapG es una
proteina periplasmatica que contiene centros Fe-S y transfiere los electrones a

NapB.

NO-

NapA /+ 2 H*
4Fe-4S
A B NapB Mo-bis-
2 MGD "\ No,-
2 heme ¢ 4 +H,0
A
1
I 2e
I
|
Narl NapE| /NapC Periplasma
™2 heme b 4 heme ¢
Q/QH; \
' NarH .
\ Citoplasma
4Fe-4S 2¢ NOy
\ NarG B
Fe-S
Mo-bis-MGD
NO,
+H,0

Figura 2.3. Comparacién de la organizacion de nitrato reductasas bacterianas. A.
Nitrato reductasa de membrana (Nar). B. Nitrato reductasa peripldsmica (Nap). Modificada
de Kraftetal, 2011.

Las nitrito reductasas respiratorias catalizan la conversion de NOz a NO

mediante la siguiente reaccion:
NOz + e +2H* = NO + H20

En bacterias desnitrificantes se han descrito dos tipos de enzimas nitrito
reductasas, las que contienen un tetrahemo cdi (NirS, tipo cdi) y las que poseen
cobre (Cu) (NirK, tipo Cu) en el centro activo de la enzima. Ambas estan localizadas
en el espacio periplasmico y reciben los electrones del complejo de membrana bcia
través de un citocromo c y/o una pseudoazurina. La mayoria de los desnitrificantes
poseen Unicamente NirK o NirS§, sin embargo, recientemente se ha demostrado que
Bacillus nitroreducens sp. nov (Jang et al., 2018) y Bradyrhizobium oligotrophicum

(Sanchez y Minamisawa, 2018) portan genes para ambas nitrito reductasas.

NirS es una enzima homodimérica que contiene hemos c y di, y en las
diferentes bacterias se encuentra codificada en grandes grupos de genes. Las NirS

mejores caracterizadas son la de P. aeruginosa (nirSMCFDLGHJEN), P. denitrificans
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(nirXISECFDLGHJN) o P. stutzeri que presenta dos grupos de genes nir
(nirSTBMCFDLGH y nirJEN) separados por los genes nor. El gen nirS es el que codifica
la subunidad funcional de NirS, el resto de genes son necesarios para la sintesis y
ensamblaje de los grupos hemo requeridos para la funcionalidad de NirS (revisado

por van Spanning, 2011; Bali et al., 2014; Rinaldo et al., 2017).

La mayoria de las NirK son complejos homotriméricos. Cada monémero de
37 kDa contiene un centro de cobre tipo I, con un atomo de cobre, y otro de tipo II
con una estructura de coordinacién tipo cuadrada plana. El nitrito se une a los sitios
tipo 11, reemplazando a un ligando ex6geno (agua o ion cloruro), y ahi es reducido a
NO por la trasferencia electronica desde el sitio de cobre tipo I. Las enzimas NirK
mejor caracterizadas son las que se designan como de clase 1y II, dependiendo del
color de su centro tipo I de Cu. Las de clase III han sido descubiertas recientemente
y poseen un dominio de unién a Cu tipo I adicional (Ellis et al., 2007; Opperman et
al, 2019). Las caracteristicas bioquimicas, espectroscopicas, cinéticas y
estructurales de las NirK han sido recientemente revisadas en Eady et al., 2016;
Horrel et al., 2017 y Nojiri, 2017. Contrastando con la compleja organizacion de los
genes que codifican las proteinas Nir§, NirK solo requiere la expresion del gen nirK,
aunque a veces aparece acompafiado de la expresion de una segunda proteina
llamada NirV, la cual puede ser requerida para la insercion del cobre en el centro

activo de NirK (revisado por van Spanning, 2011).

La siguiente etapa de la desnitrificacidn la catalizan las 6xido nitrico reductasas
(Nor). Son metaloenzimas de membrana pertenecientes a la superfamilia de las
oxidasas hemo-cobre. Reducen el NO a N:20, en la cara externa de la membrana

citoplasmatica, mediante la siguiente reaccion:
2NO + 2e" + 2H* 2 N20 + H20

Actualmente se han caracterizado tres tipos de Nor: cNor, gNor y CuaNor
(revisado por Zumft, 2005; de Vries et al., 2007; Richardson, 2011; Tosha y Shiro,
2017; Figura 2.4). La Nor dependiente de citocromo c (cNor) consta de dos
subunidades, NorB y NorC (Figura 2.4A). La Nor dependiente de quinol (qNor) es
una enzima de subunidad tunica y utiliza electrones provenientes del pool de
quinonas (Figura 2.4B). Estas proteinas contienen una extension N-terminal que

muestra similitud a la subunidad NorC de las cNor, excepto en el motivo de unién a
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hemo ¢, que no esta presente en esa extension. La estructura de la qNor de
Geobacillus stearothermophilus revela un canal de agua desde el citoplasma que
podria ser utilizado para la traslocacién de protones, por lo que podria ocurrir la
oxidaciéon de quinol acoplada a la reduccién de NO por la qNor de manera
electrogénica (Matsumoto et al.,, 2012). CuANor son las menos usuales y contienen

un centro de di-cobre (centro de CuA) en la region hidrofilica (Figura 2.4C). Se

Citocromo ¢

Periplasma

Citoplasma

Figura 2.4. Comparacion de las 6xido nitrico reductasas bacterianas. A. cNor. B. qNor.
C. CuANor. Modificada de Tosha & Shiro, 2017.

sugirio6 originalmente que CuANor recibia electrones tanto del citocromo ¢ como del
quinol. Sin embargo, un estudio reciente demostré que en el género Bacillus las
gCuaNor no poseen actividad oxidasa de menaquinonas, es por ello que se ha optado

por el cambio de denominacion de qCuaNor a CuaNor (Al-Attar y de Vries, 2015).

Las cNor son las mas extensamente estudiadas, consisten en heterodimeros
formados por la subunidad NorB y NorC, codificadas a su vez por los genes norB 'y
norC, los cuales se cotranscriben con los genes accesorios norD y norQ,
ocasionalmente también con los genes norE y norF (Zumft, 2005). En los 6rdenes
Thermales y Aquificales los genes norCy norB van seguidos por un tercer gen (norH)
que codifica una proteina de membrana pequefia importante para una
desnitrificacion eficiente (Bricio et al., 2014). NorB posee 12 hélices transmembrana
y contiene hemo b y un centro activo binuclear (hemo b3 y Fes) (Figura 2.4A). NorC,
es una proteina anclada a membrana que contiene hemo ¢ en un dominio hidrofilico
y transfiere los electrones desde el complejo bc1 a NorB a través de citocromos c o
pseudoazurinas (las propiedades estructurales de cNor han sido revisadas
ampliamente por Hino et al., 2010; Shiro et al., 2012; Daskalakis et al., 2015; Tosha
y Shiro, 2017; Mahinthichaichan et al., 2018). NorD y NorE son proteinas de
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membrana que intervienen en el adecuado ensamblaje del complejo NorCB (Butland
et al.,, 2001). Ademas, NorE pertenece a una familia de citocromos c oxidasas, y la
mutaciéon de los genes norE y norF disminuye la actividad NO reductasa en P.
denitrificans y R. sphaeroides (de Boer et al., 1996; Hartsock y Shapleigh, 2010). Los
electrones necesarios para la reduccion de NO son transferidos desde el lado
periplasmico de la membrana, sin embargo, estudios basados en la estructura de la
cNor de P. aeruginosa no detectaron ningin canal de protones transmembrana, por
lo que cNor no actuaria como bomba de protones y por lo tanto no se produce

conservacion de energia (Pisliakov et al., 2012).

La N20 reductasa (N20R) es la ultima enzima implicada en el proceso de

desnitrificacion, reduciendo el N20 a Nz a través de la reaccion:
N20 + 2e-+ 2H*=> N2 + H20

La N20R aislada por primera vez es una proteina peripldsmica con cobre tipo
Z, codificada por el gen nosZ, procedente de Alcaligenes faecalis, la cual se le
denomind N20R de clado I (Matsubara y Iwasaki, 1972). Posteriormente se han
caracterizado N20R pertenecientes a ese clado tanto de a-, 5- y y- proteobacterias
(revisado por Zumft y Kroneck, 2007; van Spanning, 2011; Torres et al., 2016;
Carreira et al., 2017; Pauleta et al., 2017).

Las N20R bacterianas son homodimeros estables con un peso molecular de
entre 120 - 160 kDa, contienen 12 atomos de Cu y 2 iones sulfido (S%-) por cada
dimero (Rasmussen et al.,, 2000), ordenados en dos centros de Cu, CuA y CuZ. El
centro de CuA contiene dos iones de cobre que estan unidos por dos residuos de Cys
conservados y coordinados por metionina, histidina y triptéfano para formar un
sitio que se asemeja mucho al CuA presente en la subunidad II del citocromo c
oxidasa. El sitio CuA también actila como una lanzadera de electrones, para la
reduccion del N20 que ocurre en el sitio CuZ el cual posee cuatro atomos de cobre y
un tetranucleo de sulfuros que se unen a siete residuos de histidinas, donde tendria
lugar la union y reduccion del N20. Existen dos formas distintas de centro Cuz, Cuz*
(4CulS), forma inactiva, y Cuz (4Cu2S) activa (revisado por Eady et al, 2016;
Carreira et al., 2017 y Pauleta et al., 2017).
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El centro Cua tiene la capacidad de aceptar electrones de pequefias proteinas,
normalmente citocromos tipo ¢ o cupredoxinas. Estudios llevados a cabo en
Rhodobacter capsulatus, R. spharoides y P. denitrificans propusieron la implicacién
de un citocromo en la reduccién del N20 (Boogerd et al., 1980 y Itoh et al., 1989).
Células enteras de R. capsulatus, en las cuales habia sido eliminado el citocromo c,
no eran capaces de reducir el N20 (Richardson et al., 1991). Por otro lado, estudios
in vitro indicaron que el citocromo css2 es el candidato mas fuerte a ser el donador
de electrones fisiologico de la N20R de Marinobacter hydrocarbonoclasticus
(Dell'Acqua et al., 2008), mientras que en el caso de Achromobacter cycloclastes, la
pseudoazurina fue asignada como el probable donador fisiologico (Fujita et al,
2012). Aunque estas proteinas pueden donar electrones a la N2OR in vitro, y por ello
se sugiere un posible papel fisioldgico como donadores de electrones, su actuaciéon
in vivo ain no ha sido demostrada y la posibilidad de la existencia de otras proteinas

con la misma funcién no puede ser excluida.

La expresion, maduracién y mantenimiento de la subunidad catalitica de la
N20R (NosZ) requiere varias proteinas auxiliares siendo todas ellas codificadas
juntas por un grupo de seis genes (nosRZDFYL) en bacterias que contienen N20R de
clado I. A este grupo de genes esta asociado, en algunos casos, el gen nosX y el gen
nosC. Los genes nosDFY codifican un transportador de tipo ABC que esta
probablemente involucrado en el suministro de sulfuro para el ensamblaje del
centro de CuZ. Recientes estudios genéticos y bioquimicos realizados en P.
denitrificans han demostrado que NosL es una proteina de union a Cu (I) que se
requiere para el ensamblaje eficiente del sitio CuZ (Bennett et al., 2019). NosR y
NosX no participan en la biogénesis del Cuz pero juegan un papel en la reduccion in
vivo del N20 participando en el mantenimiento del estado reducido del centro de
CuZ. (Wunsch y Zumft, 2005). A NosR también se le atribuye un papel regulador, ya
que es necesario para la transcripcion de los genes nosZ y nosD en P. stutzeri

(Honisch y Zumft, 2003).

En la e-proteobacteria W. succinogenes se expresa una N20R “atipica”,
clasificada actualmente en el clado Il de N20OR. Los genes nosZ, -B, -D, -G, -C1, -C2, -H,
-F, -Y 'y -L son los responsables de la sintesis de esta enzima. La presencia de los

genes nosB, -G, -H, -C1 y -C2, asi como la ausencia de genes nosR y -X son
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caracteristicas de este grupo de N20R atipica. Las proteinas NosG, -C1, -C2 y -H
constituyen una via de transporte de electrones del menaquinol a la NosZ. En
concreto, NosGH es un complejo menaquinol deshidrogenasa y NosC1, C2 dos
citocromos c (Sanford et al., 2012 y Simon et al., 2004). La existencia de esta N2OR
atipica se ha descrito en otras e-proteobacterias donde la presencia y disposicién de
los genes nosB, -G, -H, -C1 y -C2 esta estrictamente conservada. En bacterias Gram-
positivas ain no se han aislado N20R, aunque probablemente sean enzimas
asociadas a membrana y codificadas por un grupo de genes nos diferente, que se
ordena como nosCZ-ORF-nosDYF-ORF, este tipo de N20R también formarian parte

del clado II (revisado por Torres et al., 2016 y Carreira et al., 2017).

2.2. Factores implicados en la regulacion de la desnitrificacion

En general, los factores medioambientales mas importantes para la expresion de
todos los genes de la desnitrificacion son; (i) condiciones limitantes de oxigeno; (ii)
presencia de un 6xido de nitrégeno (NOx) como aceptor final de electrones y (iii)
disponibilidad de donadores de electrones, como son los compuestos carbonados.
Es por ello, que las moléculas principales que actian como sefales para la regulacion
de los genes de la desnitrificacidn son: el oxigeno, un NOx (nitrato, nitrito o NO) y el
estado redox de la célula. Sin embargo, en los ultimos afios se ha propuesto la
implicacion de nuevos factores ambientales como el pH o la disponibilidad de
metales en el control de la desnitrificacion. Estas sefiales medioambientales son
percibidas por un diverso nimero de reguladores transcripcionales, moléculas de
ARN de pequefio tamafio (SRNAs) y factores sigma, que las integran en complejas
redes reguladoras (revisado por Shapleigh, 2011; van Spanning, 2011; Spiro, 2011,
2012, 2017; Gaimster et al., 2018).

2.2.1. Oxigeno

La disminucion de oxigeno es el principal factor que induce la expresion de los genes
de la desnitrificacién. De hecho, en la mayoria de las bacterias desnitrificantes, la
expresion de los genes nar, nir y nor esta estrictamente controlada, solo tiene lugar
bajo condiciones microdxicas y en presencia de un NOx. Sin embargo, la expresion
de los genes nap es bastante variable, siendo incluso en algunas bacterias expresada
en sus niveles maximos en condiciones aerébicas. Algo parecido ocurre con los

genes nos, dado que, aunque NosZ, se considera la enzima mas sensible al oxigeno
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de la desnitrificacion, hay estudios que sugieren que la expresién de los genes nos
ocurre en condiciones aerdbicas (Miyahara et al., 2010). Ademas, en P. stutzeri
(Desloover et al., 2014) y P. denitrificans (Bergaust et al., 2012) se ha demostrado la

reduccion de N20 en condiciones aerdbicas.

Los sensores mas importantes de Oz implicados en la regulacién de la
desnitrificaciéon son FixL y FNR. FixL es un sensor de O: tipico de bacterias
simbidticas fijadoras de nitrégeno. En el caso de B. diazoefficiens, FixL es una
proteina citoplasmica con actividad quinasa (en algunos rizobios esta unida a la
membrana) que detecta la concentraciéon de oxigeno a través de un grupo hemo.
Cuando la tension de oxigeno es baja, FixL se auto-fosforila y transfiere el grupo
fosfato a la proteina Fix], su regulador de respuesta, con la que constituye un sistema
de regulacion de dos componentes. En B. diazoefficiens, Fix] fosforilado por FixL,
activa la transcripcion de la proteina reguladora FixKz, siendo ésta la que
desencadena la activacion de la expresion de los genes implicados en
desnitrificacion entre otros (informacién mas detallada en el apartado 2.4.1.1). FNR
(del inglés, fumarate-nitrate reduction regulator) es un regulador de respuesta a
oxigeno que pertenece a un subgrupo de la superfamilia de reguladores
transcripcionales bacterianos receptores de AMP ciclico (CRP/FNR), los cuales son
extensamente descritos en el apartado 2.3.1. Proteinas ortologas de FNR en otros
organismos, como FnrP de P. denitrificans, actian del mismo modo, activando los
genes nary nos en respuesta a oxigeno y también a NO (Bergaust et al,, 2012). Otro
ortologo es el regulador Anr de P. aeruginosa, que activa la transcripcion del operén
narK1K2GHIJ, implicado en la sintesis de Nar y el transportador de nitrato (NarK)
en respuesta a bajo oxigeno (Schreiber et al., 2007). Ademas de estos genes, ANR
controla la expresion de un gran numero de genes, algunos de los cuales no estan
relacionados con desnitrificaciéon o tienen funciones accesorias en este proceso
como es el caso del gen azu, que codifica una pequefa proteina de cobre que
funciona como donador de electrones a la Nir. ANR también activa la transcripcién
del gen que codifica DNR, un segundo miembro de la familia FNR/CRP (Arai et al,,
1997). DNR funciona como un sensor de NO (ver apartado 2.3.2) que activa la
transcripcion de los genes nir y nor en respuesta a NO (Arai et al., 1997). En la
bacteria marina, Dinoroseobacter shibae, se ha identificado el regulador FnrL que

contiene unos residuos de cisteina potencialmente implicados en la formacion de
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centros Fe- S y podria jugar un papel crucial como activador sensible a oxigeno de

los genes de la desnitrificacion (Ebert et al., 2017).

2.2.2. Nitrato/nitrito

Las bacterias desnitrificantes deben ser capaces de detectar y responder tanto al
nitrato como el nitrito disponible, ya que usan ambos compuestos como aceptores
finales de electrones en el proceso de desnitrificacion. Existen varios tipos de
sistemas reguladores en respuesta a nitrato/nitrito descritos, entre ellos

encontramos NarXL, NarQP, NarR y DrpAB.

NarXL y NarQP son sistemas reguladores de dos componentes, siendo NarX
y NarQ las proteinas sensoras, mientras que NarL y NarP son los componentes de
respuesta. Estudios basados en la estructura de NarX han permitido establecer el
mecanismo de deteccion de esta proteina sensora (Cheung y Hendrickson, 2009;
Stewart y Chen, 2010). Hasta la fecha, los genes narXL y narQP se han descrito en
especies que se engloban dentro de las y- y B-proteobacterias, como son Escherichia,
Salmonella, Klebsiella, Yersinia, Ralstonia, Pseudomonas, entre otras (revisado por
Torres etal., 2016). En E. coli NarL y NarP se unen a ADN para controlar la induccion
o represidn de los operones nary nap (Stewart, 2003; Stewart y Bledsoe, 2005). En
P. aeruginosa, NarL junto a los reguladores Anr y Dnr y una proteina tipo IHF
(Integration Host Factor) activa la transcripcion del operén narK1K2GH]I en
respuesta a la limitacion de oxigeno, nitrato y NOx (Schreiber et al, 2007).
Recientemente, se ha demostrado en M. hydrocarbonoclasticus, que la expresion de

los genes nar esta bajo el control de NarXL (Carreira et al., 2018).

NarR (regulador de nitrato reductasa) forma parte de la familia de
reguladores transcripcionales CRP/FNR, pero carece del grupo [4Fe-4S]. Los genes
que codifican NarR se encuentran en algunas a-proteobacterias como Brucella suis,
Brucella melitensis, P. denitrificans y Paracoccus pantotrophus. En P. pantotrophus
NarR controla la expresion de los genes narKGH]JI en respuesta a nitrato y / o nitrito
(Wood et al., 2001). No se han encontrado secuencias en NarR que informen sobre
el posible mecanismo de deteccion de nitrato/nitrito por lo que no se conoce el
mecanismo implicado en la interacciéon de NarR con nitrato/nitrito. Dado que todas
las bacterias en las que se ha descrito este sistema son a-proteobacterias, es posible

que sustituya al sistema NarXL en ese grupo de proteobacterias.
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Recientemente, se ha propuesto un nuevo sistema sensor de nitrato en la
bacteria T. thermophilus y otras especies del género Thermus, el sistema DrpAB. Se
ha demostrado que la ausencia de ambas proteinas DrpA y DrpB provoca que la
expresion del operdn nar sea independiente de nitrato. Se postula que DrpA seria el
detector de nitrato en el periplasma, mientras que DrpB jugaria un papel en la
transduccion de la sefial desde la membrana a la regién promotora del operén nar

(Chahlafi et al., 2018).

2.2.3. Oxido nitrico (NO)

Mantener las concentraciones de NO y de nitrito por debajo de niveles citotéxicos
requiere un control estricto. En este contexto, el NO se ha propuesto como molécula
clave implicada en la regulacion de los genes de la desnitrificaciéon. Se conocen varios
factores de transcripcion implicados en la respuesta a NO; NorR, NsrR, NnrR, NNR y

DNR.

NorR es un miembro de la familia de proteinas EBP (del inglés, Enhancer-
Binding Protein) dependientes de o°%. Se caracterizan por poseer una estructura de
tres dominios, que incluyen un dominio de unién a ADN en el extremo C-terminal,
un dominio central de la familia AAA* que posee una actividad ATPasa e interacciona
con el 0°* de la ARN polimerasa (ARNP). En el extremo N-terminal posee un dominio
GAF (del inglés, cGMP-specific phosphodiesterases, Adenylyl cyclases and FhlA) que
contiene un centro de hierro no hémico que puede reversiblemente unir NO. Esa
unién a NO activa la ATPasa, lo que desencadena la activacion de la transcripcion
por la ARNP (D'Autréaux et al, 2005). Experimentos de mutagénesis dirigida
demostraron que el hierro se encuentra coordinado por las cadenas laterales de
residuos de arginina, aspartato y cisteina (Klink et al., 2007 y Tucker et al., 2008)
NorR fue descrita por primera vez en Ralstonia eutropha, la cual posee dos copias
del gen norR, ambos localizados en direccion 5’ de los genes norAB. norB codifica la
unica subunidad NorB de la gqNor. En respuesta a anaerobiosis y en presencia de NO,
NorR activa especificamente la transcripcion de los promotores norAB, que son 654
dependientes (Pohlmann et al,, 2000). En E. coli, cuando NorR es activada por NO se
induce la expresion de los genes norVW, responsables de la sintesis de una

flavorubredoxina que posee actividad NO reductasa (Gardner et al., 2003).
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NsrR es un represor transcripcional sensible a NO perteneciente a la
superfamilia Rrf2 de reguladores transcripcionales homodiméricos. En B. subtilis y
S. coelicolor se ha demostrado que NsrR se une a un grupo [4Fe-4S], el cual funciona
como modulo detector de NO. La reaccién del regulador con el NO provoca la
pérdida de un grupo [Fe-S] y la formacién de especies nitrosilo, lo que da lugar a la
disminucién de afinidad por el sitio de unién a ADN y como consecuencia se activan
los genes que estaban previamente reprimidos (Yukl etal.,, 2008 y Crack etal., 2015).
El analisis de la estructura de NsrR de S. coelicolor ha permitido establecer el
mecanismo implicado en la inactivacion de NsrR por NO (revisado por Volbeda et
al., 2017). Ademas, el uso de espectrometria de masas no desnaturalizante ha
permitido muy recientemente dilucidar y distinguir claramente los mecanismos de
nitrosilacion de NsrR (Crack y Brun, 2019). En estudios transcriptomicos se ha
demostrado que NsrR de E. coli regula al menos 60 genes, entre los cuales se
incluyen flavohemoglobinas implicadas en la detoxificacion de NO, como Hmp, que
convierte el NO a nitrato (Stevanin et al., 2007). En B. subtilis, NsrR en respuesta a
NO, regula a los genes del operén nasDEF, que codifican la nitrito reductasa
asimilatoria (Nakano et al., 2006). Aunque NsrR es expresada desde un promotor
fuerte, la eficiencia de su traduccion es extremadamente baja, produciendo bajos
niveles de proteinas NsrR en el interior de la célula, por lo que sitios de unién con
baja afinidad a NsrR pueden escapar parcialmente a la represion de esta proteina

reguladora (Chhabra y Spiro, 2015).

Las proteinas DNR, NNR y NnrR se analizan en detalle en el apartado 2.3.2.
2.2.4. Balance redox

Los cambios en el balance redox también pueden regular la expresion de genes
implicados en desnitrificacion. Un gran numero de proteobacterias presentan
sistemas reguladores de dos componentes que responden al estado redox. En R.
capsulatus, Rhodovulum sulfidophilum y Roseobacter denitrificans se ha descrito a
RegBA como reguladores de este tipo. En R. spharoides encontramos a PrrBA, en
Ensifer meliloti y Agrobacterium tumefaciens a ActSR, RegSR en B. diazoefficiens y
RoxSR en P. aeruginosa (revisado por Wu y Bauer, 2008 y Bueno et al., 2012).

En especies del género Rhodobacter, los genes controlados por las proteinas

RegBA y PrrBA estan implicados en numerosos procesos de generacion y utilizacion
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de energia, como fotosintesis, fijacién de carbono, fijacién de nitrégeno, utilizaciéon
de hidrégeno, respiracion aerdbica y desnitrificacion, entre otros. Tanto RegBA
como PrrBA constituyen sistemas de dos componentes, con una proteina histidina-
kinasa asociada a membrana, RegB y PrrB, que detecta los cambios en el estado
redox de la célula y RegA/PrrA como regulador de respuesta. Cuando se incrementa
la entrada de compuestos reductores al sistema celular (presencia de fuentes de
carbono reducido) o disminuyen los aceptores finales de electrones respiratorios
(falta de oxigeno) se genera un exceso de potencial reductor que altera el estado
redox de la célula. En estas condiciones, la actividad kinasa de RegB/PrrB se
estimula, lo cual hace que aumente la fosforilacién del regulador de respuesta
RegA/PrrA, que se une al ADN activando o reprimiendo la expresion de sus genes

diana.

En Brucella abortus, PrrBA regula directamente la transcripcion de los genes de
la desnitrificacion y de los genes ntrYX en respuesta a condiciones microaerdbicas.
NtrY es una histidina-kinasa asociada a la membrana que es activa a bajas tensiones
de O2, transfiriendo fosfato a su regulador de respuesta NtrX. Mutantes ntrYX
inhiben la induccién de la desnitrificacién en respuesta a bajas concentraciones de
oxigeno, lo que sugiere que NtrYX es un sistema regulador de los genes de la
desnitrificacion (Carrica et al.,, 2012 y Carrica et al., 2013). En B. suis RegBA también
se requiere para la expresion de las enzimas de la desnitrificacién (Abdou et al.,
2013). En B. diazoefficiens, RegSR induce la expresion del operon fixR-nifA (Barrios
et al, 1995). Ademas, analisis transcriptomicos de una cepa mutante en RegR
demuestran que esta proteina reguladora controla los genes de la desnitrificacion,
como son los genes nor y nos. También controla la expresion de proteinas de
transporte electronico implicadas en desnitrificaciéon como son los citocromos CycA
(gen cycA) y cy2 (gen cy2) (ver en mas detalle en el apartado 2.4.1.2; Torres et al,,
2014).

2.2.5. pH

Estudios realizados en suelos han demostrado que el pH es un factor importante en
larelacion N20:N2 dado que la reduccion de N20 a N2 por la enzima Nos es menor en
suelos acidos que en suelos neutros o alcalinos. Por ello, se sugiere el encalado de

los suelos como estrategia para reducir las emisiones de N20. En suelos acidos, la
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tasa de transcripcién de nosZ fue mayor que la observada en suelos alcalinos. Por lo
que se sugirid, que la mayor emision de N20 a pH bajo es un fenémeno
postranscripcional (Liu et al, 2010). Estudios realizados en células de P.
denitrificans han demostrado que el pH tiene poco efecto en la transcripcion del gen
nosZ (Bergaust et al., 2010), por lo que se confirma el posible efecto post-
traduccional del pH acido que afectaria a la actividad de NosZ. De hecho,
experimentos con bacterias extraidas de los suelos e incubadas a diferentes pHs han
demostrado que el bajo pH del suelo disminuye la reduccién de N20, principalmente
al impedir el ensamblaje exitoso de la N20 reductasa funcional (Liu et al., 2014). E.
meliloti 1021 posee y expresa todos los genes de la desnitrificacion, sin embargo, es
incapaz de crecer a través de la respiracidon de nitrato en condiciones anoxicas.
Estudios realizados utilizando un sistema de incubacién robotizado demostraron
que esta bacteria puede crecer a través de la respiracion anaerébica de N20 a No.
Cuando las células se incubaron a pH 6, E. meliloti fue incapaz de reducir el N20, lo
que corrobord las observaciones previas encontradas tanto en las bacterias del
suelo extraidas como en los cultivos puros de P. denitrificans, donde la expresion de

la N20R funcional es dificil a un pH bajo (Bueno et al., 2015).

La mayoria de bacterias patégenas sobreviven y proliferan en ausencia de
oxigeno, dentro de su huésped utilizando NO3- como aceptador de electrones y
reduciéndolo a nitrito, por la Nar, el cual es reducido por una Nir. Vibrio cholerae,
carece de Nir por lo que acumula nitrito durante la reduccién de nitrato. Estudios
recientes han demostrado que en condiciones alcalinas, V. cholerae puede utilizar la
enzima Nap para crecer en anoxia con nitrato, sin embargo, en condiciones acidas,
la acumulaciéon de NOz- limita el crecimiento y preserva la viabilidad celular.
Curiosamente, este mecanismo es bastante comun entre los patégenos entéricos que
pueden crecer utilizando sélo la NR respiratoria dependiendo del pH ambiental

fluctuante (Bueno et al., 2018).
2.2.6. Iones metalicos

Las enzimas implicadas en desnitrificacién son proteinas complejas que poseen
metales (hierro, molibdeno y cobre) en sus centros activos, por lo que es posible que
existan mecanismos de regulacion de los genes de la desnitrificacion dependientes

de metales. En concreto, el cobre forma parte de la enzima NosZ por lo que es
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esencial para la actividad de la misma. En P. denitrificans se ha demostrado que
células cultivadas en limitacién de cobre en el medio acumulan grandes cantidades
de N20 en la atmosfera gaseosa (Felgate et al,, 2012). En esta bacteria, la limitacién
de cobre provoca una inhibicién de la expresion de los genes nosRZDFYLX, y en ésta
represion participan NosC y NosR, pero el mecanismo por el cual el cobre induce la
expresion de estos genes se desconoce (Sullivan et al., 2013). La acumulacién de N20
provocada por la disminucién de la actividad de NosZ conduce a que la bacteria
cambie de las vias biosintéticas dependientes de la vitamina B12 a las
independientes de la vitamina B12, a través de la modulacion transcripcional de los
genes controlados por la vitamina B12 riboswitches (Sullivan et al., 2013). Estudios
sobre el efecto del cobre en la transcripcion y actividad de la Nir, Nor y Nos de P.
stutzeri confirman el papel clave del cobre en La regulaciéon de las emisiones de N20,
mediante su efecto en la expresion de los genes implicados tanto en la produccién

como en el consumo de N20 (Black et al,, 2016).

Ademas del cobre, el zinc es otro metal clave en la regulaciéon de la
desnitrificacién puesto que estudios recientes sobre el efecto de la disminucion del
zinc en el transcriptoma de P. denitrificans revelaron que los genes que codifican la
6xido nitrico reductasa (norCB) y la nitrito reductasa (nirS) estdn regulados
positivamente por la presencia de este ion metalico. Cabe destacar que, nosC
también muestra una regulacion positiva casi de 10 veces por zinc. Ademas, los
datos sugieren que los genes norCB estan directamente regulados por Zur, un
regulador implicado en la asimilacion de zinc en la célula. Sin embargo, el
mecanismo implicado en el control del zinc sobre la desnitrificacién se desconoce

por el momento (Neupane et al,, 2017).
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Figura 2.5. Representacion de los factores medioambientales y reguladores
transcripcionales que participan en la regulacion del proceso de desnitrificacion. Las
fechas indican la regulacion de las proteinas reguladoras sobre cada uno de los genes o
enzimas de la desnitrificacion. Modificado de Gaimster et al., 2017.

2.3. Reguladores transcripcionales CRP/FNR

La superfamilia de factores transcripcionales CRP/FNR comprende un amplio grupo
de reguladores ampliamente distribuidos en el dominio Bacteria. El nombre de este
grupo de reguladores se debe a las dos primeras proteinas de esta familia que fueron
identificadas: CRP (del inglés, cAMP Receptor Protein) y FNR (del inglés, Fumarate
and Nitrate reductase Regulator). Los miembros incluidos en esta familia son muy
versatiles y responden, tanto directa como indirectamente, a una gran cantidad de
metabolitos y factores medio ambientales. Por ello, estan implicados en la
regulacion de un gran numero de funciones, como es la utilizaciéon de substratos
carbonados, virulencia, fijacion de nitrégeno, fotosintesis y varios tipos de

respiracion (Korner et al.,, 2003 y Bonnet et al., 2013).

Casi todas las proteinas que pertenecen a esta familia estan formadas por entre
230 y 250 aminoacidos, son activas como homodimeros y se unen a una secuencia
consenso de ADN palindrémica localizada a distintas distancias en las regiones

promotoras de los genes que regulan (Figura 2.6). Ademas, todas ellas presentan en
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su estructura cuatro dominios funcionales. En el extremo amino terminal, poseen un
dominio sensor, de uniéon a cofactor, que consta de unos 170 residuos, de
composicion variable, donde radica la versatilidad de estos reguladores para
responder a los diferentes estimulos ambientales. La parte central de la proteina
posee una estructura en barril 3, cuya funcidn es la interaccién con la ARNP, le sigue
una hélice a, gracias a la cual dimerizan. Por dltimo, en el extremo C-terminal poseen
un motivo hélice-giro-hélice (H-T-H), a través del cual interaccionan con su ADN
diana (Figura 2.6; Brennan y Matthews, 1989; Busby y Ebright, 1999 y Korner et al,,
2003).

Union a efector
I N

NHz_. Laminas B IIEIM Hélice-giro-hélice ——COOH

Interaccion con Dimerizacién Union a ADN
ARN
polimerasa

Figura 2.6. Representacion grafica de los dominios presentes en las proteinas tipo
CRP/FNR.

Los miembros CRP/FNR han sido clasificados en 21 subgrupos, atendiendo a las
estructuras primarias de los dominios de unién a ADN y de unién a efector (revisado
por Korner et al., 2003; Mesa et al., 2006 y Fernandez et al.,, 2016). La mayoria de
estos reguladores funcionan como activadores de la transcripcién y es menos
frecuente que actien como represores. Dentro de esta familia de reguladores

transcripcionales encontramos las proteinas FNR, FixKz, DNR, NNR y NnrR.
2.3.1. FNRy FixKz

FNR y FixKz son reguladores transcripcionales de respuesta a Oz, que coordinan la

transicion del metabolismo aerobio al anaeroébico.

La concentracion de proteina FNR intracelular se mantiene estable tanto en
condiciones aerobicas como anaerobicas, sin embargo, sélo es en anoxia cuando
FNR es activada por la unién de un grupo prostético [4Fe-4S]2* a tres residuos de
cisteina (Cys 20, 23 y 29) que posee en su extremo N-terminal y uno en el dominio
central (Cys 122). La unién de un grupo [4Fe-4S]%* por cada monémero promueve
la dimerizaciéon de FNR, lo que conduce a su unién a las regiones promotoras de
genes que poseen secuencia tipo FNR en su regién promotora (Jordan et al., 1997;
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Greenetal, 2001). En presencia de oxigeno el grupo prostético pasa a ser [2Fe-2S]?+,
inactivandose asi FNR ya que se vuelve a su estado monomérico. Si el oxigeno
persiste en el ambiente, el grupo [2Fe-2S]2* se desacopla de la proteina y se obtiene
la apoforma monomérica de FNR (Sutton et al., 2004). FNR se une especificamente
a lo que se denominan cajas de anaerobiosis, la secuencia consenso de éstas es el
palindromo: 5’-TTGAT-N4-ATCAA-3’ (Caja FNR, Spiro y Guest, 1990). El motivo
TTGA es el encargado de interaccionar con los residuos de E209 y S212 de cada
monomero de la proteina. Las cajas FNR se encuentran en la posicion -41,5 respecto
al inicio de la transcripcion, aunque se dan muchas excepciones (revisado por

Korner et al.,, 2003 y Fernandez et al., 2016).

FixKz pertenece al subgrupo FixK de la superfamilia CRP/FNR, cuyos miembros
son muy similares a las proteinas FNR, pero carecen de una o mas cisteinas
necesarias para la unién del cofactor [4Fe-4S]2*. El andlisis de su secuencia
aminoacidica indica que esta proteina no posee ningun sitio tipico de unién a
cofactor. FixKz funciona como homodimero (Figura 2.7) y no requiere de cofactor
para ser activa en ensayos de transcripcion in vitro (Mesa et al., 2005). En cuanto a
la secuencia de reconocimiento de ADN consenso de la proteina FixKz es un

palindromo de 14 pares de bases (TTGA/C-Ne-T/GCAA; caja FixK2), en el que las

Figura 2.7. Estructura de la proteina reguladora FixK; unida a ADN. Resolucién 1,77 A.
En diferente color, azul y rojo, se muestra cada uno de los monémeros que la constituyen
(Bonnetet al., 2013).
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bases 1,12,3/11 interaccionan especificamente con los residuos L195, E196 y R200
del dominio de unién a ADN de la proteina FixKz (Bonnet et al., 2013).

El gen fixK> esta localizado a 3’ de los genes fixL y fix/, que codifican el sistema de
respuesta a oxigeno FixL], el cual a bajas concentraciones de oxigeno activa la
expresion de fixKz (ver apartado 2.2.1). Ademas del control transcripcional del gen
fixKz por el regulador Fix], FixK2 posee una regulacién post-traduccional compleja.
En primer lugar, s6lo posee una cisteina en la posicién 183, cerca del dominio de H-
T-H de unién a ADN. La oxidacion de esa cisteina con agentes oxidantes in vitro da
lugar a la formacién de un puente disulfuro intermolecular reversible. In vivo, sin
embargo, es mas probable que el mecanismo de oxidacién sea la conversion
irreversible del grupo tiol de la cisteina a acido sulfénico o sulfinico, inactivando a
la proteina, aunque en el primer caso la oxidacidon es parcialmente reversible
después del tratamiento con agentes reductores. Andlisis transcriptomicos
muestran que la mayoria de los genes diana regulados positivamente por FixK2
reducen su expresién en presencia de agentes oxidantes, como el peréxido de
hidrégeno en la cepa silvestre de B. diazoefficiens, sin embargo, este efecto no se
produce cuando se complementa una cepa mutante del gen fixK2 con una variante
insensible a oxidacion de la proteina FixKz, con la cisteina 183 reemplazada por una
alanina (Mesa et al., 2009). In vivo, esa oxidacion puede ser causada por las especies
reactivas de oxigeno (ROS) que se producen durante los procesos de infeccion,
respiracion endosimbidtica o senescencia de los nddulos, en todos esos casos la

actividad de la proteina FixKz no es necesaria ni deseable (Mesa et al., 2009).

En segundo lugar, en FixKz se ha descrito una regulaciéon por proteolisis,
concretamente, protedlisis inespecifica por la chaperona ClpAP1 (Bonnet et al,
2013), aunque también se sugiere que podria tener una protedlisis especifica en el
extremo C-terminal de la proteina, concretamente en los dltimos 12 aminoacidos.
En el caso de la proteina FNR de E. coli, también esta controlada por protedlisis por
una chaperona-proteasa, que sélo la degrada en su forma inactiva, por lo que podria
ser un mecanismo para regular la cantidad de proteina FixKz en la célula, ya que, a
pesar de la evidente induccién de la expresion del gen fixKz en condiciones

microoxicas, los niveles de proteina FixK: permanecen constantes
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independientemente de las condiciones de crecimiento (Nellen-Anthamatten et al.,

1998 y Mesa et al., 2009).

Otra regulacion afiadida a las ya mencionadas, es la posible autorregulacion
negativa del gen fixKz por la propia proteina FixKz. Existen evidencias de que la
expresion del gen fixKz estd mas inducida en una cepa mutante fixKz que en la cepa
parental (Mesa et al, 2008), y que la actividad 3-galactosidasa de una fusién
traduccional fixKz-lacZ, es mas alta en una cepa mutante fixKz que en la cepa
parental, ambas crecidas en microoxia (Nellen-Anthamatten et al., 1998). Estudios
realizados con posterioridad, han confirmado que esa retroalimentacion negativa
de la expresion de fixKz, no sélo ocurre en condiciones de microoxia sino, también
en oxia, donde se supone que la proteina FixKz no es activa. Ademas, esa represién
del gen fixK> parece ser dependiente de la fase de crecimiento, tanto en oxia como

en microoxia (revisado por Fernandez et al.,, 2016).

FixK2 se considera una proteina clave en la expresion de los genes de fijacion
de nitrégeno y de respiracion de nitrato dado que una cepa mutante en fixKzno es
capaz de fijar nitrégeno en simbiosis con plantas de soja y no crece anaerébicamente
con nitrato como aceptor final de electrones (Nellen-Anthamatten et al., 1998).
Estudios transcriptémicos de una mutante fixKz, permitieron la identificacion de
mas de 300 genes controlados por esta proteina e implicados en el metabolismo
microodxico de B. diazoefficiens tanto en vida libre como en simbiosis con soja (Mesa

etal.,, 2008).

2.3.2. DNR, NNRy NnrR

NnrR (del inglés, Nitrite and nitric oxide reductase Regulator), NNR (Nitrite
reductase and Nitric oxide reductase Regulator) y DNR (del inglés, Dissimilatory
Nitrate respiration Regulator) son también miembros de la familia de factores de
transcripcion CRP/FNR. Sin embargo, a diferencia de FNR y al igual que en el caso
de las proteinas de tipo FiK, carecen de cisteinas para poder unir grupos [4Fe-4S].
Estos reguladores transcripcionales se encargan de orquestar la expresion de los
genes nor y nir (revisado por Rodionov et al., 2005; van Spanning, 2011; Torres et
al., 2016; Spiro, 2017). Los promotores de estos operones contienen sitios de unién
que se asemejan a la secuencia consenso de la caja FNR. El mecanismo para detectar

NO por estas proteinas estd menos descrito que para NorR y NsrR. Hasta el

49



Introduccion

momento, la estructura de DNR de P. aeruginosa solamente ha sido resuelta sin
grupo prostético, pero si revela la presencia un bolsillo hidrofébico que podria
albergar un sitio de unién a hemo, ademas la apoproteina DNR es capaz de unir
hemo (Giardina et al., 2008). El modelo que se propone para que DNR sea capaz de
unir ADN sugiere que previamente la proteina debe de haber unido hemo y este a su
vez haberse nitrosilado con NO, por lo tanto, los cambios que se produzcan en la
sintesis de hemo por el metabolismo celular provocan perturbaciones en la
capacidad de DNR de activar la transcripcion de los genes nor (Castiglione et al,,
2009). Recientemente se ha demostrado que la forma hemo-nitrosil de DNR se une
a ADN con elevada afinidad (Lobato et al., 2014). Estudios realizados en la bacteria
marina D. shibae, han demostrado, que al igual que lo observado en DNR, el cofactor
hemo y el NO son necesarios para aumentar la afinidad de DnrF al promotor del gen

napD (Ebert et al., 2017).

En P. denitrificans, es NNR la proteina reguladora implicada en el control por NO,
que al igual que los demas reguladores de este grupo, activa la transcripcién de los
genes nir 'y nor (Van Spanning et al., 1995). Estudios posteriores sugieren que NNR
también regula la transcripcion de los genes nos (Bergaust et al., 2012), aunque
experimentos de protedmica no permitieron identificar a estos genes en el regulén
de NNR (Bouchal et al,, 2010). NNR se considera un sensor dual de 02 y NO, ya que
es inactivo en condiciones aerodbicas. Experimentos in vivo sugirieron que NNR
responde directamente a NO (van Spanning et al.,, 1999; Hutching et al., 2000). Se ha
propuesto, que la deteccion de NO por NNR ocurre a través de un grupo hemo, al
igual que se descrito en DNR (Lee et al., 2006,). Sin embargo, el mecanismo de

deteccién de NO por NNR es por el momento desconocido.

En cuanto a NnrR, en R. spharoides, se propuso como activador transcripcional
de los genes nir y nor (Tosques et al., 1996). B. diazoefficiens también posee una
proteina reguladora denominada NnrR, una cepa mutante en el gen que la codifica,
nnrR, es incapaz de crecer en condiciones anaerdbicas con nitrato o nitrito. Ademas,
NnrR controla la expresion de los genes de la desnitrificacion en respuesta a NO (ver

apartado 2.4.1.1; Mesa et al,, 2003; Bueno et al., 2017).
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2.4. Regulacion de la desnitrificacion en rizobios

La desnitrificacion entre los rizobios es un proceso raro, ya que la mayoria de las
especies no contienen el set completo de genes de la desnitrificacién. Son los
rizobios de crecimiento lento (Bradyrhizobium) donde la capacidad de
desnitrificacion estd mas extendida, mientras que en los de crecimiento rapido es
menos usual. B. diazoefficiens, es un desnitrificante completo que se estudia como
modelo dentro de los rizobios (informacién en detalle en el apartado 2.4.1). Dentro
de los rizobios de crecimiento rapido encontramos la especie E. meliloti, que
comprende una considerable proporcion de cepas desnitrificantes (Chan et al,,
1989; Garcia-Plazaola et al, 1993). Sin embargo, E. meliloti se considera un
desnitrificante parcial debido a su incapacidad de crecer en condiciones anoxicas
con nitrato o nitrito como aceptor final de electrones (Torres et al., 2011, 2014;
Bueno etal,, 2015), aunque posee el set completo de genes que codifican las enzimas
desnitrificantes (Barnett et al.,, 2001). Sin embargo, esta bacteria puede crecer a
expensas de la respiracién de nitrato cuando las células se incuban con una
concentracion inicial de 02 del 2%. Ademas, posee la capacidad de expresar los
genes napA, nirK, norC y nosZ tanto en condiciones microéxicas como anoxicas con
nitrato (Torres et al.,, 2014). Curiosamente, exceptuando el caso de napA que sélo se
induce 4 veces por anoxia, los genes nirK, norCy nosZ se indujeron mas de 30 veces
(Torres et al., 2014). Experimentos recientes con una cepa de E. meliloti que
sobreexpresa los genes napEFDABC (Nap*) han permitido demostrar la capacidad
de esta cepa de crecer anaerdébicamente a través de la respiracion de nitrato (Torres
etal, 2018). Ademas, la cepa Nap* también mostré un aumento en la expesién de las
enzimas Nap, Nir y cNor asi como una mayor capacidad para producir NO y N20 en
comparacién con la cepa parental. Estos resultados sugieren que la incapacidad de
E. meliloti para crecer en condiciones anaer6bicas usando nitrato como aceptador
de electrones podria atribuirse a una limitacién en la expresiéon de la nitrato

reductasa periplasmica.

E. meliloti es una bacteria del suelo que establece asociaciones simbioticas
fijadoras de N2 atmosférico, con plantas de los géneros Medicago, Melilotus y
Trigonella. El estudio del genoma de E. meliloti 1021 muestra una composicion en

tres replicones con distinta funcionalidad y estructura, un cromosoma de 3,36 Mb y
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dos megaplasmidos, pSymA (1,35 Mb) y pSymB (1,68 Mb) (Galibert et al., 2001).
pSymA contiene un segmento de 53 kb particularmente rico en genes codificantes
de proteinas relacionadas con el metabolismo del nitrégeno, incluyendo los genes
de la desnitrificacion napEFDABC, nirK, norECBQD y nosRZDFYLX. Anilisis
transcriptémicos mostraron que la induccion de los genes de la desnitrificaciéon en
respuesta a condiciones de microoxia esta coordinada por el sistema de regulaciéon
de dos componentes FixL]. La histidina-quinasa FixL es una proteina de membrana
que percibe la sefal de bajo oxigeno y se autofosforila, a continuacion, transfiere el
grupo fosforilo a Fix], el cual activa la transcripcion de los reguladores FixK y NifA,
que son los responsables de la activacion de los genes fix (respiracion) y nif (fijacion
de N2), respectivamente (Figura 2.8; Becker et al., 2004; Bobik et al., 2006). En E.
meliloti, FixL] responde, tanto a condiciones de microoxia, como a presencia de NO,
ya que FixL puede unir otros ligandos aparte de 02, como son el NO y el CO. Aunque
la afinidad de FixL por NO es mucho mayor que por Oz, la inica molécula capaz de
anular la actividad kinasa de FixL es el Oz (Gilles-Gonzalez et al., 2008). La proteina
reguladora NnrR también esta implicada en la respuesta a NO en E. meliloti (Figura
2.8). En presencia de NO, NnrR regula la expresion de los genes nirK 'y norC, ademas
de otros relacionados con la desnitrificaciéon, como son azul, hemN, nnrU y nnrS
(Meilhoc et al., 2010). Sin embargo, las proteinas FixK y NnrR pertenecen a dos
diferentes cascadas reguladoras, al contrario de lo que ocurre en Rhizobium etli 'y B.
diazoefficiens, donde ambos reguladores pertenecen a la misma via de regulacion

(Figura 2.8; revisado por Cabrera et al,, 2011).

Otro rizobio que tampoco es capaz de usar el nitrato como aceptor final de
electrones es R. etli CFN42, ya que carece de actividad nitrato reductasa respiratoria.
Sin embargo, posee genes relacionados con la desnitrificacién, norCBQD, que
codifican una o6xido nitrico reductasa y nirKnirVnnrRnnrU, responsables de la
sintesis de diferentes proteinas implicadas en desnitrificacién, entre ellas una
nitrito reductasa NirK (Gomez-Hernandez et al.,, 2011). R. etli también establece
asociaciones simbioticas con plantas, en este caso con el género Phaseolus (judia). El
genoma de R. etli CNF42 contiene un cromosoma y seis grandes plasmidos, cuyos
tamafios oscilan desde 184,4 kb a 642,5 kb (Gonzalez et al., 2006). La regiéon que
codifica los genes nory nir se encuentra en uno de los seis plasmidos, concretamente

en el pCFN42f el cual también incluye genes para proteinas reguladoras, como fixK,
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fixL y nnrR (Girard et al., 2000; Granados-Baeza et al., 2007). Al contrario que en E.
meliloti y B. diazoefficiens, el activador transcripcional con funcién homoéloga a Fix]
esta ausente en R. etli. Se ha identificado a la proteina FxkR como el regulador que
permite la transduccion de la sefial microaerdbica para la activaciéon del regulén
FixKf (Figura 2.8; Zamorano-Sanchez et al., 2012). El gen nnrR codifica el regulador
NnrR. Aunque, R. etli es incapaz de llevar a cabo la ruta completa de la
desnitrificacion, la presencia de las regiones codificantes de NirK y Nor sugiere un
papel de estas enzimas en la detoxificacion de NO, previniendo la acumulacién de
NO en el interior de las células o en los nd6dulos (Bueno et al., 2005; Gomez-
Hernandez et al., 2011). La expresion de nirK y nor requiere de una proteina FixKf
funcional, donde la respuesta a NO estd mediada por NnrR, siendo la expresion
anaerdbica de nnrR también controlada por FixKf. Al igual que en E. meliloti y B.
diazoefficiens, R. etli también posee el regulador de la fijacién de N2, NifA, el cual
tiene un efecto diferente sobre la transcripcion del operén nirK, ya que disminuye
su expresion, mientras que en B. diazoefficiens, NifA estd implicado en la maxima

expresion de los genes de la desnitrificaciéon nap, nirK'y norC (Bueno et al., 2010)
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Bajo 0, Bajo O, Bajo 0,
W \ w \ g
FixL @B3hq] FixL ERdvi| Reg$

\ n %02

> o @»—»-
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=/
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Figura 2.8. Cascadas reguladoras en E. meliloti, R. etli y B. diazoefficiens. Adaptada de
Cabreraetal., 2011.
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Como se menciona anteriormente, R. etli CFN42, no puede crecer en condiciones
andxicas a expensas de la respiracién de nitrato, ni de llevar a cabo una
desnitrificaciéon completa. Esta bacteria carece de los genes nap, nar y nos pero
contiene genes que codifican NirK y cNor. Estudios recientes han demostrado que
esta bacteria es capaz de crecer con nitrato como Unica fuente de nitrégeno en
condiciones aerdbicas y microdxicas (Hidalgo-Garcia et al., 2019). Esta reduccién
asimilatoria de nitrato a nitrito la lleva a cabo la enzima NarB, la cual también es
responsable de la produccion de NO y N20 en células cultivadas en microoxia con
nitrato como unica fuente de N. Estos resultados sugieren que el nitrito, producido
en el citosol por NarB a partir de la reduccion asimilatoria de nitrato, puede ser
transportado al periplasma y reducido a NO y N20 por las enzimas NirK y cNor,

respectivamente (Hidalgo-Garcia et al., 2019).
2.4.1. B. diazoefficiens como organismo modelo

Como se ha mencionado anteriormente, B. diazoefficiens es el unico rizobio que
posee la ruta completa de la desnitrificacién y que es usada por la bacteria para la
obtencién de energia en condiciones de limitacién de oxigeno usando el NO3- o NO2-
como aceptor final de electrones. B. diazoefficiens posee una enzima nitrato
reductasa periplasmica (Nap), una nitrito reductasa de cobre (NirK), una 6xido
nitrico reductasa tipo ¢ (cNor) y una 6xido nitroso reductasa (Nos) codificadas por
los genes napEDABC, nirK, norCBQD y nosRZDFYLX, respectivamente (Velasco et al,,
2001, 2004; Mesa et al., 2002; Delgado et al., 2003; Bedmar et al,, 2005, 2013).

La Nap de B. diazoefficiens esta codificada por los genes que forman parte del
operén napEDABC, el cual es responsable de la expresion de cinco proteinas de 7,
12, 95, 17 y 24 kDa, respectivamente (Figura 2.9). NapA es la subunidad catalitica
de la enzima, contiene un cofactor de molibdopterina guanina, y un centro [4Fe-4S]
y es de localizacion periplasmica. NapB, es un citocromo localizado en el periplasma
con dos grupos hemo ¢, que recibe los electrones desde NapC, un citocromo de
membrana con cuatro grupos hemo c, y los transfiere a la NaP. NapE es una proteina
que posee dominios transmembrana, pero hasta el momento es de funcién
desconocida. Por ultimo, NapD es una proteina soluble que podria estar implicada
en la maduracion del complejo NapAB (mas informacion en el apartado 2.1.2). Nap

es la Unica nitrato reductasa respiratoria que posee B. diazoefficiens, ya que en su
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genoma no se han podido localizar los genes nar responsables de la sintesis de la
nitrato reductasa de membrana (Kaneko et al., 2002). Ademads, una cepa deficiente
en el gen napA es incapaz de crecer anaerobicamente con nitrato y carece de

actividad nitrato reductasa periplasmica (Delgado et al., 2003).

El gen nirK de B. diazoefficiens, es el responsable de la sintesis de una proteina
de 34 kDa, correspondiente a una CuNir (Figura 2.9), que fue identificada por
Velasco et al,, (2001). La secuencia de esa proteina posee en el extremo N-terminal
un péptido sefial (S/T)RRXFLK propio de metaloproteinas periplasmicas que se
exportan mediante el sistema Tat (del inglés, Twin arginine translocation). Una cepa
mutante en nirK carece de actividad nitrito reductasa respiratoria, acumula nitrito
en el medio y es incapaz de crecer en anaerobiosis con nitrato o nitrito (Velasco et
al., 2001). La transferencia de electrones desde el complejo bc1 a NirK ocurre a

través del citocromo csso, codificado por el gen cycA (Bueno et al., 2008).

cNor de B. diazoefficiens es codificada por los genes norCBQD, que dan lugar
ala sintesis de cuatro proteinas de 17,41, 29 y 70 kDa, respectivamente (Figura 2.9).
La proteina NorC es un citocromo c asociado a membrana, que se une a NorB,
subunidad homdéloga a la subunidad I (FixN) de la oxidasa terminal cbbs de distintas
bacterias. NorC y NorB corresponden a las subunidades estructurales, mientras que
NorQ y NorD tienen funciones desconocidas hasta el momento, aunque se
relacionan con la maduracién y ensamblaje de la enzima (mas informacién en el
apartado 2.1.2). Cepas deficientes en norC o norB son incapaces de crecer en

condiciones desnitrificantes y ademas acumulan NO (Mesa et al., 2002).

En B. diazoefficiens la Nos es codificada por el operén nosRZDFYLX. Los seis primeros
genes son fundamentales para la reducciéon del N20 a N2, y se encuentran en la
mayoria de los procariotas que poseen esa capacidad (Zumft y Kroneck, 2007). La
proteina NosZ actda de subunidad catalitica agrupandose en homodimeros,
contiene dos centros de cobre, Cua y Cuz, donde este ultimo es el que une el N20 para
llevar a cabo la reduccion (Figura 2.9). Las proteinas NosR y NosX son flavoproteinas
que se relacionan con el transporte electronico desde las quinonas a NosZ. Los genes
nosDFL codifican un transportador tipo ABC que es necesario para la biosintesis del
grupo Cuz. Finalmente, NosL es una chaperona que esta implicada en el transporte

y ensamble de Cuz a NosZ (mas informacion en el apartado 2.1.2). Cepas de B.
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diazoefficiens deficientes en las proteinas NosR y NosZ crecen en condiciones

desnitrificantes, pero acumulan grandes cantidades de N20 (Velasco et al., 2004).

En B. diazoefficiens existe una compleja red de regulacion formada por dos
cascadas interconectadas entre si, FixL]-FixKz-NnrR y RegSR-NifA (Figura 2.10), que
controla la expresion de los genes implicados en el metabolismo microéxico de esta
bacteria tanto en vida libre como en simbiosis (revisado por Bueno et al., 2012 y

Torres et al.,, 2016).
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Figura 2.9. Representacion esquematica del proceso de desnitrificacion en B.
diazoefficiens. UQ, uiquinona, UQH2, ubihidroquinona; NDH, NADH deshidrogenas; SCH,
succinato deshidrogenasa. Las flechas discontinuas indican el flujo de electrones. Tesis Juan
Cabrera.

2.4.1.1. Cascada FixL]-FixKz-NnrR

Una disminucién moderada en la concentracion de oxigeno en la fase gaseosa (<5%)
es suficiente para activar la expresion de los genes dependientes de FixL]-FixKo.
Como se ha descrito anteriormente (apartado 2.4), FixL detecta la sefial de bajo
oxigeno, se autofosforila y transfiere el grupo fosforilo a Fix], que transduce la sefal
a la activacién de la transcripcidn del gen fixKz. La proteina reguladora FixK2 induce
la expresion de mas de trescientos genes, entre los cuales se encuentran genes
reguladores (rpoNi, fixKi y nnrR), genes asociados al metabolismo microéxico
(fixNOQP) o genes implicados en desnitrificacién (napEDABC, nirK, norCBQD y
nosRZDFYLX) (Nellen-Anthamatten et al., 1998; Mesa et al., 2003, 2005; Bedmar et
al,, 2005; Robles et al,, 2006 y Mesa et al,, 2008). Entre los genes controlados por
FixKz, nnrR codifica el regulador NnrR, necesario para la maxima expresion de los

genes de la desnitrificacion en respuesta a NO, de manera que expande la cascada
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como FixL]-FixKz-NnrR (Figura 2.10 y 2.8). Se desconoce, hasta la fecha, si FixKz
actiia sobre la expresion del gen nnrR de forma directa o indirecta, asi como los
genes que forman parte del regulén de NnrR, y el mecanismo molecular por el cual

NnrR controla sus dianas en respuesta a NO.

2.4.1.2. Cascada RegSR-NifA

La induccion de los genes controlados por la cascada RegSR-NifA requiere muy baja
concentracion de oxigeno (<0,5%) debido a la alta sensibilidad de NifA al oxigeno
(Figura 2.10). El regulador de respuesta RegR del sistema regulador de dos
componentes RegSR (ver apartado 2.2.4) induce la expresion del operon fixR-nifA,
el cual esta precedido de dos promotores solapantes, P1 y P2 (Barrios et al.,, 1995y
Bauer et al., 1998). RegR activa la transcripcién desde el P2 independientemente de
la concentracion de oxigeno. En condiciones anaerobicas, NifA junto con la ARNP
que contiene RpoN (0°%) induce su propia sintesis activando el promotor P1 de fixR-
nifA. RpoN de B. diazoefficiens esta codificado por dos genes muy similares y
funcionalmente equivalentes (rpoNz1 y rpoNz) (Kullik et al., 1991). El gen rpoN1 esta
bajo el control de la proteina FixKz, es por ello que se considera el nexo de unién
entre las dos cascadas reguladoras. RegR también esta implicada en la maxima
induccion de los genes de la desnitrificacién, y es capaz de interaccionar
directamente con la regién promotora de los genes norCBQD y nosRZDFYLX (Torres
et al., 2014). NifA, ademas de ser el regulador transcripcional de los genes nif'y fix,
también esta implicada en la maxima induccion de la expresion de los genes

napEDABC, nirK y norCBQD (Figura 2.10, Bueno et al., 2010).
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Figura 2.10. Red de regulacion presente en B. diazoefficiens, compuesta por las
cascadas FixL]-FixK2-Nnnr y RegSR-NifA. (Mesa et al., 2003; Sciotti et al., 2003; Mesa et
al,, 2008; Bueno et al., 2010, 2017; Torres et al.,, 2011, 2016 y Fernandez et al., 2016).

2.4.1.3. Control diferencial por FixKz y NnrR

Como se ha comentado anteriormente, FixK2 y NnrR pertenecen a la familia de
proteinas de tipo CRP/FNR, factores transcripcionales bacterianos que responden a
un amplio rango de sefiales intracelulares y medioambientales (Korner et al., 2003).
Estudios basados en la estructura del complejo FixK2-ADN (Bonnet et al., 2013;
apartado 2.3.1), asi como deducidos del alineamiento de las cajas FixK2 de genes
controlados directamente por FixKz (Mesa et al.,, 2008; Reutimann et al.,, 2010 y
Bueno et al., 2017) han permitido proponer una secuencia palindrémica de 14 pb,
TTG(A/C)-Ne6-(T/G)CAA como el sitio de union de FixKz. En la regién promotora de
los genes de la desnitrificacion napEDABC, nirK, norCBQD y nosRZDFYLX y del gen
nnrR se localizan secuencias palindromicas con homologia a la caja FixKza las que a
priori se podrian unir FixKz, NnrR o ambas proteinas (caja FixKz, caja NnrR;
apartado 2.3.1; Velasco et al., 2001; Mesa et al., 2002; Delgado et al., 2003; Mesa et
al, 2003 y Velasco et al.,, 2004). Aunque, sélo las cajas asociadas a los genes
napEDABC, nosRZDFYLX y nnrR conservan los determinantes moleculares de la

union a FixKz de la secuencia consenso.
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En B. diazoefficiens la inducciéon de los genes napEDABC tiene lugar bajo
condiciones de microoxia, independientemente de la presencia de NO3-o de un 6xido
derivado de él (NOx) y depende principalmente de FixKz. En experimentos de
transcripcion in vitro (IVT) se ha verificado el control directo de los genes napEDABC
por FixKz en colaboracién con la ARNP de B. diazoefficiens (Bueno et al., 2017). Sin
embargo, NnrR es incapaz de interactuar con la caja FixKz del promotor presente en
napEDABC en ensayos de calorimetria de titulacién isotérmica (ITC) (Bueno et al,,

2017).

Igualmente, a lo observado para los genes napEDABC, el gen nirK se induce
significativamente en condiciones de microoxia, sin embargo, s6lo se alcanza su
maxima expresion en presencia de un NOx (NOs3,, NO2, NO; Bueno et al., 2017).
Ademas, el gen nirK es una diana directa de la proteina FixKz, ya que se detect6 un
transcrito especifico (aunque de intensidad mas débil al observado en el caso de los
genes napEDABC) en ensayos de IVT en presencia de proteina FixKz, purificada. Una
de las razones que podrian explicar esta observacidn podria deberse a diferencias
entre la caja FixKz presente en el promotor del gen nirK y aquella presente en el
promotor de los genes napEDABC, asi como con la secuencia consenso de la caja
FixKz. Otra de las razones, podria ser la necesidad de otro regulador que actie en
colaboracion con la proteina FixKz. Si bien cabe decir que proteina NnrR
recombinante purificada fue incapaz de interactuar con la caja FixKz presente en la

region promotora de nirK (Bueno et al., 2017).

A diferencia de lo descrito en los genes napEDABC y nirK, los genes norCBQD
requieren la presencia tanto de microoxia como de un NOx para su expresion
maxima siendo el NO, la molécula sefial necesaria para la induccién de los genes
norCBQD en B. diazoefficiens (Bueno et al.,, 2017). La dependencia de NO para la
expresion de norCBQD sugiere que NnrR podria tener un papel de activador
transcripcional en respuesta a NO de estos genes. De hecho, los niveles de expresion
de los genes norCBQD en una cepa mutante nnrR son basales (Mesa et al., 2003;
Bueno et al.,, 2017). Ademas, la mutante nnrR es incapaz de crecer en anoxia con
nitrato (Mesa et al.,, 2003), posiblemente debido a la acumulacién de NO hasta
niveles citotéxicos. A diferencia de lo descrito anteriormente para el caso de

napEDABC y nirK, la proteina FixKz fue incapaz de iniciar la transcripcion desde el
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promotor de norCBQD en ensayos de IVT. Sin embargo, experimentos de ITC
demuestran que NnrR se unié especificamente a la secuencia palindrémica presente

en el promotor de los genes norCBQD (posible caja NnrR) en condiciones anoxicas.

El conocimiento de la regulacion de los genes nosRZDFYLX en B. diazoefficiens
es mas escaso, si bien se sabe que, al igual que lo observado en los genes napEDABC,
nirK'y norCBQD requiere microoxia y la presencia de NOx para su expresion (Velasco

etal, 2004).

Tampoco se ha investigado si FixKz es capaz de activar directamente la
transcripcion del gen nnrR de manera que la proteina NnrR podrian colaborar en la

activacion de algunas de sus dianas (p. ejem. nirK).

Los determinantes moleculares que definen la unién discriminatoria entre
FixKz y NnrR pueden derivarse de diferencias a nivel de proteina o de la secuencia
de reconocimiento del ADN (caja FixKz o caja NnrR). En este sentido, resulta
interesante estudiar el mecanismo molecular implicado en esta regulacién
diferencial de los genes de la desnitrificacién de B. diazoefficiens por parte de las

proteinas FixKz y NnrR.
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3. OBJETIVOS

B. diazoefficiens es la Unica bacteria del orden Rhizobiales que es capaz no sélo de
establecer simbiosis fijadoras de nitrégeno con plantas de soja, sino también de
llevar a cabo una desnitrificacién completa tanto en vida libre como en simbiosis.
Por ello, B. diazoefficiens se considera un modelo para estudiar la interrelacién entre
fijacion de nitrégeno y desnitrificacién, procesos antagonistas del ciclo del

nitrégeno.

Estudios previos realizados en el Grupo de Investigacién donde he realizado
esta Tesis, han demostraron la implicacién de la red de regulacién FixL]-FixK.-NnrR
en el control de la desnitrificacion. De hecho, experimentos de transcriptomica de
una mutante fixK, cultivada en condiciones microéxicas permitieron identificar
entre los genes controlados por FixK., algunos de los genes estructurales de las
enzimas desnitrificantes (napEDABC y nirK) y el gen nnrR, que codifica el regulador
NnrR, necesario para la maxima expresion de los genes de la desnitrificacion en
respuesta a NOx (Mesa et al, 2003; Mesa et al, 2008). Ademas, mediante
experimentos de transcripcion in vitro se ha demostrado que FixK. regula
directamente los genes napEDABC y nirK pero es incapaz de activar la transcripcién
de los genes norCBQD (Bueno et al., 2017). Sin embargo, se desconoce, hasta la fecha,
si FixK, actua directamente sobre la expresion de los genes nosRZDFYLX o el gen
nnrR. Por otro lado, siendo NnrR un regulador clave en la desnitrificacion, no se

conoce aun el regulon completo de esta proteina en condiciones desnitrificantes.

Resultados previos a esta Tesis Doctoral (Bueno et al., 2017) han propuesto
la existencia de un control diferencial de los genes de la desnitrificacién de B.
diazoefficiens por parte de las proteinas FixK. y NnrR. En este control, napEDABC'y
nirK son dianas directas de FixK;, mientras que NnrR es capaz de unirse solamente
a la region promotora de los genes norCBQD. Sin embargo, se desconocian los

determinantes moleculares que discriminan la regulacién mediada por FixK.y NnrR.

Finalmente, a diferencia de FixK. que se ha estudiado en profundidad, el
mecanismo molecular por el cual NnrR controla sus dianas en respuesta a NO se
desconoce. Se ha demostrado la implicacién del hemo como cofactor de otros

reguladores con funcion similar a NnrR como es el caso de DNR de P. aeruginosa. Sin
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embargo, se desconoce si NnrR podria tener un mecanismo molecular parecido y
requerir hemo para activar la expresion de sus dianas en respuesta a NO. De acuerdo
a los antecedentes descritos, para esta Tesis Doctororal se plantearon los siguientes

objetivos:

1. Identificar y caracterizar nuevos genes controlados por NnrR y FixK.
implicados en el proceso de desnitrificacion de B. diazoefficiens.

2. Estudiar el mecanismo molecular de NnrR en respuesta a NO.

3. Identificar los determinantes moleculares a nivel de ADN que discriminan el

control mediado por FixK.y NnrR.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1.

Materiales

4.1.1. Cepas bacterianas

Las cepas bacterianas de B. diazoefficiens y E. coli usadas en este trabajo se indican

en la siguiente tabla (Tabla 4.1), junto a su descripciéon mas relevante.

Tabla 4.1. Cepas bacterianas

Cepas Descripcion relevante Resistencia Referencia
E. coli
Bethesda Research
supE44AlacU169 (¢80
DH5a Laboratories Inc.,
lacZAM15) hsdR17 recAl -
Gaithersburg,
gyrA96 thi-1 relAl
MD, Estados Unidos
F-opmT hsdSs(rB-mB-) gal dem
BL21(DE3) - Novagen Inc.
(DE3)
F- A- fhuAZ2 [lon] ompT [dcm]
endA1 lacZ::T7 genel gal
ER2566 sulA11 A(mcrC-mrr)114::1S10 - NEB®
R(mcr-73::miniTn10-Tets)2
R(zgb-210::Tn10)(Tets)
thi, pro, recA, hsdR, hsdM,
S17-1 Tpr SmrSpr Simon et al., 1983
RP4Tc::Mu, Km::Tn7
Figurski y Helinski,
HB101 pRK2013 Vector “helper” Kmr 1979; Heinze et al,,
1980
B. diazoefficiens
United States
Department of
USDA 110 Cepa silvestre Cmr
Agriculture, Beltsville,
MD, Estados Unidos
Regensburger y
110spc4 Cepa silvestre Cmr Spr

Hennecke, 1983
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3447 cycA::Tn5-233 Kmr Gmr Bott et al., 1995
GRZ3035 nosz::Q) Cmr Spr Smr Velasco et al., 2004
Nellen-Anthamatten
9043 fixKz::Q Cmr Spr Smr
etal, 1998
8678 AnnrR::aphll Cmr Spr Kmr Mesa et al., 2003
8882 AcycS::aphll Cmr Spr Kmr Mesa et al., 2008
2003 Acy; Cmr Spr Este trabajo
GRPA1 napA::Q Cmr Spcr Smr Delgado et al., 2003
GRK308 nirK::Q Cmr SpcrSmr Velasco et al,, 2001
GRN307 hemN,::Q Cmr Spr Smr Fischer et al., 2001
R-lacZ int d 1
110spc4-BG0O301 rlosT-iacz mtegrada en @ Crr Spr Ter Este trabajo
cromosoma de 110spc4
Z-lacZ int d 1
110spc4-BG0O302 rlose-lacz Integrada en € Cmr Spr Ter Este trabajo
cromosoma de 110spc4
D-lacZ int d 1
110spc4-BG0303 rosu-iacz integraca en € Cmr Spr Tcr Este trabajo
cromosoma de 110spc4
nosR-lacZ integrada en el
110spc4-BG0304 cromosoma de 110spc4, caja Cmr Spr Tcr Este trabajo
FixK, completa
nosR-lacZ integrada en el
110spc4-BG0305 cromosoma de 110spc4, caja Cmr Spr Tcr Este trabajo
FixK; parcial
nosR-lacZ integrada en el
110spc4-BG0306 cromosoma de 110spc4, sin Cmr Spr Tcr Este trabajo
FixK;
nosR-lacZ integrada en el
GRPA1-BG0301 Cmr Spr Smr Tcr Este trabaj
cromosoma de GRPA1 TSP SmE e Ste trabajo
R-lacZ int d 1
GRK308-BG0301 posirldea itegtacaen ¢ Cmr Spr Smr Ter Este trabajo

cromosoma de GRK308
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nosR-lacZ integrada en el

9043-BG0301 cromosoma de 9043 Cmr SprSmr Tc Este trabajo
nosR-lacZ integrada en el _
8678-BG0301 cromosoma de 8678 Cmr Spr Tc Este trabajo
norC-lacZ integrada en el
2499 (U1 Cmr Spr Tcr M tal., 2003
(U1) cromosoma de 110spc4 mspr e esaetal,
C-lacZ int d 1
2499R AorLace INTERrada en el ¢ SprKmrTer Mesa et al,, 2003
cromosoma de 8678
C-lacZ int d 1
2499K?2 ror.-iaczintegraca en € Crr SprSmrTer Mesa et al, 2003
cromosoma de 9043
C-lacZ int d 1
norC-lacZ integrada en e CmrSpr, Tet®, .
2499R-nnrR cromosoma de 8678 y KmR. SmR Este trabajo
complementada con pRJ8845 ’
norC-lacZ integrada en el Cmr Spr SmrTer .
2499K2-nnrR cromosoma de 9043 y K Este trabajo
complementada con pMB1407
norC-lacZ integrada en el
2499hemN2 Cmr Spr Smr Tcr Este trabaj
em cromosoma de GRN307 e optsmeie Ste trabajo
110spc4-MB1370 Cepa parental::fixN-lacZ Cmr Spcr Ter Este trabajo
Cepa parental::fixN-lacZ (Caja ,
110spc4-MB1373 Cmr Spcr Tcr Este trab
Spe FixK; transversion A11 vs T) mspetRe Ste trabajo
Cepa parental::fixN-lacZ (Caja
110spc4-MB1374 FixK;transversiones A4 vs. Ty Cmr Spcr Tcer Este trabajo
Al1lvs.T)
Cepa parental::fixN-lacZ (Caja
110spc4-MB1376 FixK; transversiones T10 vs. A Cmr Spcr Tcr Este trabajo
yAllvs. T)
Cepa parental::fixN-lacZ (Caja
110spc4-MB1377 FixK; transversiones 1-5y 10- Cmr Spcr Tcer Este trabajo
14)
C tal::norC-lacZ
110spc4-MB1412 ©pa parentatnort-iae Cmr Sper Ter Este trabajo
parental
Cepa parental::norC-lacZ (Caja
110spc4-MB1416 NnrR transversion T11 vs. A Cmr Spcr Tcer Este trabajo

/A4 vs C)
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4.1.2. Plasmidos

En la siguiente tabla se describen todos los plasmidos empleados para el desarrollo

de esta tesis (Tabla 4.2).

Tabla 4.2. Plasmidos

Plasmidos Descripcion relevante

Resistencia

Referencia

pBBR1MSC-2 lacZ mob+, vector de clonacion

Kmr

Kovach et al., 1994

phagemid excindido de lambda
pBluescript KS (+)
ZAP, vector de clonacion

Stratagene

pGEM-T Easy lacZ, vector de clonacion

Pomega

lacZ sacB mob+, vector suicida
pK18mobsacB
movilizable, derivado de pUC18

Schifer et al., 1994

Vector suicida para la
pSUP3535 construccién de fusiones

transcripcionales con el gen lacZ

Tcr

Mesa et al., 2003

IMPACT Mxe GyrA Inteina CBD,
vector de expresién para
purificacion de proteinas sin
pTXB1 etiqueta mediante la etiqueta de
intefna/ dominio de unién a
quitina bajo el control del

promotor T7

Apr

New England Biolab

(Vector de clonacién pEX_K168)

fragmento EcoRI-Pstl de 243 pb
pEX_K168 nnrRbox

con la caja NnrR del promotor
mut 11, 4

de norC mutada en posiciéon 11y

4

Kmr

Eurofins Genomics

(pSUP3535) fragmento EcoRI-
pBG0301 Pstl de 558 pb con la regiéon 5’

de nosR

Tcr

Este trabajo
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pBG0302

(pSUP3535) fragmento EcoRI de
1024 pb con laregién 5’ de nosZ

Tcr

Este trabajo

pBG0303

(pSUP3535) fragmento EcoRI de
875 pb con laregion 5’ de nosZ

Tcr

Este trabajo

pBG0304

(pSUP3535) fragmento EcoRI de
224 pb con laregion 5’ de nosR
incluyendo la caja FixK;

completa

Tcr

Este trabajo

pBG0305

(pSUP3535) fragmento EcoRI de
218 pb con laregion 5’ de nosR
incluyendo la caja FixK,

incompleta

Tcr

Este trabajo

pBG0306

(pSUP3535) fragmento EcoRI de
168 pb con laregién 5’ de nosR

no incluyendo la caja FixK»

Tcr

Este trabajo

pDB4020

(pRJ9519) fragmento Xbal-
EcoRI de 486 pb con el
promotor de nosRZDFYLX

Este trabajo

pMB1122

(pTXB1) fragmento Ndel-
Bcul(Spel) de 727 pb con el gen
nnrR clonado en fase con la
etiqueta de inteina/dominio de
union a quitina (CBD) para la
expresion y purificacion de

NnrR sin etiqueta

Apr

Este trabajo

pMB1300

(pBluecript KS [+]) fragmento
EcoRI-HindlIIl de 366 pb con la
parte 3’ del promotor de

fixNOQP

Apr

Este trabajo

pMB1307

(pMB1300) fragmento BamHI-
Munl de 777 pb con la parte 5’
del promotor de fixNOQP con la
caja FixK, mutada en posicién

11

Este trabajo
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pMB1310

(pMB1300) fragmento BamHI-
Munl de 777 pb con la parte 5’

del promotor de fixNOQP con la
caja FixK; mutada en posicion 4

y 11

Apr

Este trabajo

pMB1316

(pEX-K4) fragmento Mrel de
1040 pb del promotor de
fixNOQP con la caja FixK»

mutada en las posiciones de la 1

alaSydelal0alal4

Kmr

Eurofins Genomics

pMB1357

(pMB1300) fragmento BamHI-
Munl de 777 pb con la parte 5’
del promotor de fixNOQP con la
caja FixK; mutada en posicion

10y 11

Apr

Este trabajo

pMB1363

(pRJ9519) fragmento BamHI-
EcoRI de 563 pb del promotor
de fixNOQP con la caja FixK;

mutada en posicion 11

Este trabajo

pMB1364

(pRJ9519) fragmento BamHI-
EcoRI de 563 pb del promotor
de fixNOQP con la caja FixK;

mutada en las posiciones 4y 11

Apr

Este trabajo

pMB1366

(pRJ9519) fragmento BamHI-
EcoRI de 563 pb del promotor
de fixNOQP con la caja FixK;

mutada en posiciones 10y 11

Apr

Este trabajo

pMB1367

(pRJ9519) fragmento BamHI-
EcoRI de 563 pb del promotor
de fixNOQP con la caja FixK;
mutada en las posiciones de la 1

alaS5ydelal0ala14

Apr

Este trabajo
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pMB1370

(pSUP3535) fragmento EcoRI-
Pstl de 566 pb del promotor de
fixNOQP, para la construccion de
la fusidén transcripcional

PfixN::lacZ

Tcr

Este trabajo

pMB1373

(pSUP3535) fragmento EcoRI-
Pstl de 566 pb del promotor de
fixNOQP con la caja FixK»

mutada en posicion 11

Tcr

Este trabajo

pMB1374

(pSUP3535) fragmento EcoRI-
Pstl de 566 pb del promotor de
fixNOQP con la caja FixK»

mutada en las posiciones 4y 11

Tcr

Este trabajo

pMB1376

(pSUP3535) fragmento EcoRI-
Pstl de 566 pb del promotor de
fixNOQP con la caja FixK»

mutada en posiciones 10y 11

Tcr

Este trabajo

pMB1376

(pSUP3535) fragmento EcoRI-
Pstl de 566 pb del promotor de
fixNOQP con la caja FixK»

mutada en posiciones 10y 11

Tcr

Este trabajo

pMB1377

(pSUP3535) fragmento EcoRI-
Pstl de 566 pb del promotor de
fixNOQP con la caja FixK»
mutada en las posiciones de la 1

alaS5ydelalOala14

Tcr

Este trabajo

pMB1400

(pR8870) fragmento BamHI-
EcoRI de 258 pb con la region

intergénica nnrS-nnrR

Apr

Este trabajo

pMB1401

(pRJ9519) fragmento HindIlI-
EcoRI de 289 pb con el

promotor de cycA

Apr

Este trabajo

pMB1407

(pBBR1MSC-2) fragmento Kpnl-
BamHI1 de 770 pb del gen nnrR

Kmr

Este trabajo
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pMB1408

(pBluecript KS [+]) fragmento
HindIlI-Pstll de 1098 pb con el
promotor de norC procedente de

pRJ2499

Este trabajo

pMB1409

(pMB1408) mutacion de la caja
NnrR del promotor norC en Apr

posicién 11 por QuikChange

Este trabajo

pMB1412

(pSUP3535) fragmento EcoRI-
Pstl de 243 pb procedente de
pMB1408 con la caja NnrR del
promotor norC parental para la Tcr
construccion de la
fusion transcripcional

PnorC::lacZ

Este trabajo

pMB1413

(pSUP3535) fragmento EcoRI-
Pstl de 243 pb procedente de
pMB1409 con la caja NnrR del
promotor de norC mutado en la Tcr
posicién 11, parala
construccioén de la fusién

transcripcional PnorC::lacZ

Este trabajo

pMB1414

(pRJ9519) fragmento EcoRI-
HindlIll de 243 pb procedente de
pMB1408 con la caja NnrR

parental del promotor de norC

Este trabajo

pMB1415

(pRJ9519) fragmento EcoRI-
HindlIIl de 243 pb procedente de
pMB1409 con la caja NnrR del Apr
promotor de norC mutado en la

posicién 11

Este trabajo
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(pSUP3535) fragmento EcoRI-
Pstl de 243 pb procedente de

pEX_K168 nnrRbox mut, con la

pMB1416 caja NnrR del promotor de norC
mutado en la posicion 11y 4,

para la construccién de la fusiéon

transcripcional PnorC::lacZ

Tcr

Este trabajo

(pRJ9519) fragmento EcoRI-
HindIII de 243 pb procedente de
pMB1417 pEX_K168 nnrRbox mut, con la
caja NnrR del promotor de norC

mutado en la posicién 11y 4

Apr

Este trabajo

(pGEM-T easy) fragmento de
pMB2000 PCR de 614 pb con laregion 5’

flanqueante del gen cy;

Apr

Este trabajo

(pGEM-T easy) fragmento de
pMB2001 PCR de 609 pb con la region 3’

flanqueante del gen cy:

Apr

Este trabajo

(pK18mobsacB) fragmento
pMB2002 BamHI/EcoRI de 615 pb
procedente de pMB2000

Kmr

Este trabajo

(pMB2002) fragmento
pMB2003 BamHI/Pstl de 634 pb
procedente de pMB2001

Kmr

Este trabajo

[PET-24c(+)] fragmento Ndel-
pRJ0004 Notl de 701 pb codificando el
derivado C183S-FixK>-Hises

Kmr

Bonnetetal., 2013

(pSUP3535) fragmento EcoRl de
4046 pb con el promotor norC
pRJ2499 para la construccién de la
fusion transcripcional

PnorC::lacZ

Tcr

Mesa et al., 2003

(pRJ9519) fragmento BamHI-
pRJ8816 EcoRI de 563 pb del promotor
de fixNOQP

Apr

Mesa et al., 2005
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(pRJ9519) promotor fixGHIS en

pRJ8817 un fragmento Xbal-EcoRI de 524 Apr Mesa et al., 2005
pb
(pPP3750.1) fragmento Xbal-
pRJ8845 Hindlll de 1474 pb con el gen Smr Spr Tesis de Eloy

nnrR procedente de pR]8841

(pRJ9519) fragmento Sacll-Xbal
de 210 pb con un segundo
pRJ8870 terminador rrn de B. Apr
diazoefficiens clonado en los

sitios Sacll y Xbal

Mesa et al., 2008

[pBluescript SK(+)] fragmento
BstXI-Kpnl de 308 pb con el
pRJ9519 terminador rrn de B. Apr
diazoefficiens clonado en los

sitios Hincll y Kpnl

Beck et al., 1997

[pBluescript SK(+)]fragmento
Sacl-Smal de 468 pb con el
pRJ9601 Apr
promotor y terminador rrn de B.

diazoefficiens

Beck et al., 1997

4.1.3. Oligonucledtidos

Los oligonucleétidos empleados para el desarrollo de este trabajo se enumeran en

la siguiente tabla (Tabla 4.3).

Tabla 4.3. Oligonucleétidos.

Nombre Gen Secuencia ADN (5’ - 3’)
Oligonucleétido

Referencia

Mutagenesis

Amplificacién de la region 5’ flanqueante de cy2

BLL1F cy2 GCTCTAGAGCACTAGTCGGTCAGTCCCTTCTCCTTT

Este trabajo

BLL1R cyz CGGGATCCCGGCATGAGCACGAAGATCAGA

Este trabajo

Amplificacién de la region 3’ flanqueante de cy2

BLL2F cy2 CGGGATCCCGGCCAATGTCATCGCCTATCT

Este trabajo
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BLL2R cyz CGGAATTCCGGATCATGCCCGATGTCGT Este trabajo
qRT-PCR
norC_3_for norC GCAGATGCCGCAGTTCAAC Este trabajo
norC_3_rev norC TGATCGTGCTCACCCATTG Este trabajo
nosR_qRT_PCR_F nosk ATGATCCAGGTGCGGCTGAAG Este trabajo
nosR_gRT_PCR_R nosk CCGGCTGTGATGATTGTGTTCG Este trabajo
cycA_for_1 cycA AACAAGAATTCCGGCATCAC Torres et
al,, 2014
cycA_rev_1 cycA TGATCTCGGTCTCGTTCTTG Torres et
al,, 2014
SigA-1069F sigA GAGATCATCGTCGAGGTGAAG Lindemann
etal.,, 2007
SigA-1155R sigA GCGCTTGTTGATGTCGTAGA Lindemann
etal.,, 2007
bll12388_for cyz GAATGTCATCGACCGCAAG Torres et
al,, 2014
bll12388_rev cy:2 TTGCATCAGAATAGGCGAAG Torres et
al,, 2014
rpoN1-qRT-for rpoN: TAACTTGCGCGAGTGCCTG Este trabajo
rpoN1-qRT-rev rpoN1 CTTGGCGAGGAGATCGAGATG Este trabajo
16S_qRT_For 16s GCAGGCTTAACACATGCAAGTC Este trabajo
16S_qRT_Rev 16s AGGTACGTTCCCACGCGTTACTC Este trabajo
Molde IVT
cycA_1 _for IVT cycA ATAGAATTCCGCCAGCACTGCCTGGTC Este trabajo
cycA_1_rev_IVT cycA CGCAAGCTTAAGGGTGCTCTTCGTCTCTTCC Este trabajo
nnrR_6_for nnrR/ ATAGGATCCAGCGGCCAGCCCGCAAAGTTG Este trabajo
nnrS
nnrR_6_rev nnrR/ ATAGAATTCCCAGGGCTTCCGGCGTGACCC Este trabajo
nnrS
bll13466_3_for bll3466 CGGAATTCACTCCGGCTCGGGTCGGTTTAC Este trabajo
bll3466_3_rev bll3466 ATGGATCCGCAGGTCCTGCGAGGATGCATAG Este trabajo
nosR_For_Transc nosk AAATCTAGAGGCGCGATTGTGACCATCTTGC Este trabajo
nosR_Rev_Transc  nosR AAAGAATTCGGACGAGAGCACGCAAAGGAAC Este trabajo
fixN4_for fixN CGGGATCCCGACTCCTATCCGGTCGAGGAC Mesa et al.,
2005
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fixN4_rev

fixN

CGGAATTCCGGGTCATGGATTTGGAGATGG

Mesa et al.,,
2005

Resonancia de plasmoén de superficie

fixN3-for fixN CCACCTATCTTGATTTCAATCAATTCCCCG Este trabajo
fixN3-rev-biot fixN (Biot)CGGGGAATTGATTGAAATCAAGATAGGTGG Este trabajo
fixn23-for fixN CCACCTATCCCAGCTTCAGCTGGTTCCCCG Este trabajo
fixN23-rev-biot fixN (Biot)CGGGGAACCAGCTGAAGCTGGGATAGGTGG Este trabajo
fixN24-for fixN CCACCTATCTTGATTTCAAACAATTCCCCG Este trabajo
fixN24-rev-biot fixN (Biot)CGGGGAATTGTTTGAAATCAAGATAGGTGG Este trabajo
fixN25-for fixN CCACCTATCAACTATTCATAGTTTTCCCCG Este trabajo
fixN25-rev-biot fixN (Bio)CGGGGAAAACTATGAATAGTTGATAGGTGG Este trabajo
fixN26-for fixN CCACCTATCTTGATTTCATACAATTCCCCG Este trabajo
fixN26-rev-biot fixN (Biot)CGGGGAATTGTATGAAATCAAGATAGGTGG Este trabajo
norC_4_for norC ACGCGCTCATTGCGCCCTGACAAAGAACCGGC Este trabajo
norC_4_rev norC (Biot)GCCGGTTCTTTGTCAGGGCGCAATGAGCGCGT Este trabajo
norC_5_for norC ACGCGCTCATTGCGCCCTGTCAAAGAACCGGC Este trabajo
norC_5_rev norC (Biot)GCCGGTTCTTTGACAGGGCGCAATGAGCGCGT Este trabajo
norC_6_for norC ACGCGCTCATTGAGCCCTGTCAAAGAACCGGC Este trabajo
norC_6_rev norC (Biot)GCCGGTCTTTGACAGGGCTCAATGAGCGCGT Este trabajo

RT-PCR co-transcripcién

al CGTAGGACCAGAATGCGAAGG Este trabajo
a2 CGACAGGTAACCGTTCAGG Este trabajo
bl TTCTGCGGTTGGCTCTG Este trabajo
b2 TTTGTTACCACCGCCCC Este trabajo
cl CGGCCTACGACGGCAAGGG Este trabajo
c2 CAGCAGTCAGCGTCTCC Este trabajo
d1 GGAGGGCGGAAGATGAG Este trabajo
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d2 GGAGTTGCGAGATCGAG Este trabajo
el CTCGATCTCGCAACTCC Este trabajo
ez ATTGAGGAACAGCAGCG Este trabajo
f1 CGCTGCTGTTCCTCAAT Este trabajo
f2 CCTGCTTGCGGCTCTCG Este trabajo
gl CGAGAGCCGCAAGCAGG Este trabajo
g2 CTGCTGCCCACCTTCGC Este trabajo
hl GGCACCAGCAAATCTCA Este trabajo
h2 CTTGGAAAGCGTGTGTGCG Este trabajo
5'RACE

SP1_nosR nosk GGAATAGCCGACCGCATTGG Este trabajo
SP2_nosR nosR GCGTCTAGAGACGCGGTGTTGAAGGACGAG Este trabajo
(dT)17-adaptor- nosR GACTCGAGTCGACATCGATTTTTTTTTTTTTTTTT Este trabajo
primer

adaptor-primer nosR GACTCGAGTCGACATCG Este trabajo
SP6 nosR ATTTAGGTGACACTATAG Este trabajo

Fusiones transcripcionales

PnosR.r nosR GGGACCTCGAACGTGAAC Este trabajo
PnosZ.f nosZ GGATGCGGATATGGCGCG Este trabajo
PnosZ.r nosZ GATTGCCTCCTCGGCTTTCG Este trabajo
PnosRfull.f nosR CTTGATCCAGCGCAAACACTC Este trabajo
PnosRhalf.f nosR ATCCAGCGCAAACACTCTTTCG Este trabajo
PnosRno.f norR CCTGCGTCAACGGCGACTTC Este trabajo
fixN28_for fixN TCAGAATTCACTCCTATCCGGTCGAGGAC Este trabajo
fixN28_rev fixN TCGCTGCAGTCAGGTCATGGATTTGGAGATGG Este trabajo

Complementacién con el gen nnrR

nnrR_7_for nnrR CTGGGTACCATGAGGTGCCATCACACTCCAGAG Este trabajo
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nnrR_7_rev nnrR ATAGGATCCAACCTGCCGGCGCAGCCATC Este trabajo
pPP375_for GCTATCACCATCATGCAGAC Este trabajo
pPP375_rev GGGCATTCTTGGCATAGT Este trabajo

Construccion del plasmido de expresion de NnrR -pMB1122

nnrR-8_for nnrR GCGCATATGGCCAAGGTCGACACATCGC Este trabajo

nnrR-8_rev nnrR GATACTAGTGCATCTCCCGTGATGCATGGCGCGCCGCTGTCG  Este trabajo
GGGCTCC

pTXB1_1 GGGAATTGTGAGCGGATAAC Este trabajo

pTXB1_2 ATTGCCATGCCGGTCAAG Este trabajo

Mutagénesis puntual dirigida (QuickChange™)

Mutagénesis promotor norC

norC8_For

GCGAAGCTTGGATCGTGCTCGATTTCCTC

Este trabajo

norC8_Rev

CCGCTCACAATTCTGCAGGTC

Este trabajo

norC9_mut_For

GACGCGCTCATTGCGCCCTGTCAAAGAACCGGCCGCGCGAAG

Este trabajo

norC9_mut_Rev

CTTCGCGCGGCCGGTTCTTTGACAGGGCGCAATGAGCGCGTC

Este trabajo

norC11_For ACAGAATTCGGATCGTGCTCGATTTCCTC Este trabajo
norC11_rev ACACTGCAGGCCATTGCCAATCCTTTCCG Este trabajo
norC12_rev ACGAAGCTTGCCATTGCCAATCCTTTCCG Este trabajo
M13For GTAAAACGACGGCCAGT Sigma
M13Rev AACAGCTATGACCATGATTACG Sigma

Mutagénesis promotor fixN

fixN7_for AAAGAATTCCCCGCGAGGGTGAATGTGG Este trabajo
fixN7_rev AAAAAGCTTCGACGAGGAAGCCGGCAATG Este trabajo
fixN8_for AAAGGATCCATTGGAGCAGGTCGCCGGCGACGTCGGAGC Este trabajo
fixN11_rev AAA CAATTGTTTGAAATCAAGATAGGTGGATTTCTG Este trabajo
fixN12_rev AAACAATTGTTTGAAAACAAGATAGGTGGATTTCTG Este trabajo
fixN27_rev AAA CAA TTGTATGAAATCAA GATAGGTGGATTTCTG Este trabajo
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Otros

nosRfusion_Pr_Ext ACGCCGTTCCTTCCTCAGTGTC
_for

lacZ_rv CCTCTTCGCTATTACGCCAG
pSUP3535_1 ACTGCCGGAAATCGTCGTGG

4.1.4. Medios de cultivo

Los medios de cultivo para E. coli y para B. diazoefficiens requeridos para el

desarrollo de este trabajo se detallan en la Tabla 4.4.

Tabla 4.4. Composicion, uso y referencia de los medios de cultivos usados en esta
tesis.

Medio de Composicion para 11de H20d Uso Referencia

cultivo

E. coli

LB (Luria- NaCl 5 g; Triptona 10 g; Extracto  Rutina (Miller, 1972)

Bertani) de levadura 5 g

B. diazoefficiens

PSY KH2P04 0,3 g; Na2HPO4 0,3 g; Rutina  (Regensburger and
(Peptone- CaClz-H20 0,05 g; MgS04:7H20 Hennecke, 1983),
salts-yeast 0,1 g; extracto de levadura 1 g; modificado en (Mesa

extract) peptona 3 g; **solucion (100x) etal., 2008)

de elementos traza 10 ml; *L-
arabinosa 0,1%. pH 7
YEM (Yeast  Manitol 5 g; NaCl 0,1 g; extracto  Rutina (Daniel y Appleby,
extract de levadura 1 g; K2HP04 0,5 g; 1972)
mannitol) MgS04-7H20 0,2 g, pH 7

La preparacion de medios de cultivo sdlidos se lleva a cabo adicionando 15 g

de agar bacterioldgico por litro de medio, tras la medicion del pH del medio.

La esterilizacion de los medios tiene lugar en autoclave a 121°C durante 20
min. La adiccion de la arabinosa al medio PSY se realiza tras el autoclavado, al igual

que los antibio6ticos en todos los casos.
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**Solucién de elementos traza (100x): H3BOs 1g; ZnSO04-7H20 0,1 g;
CuS04:5H20 0,05 g; MnCl2z 0,05 g; NazMo04:2H20 0,01 g; FeCls 0,1 g; H20d 1 litro.

4.1.5. Antibioticos

La adicion de antibioticos a los medios de cultivo se realiza a partir de soluciones
concentradas de los mismos en H20d y posterior esterilizaciéon con unidades de
filtracién Minisart® NML (Sartorius) de 0,2 um de tamafio de poro. En el caso de las
soluciones de tetraciclina y de cloramfenicol no es necesaria la esterilizaciéon por
filtracion ya que se emplea alcohol o una mezcla hidroalcohdlica para disolverlos. La

concentracion final de los distintos antibi6ticos es la que se indica en la Tabla 4.5.

Tabla 4.5. Antibioticos.

Cultivos de B. diazoefficiens Cultivos de E.
coli (liq.y

Nombre Liquido (pg/ml)  Sélido(ug/ml) S°l) (ng/ml)
Tetraciclina”® Tc 25 50 10
Espectinomicina Sp 100 200 25
Cicloheximida Chx 100
Sulfato de kanamicina Km 100 200 20
Sulfato de Sm 100 200 25
estreptomicina
Ampicilina Ap - - 200
Cloramfenicol* Cm 20 20 50
Gentamicina Gm 100 100 30

*La solucion concentrada de Tc se prepara en metanol:agua (1:1) o metanol
absoluto dependiendo de la concentraciéon de la misma (1 o 10 mg/ml],

respectivamente). **Para la solucidon concentrada de Cm se utiliza etanol.
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4.1.6. Soluciones

Todas las soluciones y tampones empleados para este trabajo se detallan en la

siguiente tabla (Tabla 4.6).

Tabla 4.6. Composicion y uso de las soluciones usadas en esta Tesis doctoral.

Solucion Composicion Uso
Tampon de Tris-HCI 50 mM; pH 7,5
fraccionamiento
. . Obtencién de
AEBSF 4-[2-Aminoethyl] benzepesulfonyl fluoride fraccién soluble
hydrochloride (Sigma) 1 mM
y de membranas
ADNasal “DNAse I” (Sigma) 20 pg/ml
NazHPO4:2H,0 60 mM; NaH;P04-H,0 40 mM; KCI
Tamoon Z 10 mM; MgS0O4 1mM. pH 7. El dia que se va a L,
p utilizar B-mercaptoetanol 50 mM. Deterr.m.nacmn
de actividad B-
: . . galactosidasa
Solucién de ONPG orto-mtrofenll-B-D-galactc,)plranomdo, 4 mg/ml
(en tampon Z)
APS Persulfato amonico (NH,) »S,05) 10%
H.0d 1,31 ml; Tris-HCl 1,5M pH 8,8, 1,25 ml;
Gel de resolucion acrilamida 30% (37,5:1), 2,34 ml; SDS 10%, 50 ul;
PAGE-SDS 14% APS 10% (preparado fresco), 31,25 pl; TEMED 6,6
M, 2,5 ul
PAGE-SDS

Gel de resolucion
PAGE-SDS 18%

H.0d 0,65 ml; Tris-HCl 1,5M pH 8,8, 1,25 ml;
acrilamida 30% (37,5:1), 3 ml; SDS 10%, 50 pl;
APS 10% (preparado fresco), 50 pl; TEMED 6,6 M,
5ul

Gel de
empaquetado
PAGE-SDS 4%

H»0d, 0,91 ml; Tris-HCl 0,5M pH 6,8, 0,375 ml;
acrilamida 30% (37,5:1), 0,2 ml; SDS 10%, 15 pl;
APS 10% (fresco), 30 ul; TEMED 6,6 M, 1,25 pul

Tampon de
desarrollo PAGE-
SDS

Glicina 14,41 g/1; Tris-Base 3,03 g/1; SDS 1 g/1

Electrolito para
el desarrollo de
electroforesis
PAGE-SDS

Tampon de carga
de proteinas
(citocromos c)

Tris-HCI 350 mM, pH 6,8, 30% glicerol, DTT 20
mM,, SDS 350 mM, azul de bromofenol 0,02 %

Deteccion de
citocromos tipo ¢

Solucion de

Coomassie Brilliant Blue R250 1 g, metanol 400

Coomassie ml, 4cido acético 100 ml, H,Od hasta 500 ml
Solucion de Metanol 250 ml], acido acético 100 m, H,Od hasta
desteiiido 650 ml

Deteccién de
proteinas en gel
con Coomassie

Tampon de carga
de proteinas
(inmunodeteccion)

Tris-HCl 280 mM, pH 6.8, 20% glicerol, DTT 480
mM, SDS 350 mM,azul de bromofenol 0,02 %

TBS

Tris-HCI 50 mM, pH 7.5, NaCl 150 mM

Ensayo de
inmunodeteccion
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TTBS TBS, 0,1 % Tween 20

Tampén de TTBS, leche en polvo descremada 7,5 %

bloqueo

Solucion TENS NaOH 0,.1M; SDS 0.5%; ARNasaA en TE 1 pl

TE Tris-HCI 10 mM; EDTA 1 mM. pH 8 “Minipreps”
2 mg/ml de ARNasa A en Tris-HCI 10 mM pH 7,4; TENS

Solucion ARNasa A NaCl 0.1 M, 20% glicerol y hervir 10 min (para

eliminar ADNasas)

Solucidén de lavado
(“minipreps” de B.

NaCl 1M; 1% Sarcosil

diazoefficiens)

Solucion MAXI Tris-HCl 25 mM; glucosa 50 mM ;EDTA 10 mM,
(“minipreps” de B. Hs

diazoefficiens) P

Solucidn de lisis
(“minipreps” de B.

NaOH 0,2 M; SDS 1%

Aislamiento de
plasmidos de B.
diazoefficiens

diazoefficiens)
Solucion de
neutralizado Acetato sédico 3 M; equilibrado con acido acético
(“minipreps” de B. glacial a pH 4,8
diazoefficiens)
TBE 0,5x Tris-HCI 45 mM; borato 45 mM; EDTA 1 mM, pH 8 :
Tampén de carga . ) Electroforesis en
de ADN 6x 40% sacarosa; 0,025% azul de bromofenol geles de agarosa
Electroforesis en
TBE 1x Tris-HCI 90 mM; borato 90 mM; EDTA 2 mM, pH 8 geles de agarosa
para ADNc
Electroforesis en
TAE 1x Tris-acetato 40 mM, EDTA 1 mM pH 8 geles de agarosa
para ARN
H,0d-DEPC H0d, DEPC 0,1 % (en agitacién 24 h y autoclavar

posteriormente)

Solucién Stop

10% fenol equilibrado; en etanol, pH 8

Extraccion de

ARN

. NaOAc 20 mM (pH 5,5); EDTA 1 mM (pH 8) en
Tampon A H,0d-DEPC*

. Acetato potasico 30 mM, MnCl;-4H20 50 mM, RbCl Preparacion
Tampon TFB1 100 mM, CaCl-2H,0 10 mM, glicerol 15%. pH 5,8 células
Tampén TFB2 MOPS 10 mM, RbCl 10 mM, CaCl,-2H20 75 mM, competentes de

P glicerol 15%. pH 6,8. Preservar de la luz E. coli

p Tris-HCl 40 mM pH 8, MgCl, 10 mM, EDTA 0,1

TampondeIVI'5x M, DTT 0,1 mM, KCl 150 mM, KsPO4 0,4 mM VT

Solucién Sanger

95% formamida, EDTA 40 mM pH 8, azul de
bromofenol 0,05%, xylene cyanol 0,05%

Solucion de lavado
celular

Tris-HCI 10 mM, pH 8, NaCl 20 mM, glicerol 10%

Tris-HCI 10 mM, pH 8, glicerol 10%, EDTA 1 mM,

Purificacion de
ARN polimerasa

Tampon TGED DTT 0,1 mM B. diazoefficiens
900 mM Tris-HCI; 900 mM borato; 20 mM EDTA,  Electroforesis en
TBE 10x
pH8 gel de
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secuenciacion
(IVT)

Tampén de Tris-HCl 10 mM pH 7,5, NaCl 50 mM, EDTA 1 mM
Inmovilizaciéon

Tampon de NaCl 1M, NaOH 50 mM

activacion

'I_'am]_)on de NaCl 1 M, NaOH 50 mM, Isopropanol 50%
limpieza

Tampén de Tris-HCl 40 mM pH 7, KCI 150 mM, EDTA 0,1 mM,

desarrollo Biacore

Tween20 0,005%

Resonancia de
plasmén de
superficie

Tris-HCI 20 mMpH 7.9, NaCl 500 mM, imidazol 5

Purificacion

Binding buffer mM, glycerol 10% FixK>-Hiss
Tris-HCI 40 mM pH 7.0, KCl 150 mM, EDTA 0.1 Tampdn de
“Happy buffer” mM, (DTT 0.1 mM opcional), (MgClz, 10 mM trabajo para
opcional para interaccion proteina-ADN) FixK;-Hise

“Column buffer”

Na-HEPES 20 mM pH 8,5, NaCl 500 mM, EDTA 1
mM

Purificacion
NnrR. Sistema

IMPACT
Titulacién y
Tampon de Fosfato sédico 40 mM pH 7,5, NaCl 300 mM reconstitucion
reconstitucion de NnrR con
hemina
Tampén 2x SSC NaCl 17,53 g, Na3zCe¢Hs07 (citrato s6dico) 8,82 g, IVT con 3H

H.0d hasta 11, pH 7 (filtrar o autoclavar)

Solucion stock
IPTG

IPTG (isopropil-B-D-1-tiogalactopiran6sido)200
mg/ml (840 mM). Disuelto en H,0d y esterilizada
mediante filtracion. Se conserva a -20°C en
oscuridad.

Expresion de
proteinas

*Para el tratamiento con DEPC (dietil pirocarbonato) de las soluciones

acuosas (no detergentes) empleadas en la extraccion de ARN, se afiade 0,1 % de

DEPC, se agitan vigorosamente durante una noche y se autoclavan al dia siguiente.

4.1.7. Sintesis de NO

Para la obtencion de una solucion acuosa saturada de NO se siguen los pasos
descritos por Bricio et al., 2004. Todo el proceso se realiza en campana de extraccion
de gases. Preparar, por un lado, dos tubos Vacutainer (BD) de 5 ml de capacidad, uno
con 3 ml de H20 acidificada a pH 3 y otro con 3 ml de una solucién de KOH 10 M. Por
otro lado, en un tubo de 17 ml de capacidad, pesar 0,25 g de NaNO:z y cerrarlo
herméticamente con un tapén de goma perforable para, a continuacidn, realizarle el
vacio conectandolo a una bomba de vacio durante 3 min. Una vez preparados los
tres tubos, en el tubo con el NaNOz se inyectan 3 ml de una solucién de FeSO4+ 1 My
H2S04 1,5 M, que junto con el nitrito reaccionan para generar NO gas.
Cuidadosamente, con una jeringa de 20 ml de capacidad, tomar unos 10 ml de la fase

gaseosa y transferirlos al tubo con KOH, agitarlo ligeramente, y a continuaciéon
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transferir 7 ml de gas al tubo con H20 a pH 3, el cual se agita ligeramente y se deja
reposar durante unos minutos para que la solucién acuosa se sature de NO,

alcanzando una concentracién aproximada de 1,91 mM a 20°C.

4.2. Métodos microbioldgicos
4.2.1. Conservacion de cepas bacterianas

La conservacién de las cepas bacterianas usadas en este estudio se ha realizado en
criotubos con suspensiones bacterianas procedentes de cultivos en fase logaritmica
mezclados con glicerol estéril hasta obtener una concentracién de glicerol del 50%.
Para obtener dichas suspensiones, se inoculan 10 ml de LB, para E. coli o 20 ml de
PSY, para B. diazoefficiens, con los correspondientes antibioticos, con una sola
colonia aislada procedente de una placa fresca. Los cultivos de E. coli se incuban a
37°C durante una noche, mientras que los de B. diazoefficiens se dejan crecer durante
4 - 5 dias. Una vez crecidos los cultivos, se centrifugan y se lavan con el mismo
medio, sin antibiotico. Los pellets se resuspenden en 2,25 ml de medio y se alicuotan
en tres criotubos independientes, uno para uso individual que se conserva a -20°Cy

dos para la colecciéon del grupo a -80°C.

4.2.2. Cultivo de células de B. diazoefficiens
4.2.2.1. Cultivos de rutina en medio solido y liquido

Los cultivos en medio sélido de B. diazoefficiens se inician, de forma rutinaria, a
partir de los criotubos conservados de las cepas. Con asa de siembra se estrian en
placas de medio PSY sélido con los antibiéticos adecuados. Se dejan incubar a 30°C
durante 4 - 5 dias. Los precultivos liquidos se obtienen a partir de la inoculacién de
3 colonias aisladas de cultivos sélidos en matraces de 200 ml que contienen 50 ml
de medio PSY liquido con los antibi6ticos pertinentes. Las células se incuban a 30°C,
en un agitador orbital a 170 rpm, durante 4 dias, hasta alcanzar una densidad 6ptica

a 600 nm (DOso0) *1.

Los precultivos liquidos se centrifugan y se lavan con el medio donde se
inoculan posteriormente y los pellets resultantes se resuspenden en 1/20 del
volumen inicial. A continuacidon, se determina la DOsoo de diluciones 1:20 de las

suspensiones celulares concentradas obtenidas.
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4.2.2.2. Cultivos oxicos

Los cultivos 6xicos se inician a partir de cultivos liquidos de rutina, de manera que
se inoculan matraces de 250 ml con 50 ml de medio YEM o PSY cerrados con tapén
de algoddn a una DOeoo inicial de 0,02 que se incuban posteriormente a 30°C en un
agitador orbital a 170 rpm. El crecimiento de los cultivos se comprueba
rutinariamente midiendo la DOeoo de alicuotas de 1 ml extraidas en condiciones

estériles, frente a un blanco de medio sin inocular.

4.2.2.3. Cultivos microoxicos

Para cultivar B. diazoefficiens en condiciones limitantes de oxigeno, se pueden
utilizar tubos de 17 ml o matraces de 500 ml tapados con tapén de goma perforable
y manteniendo en ambos casos la proporcion 1:5 entre medio liquido y fase gaseosa.
La fase gaseosa se reemplaza por una mezcla de gases al 2% de Oz en 98% de N2. Los
tubos se gasean durante 3 min, mientras que los matraces de 500 ml se gasean 10
min. Se emplean filtros MiniStart NML (Sartorius) de 0,2 pm de tamafio de poro, para
evitar posibles contaminaciones durante el proceso de gaseado. La renovacion de la
atmdsfera gaseosa se realiza a intervalos de 8 y 16 h. Estos cultivos se inoculan a
una DOesoo de 0,02 o de 0,2 (en el caso de inducciones) para posteriormente ser
incubados en agitacién (170 rpm) a 30°C durante 7 - 10 dias para curvas de

crecimiento y 24 h para el caso de actividades enzimaticas.

4.2.2.4. Cultivos anoxicos

En el contexto microbioldgico, el término de anoxia se emplea para indicar la
eliminacién de la mayor parte de oxigeno disponible en el cultivo, sin que deba ser
ausencia total de oxigeno. Para ello se emplean tubos de 17 ml o botes de 250 ml
enrasados hasta su maxima capacidad y cerrados herméticamente, de esa forma es
el cultivo el que consume el posible oxigeno y queda en anoxia al poco tiempo de
comenzar la incubacioén. Los tubos o botes se inoculan a una DOsoo inicial de 0,02
para curvas de crecimiento, o de 0,2 para pruebas enzimaticas, experimentos de
inmunodeteccion y deteccion de citocromos de tipo c¢. Una vez inoculados, se
incuban a 30°C a 80 rpm durante 24 h o 48 h (a excepcidon de las curvas de
crecimiento, en las que se hace un seguimiento de los cultivos por un periodo de 7 -

10 dias).
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4.2.2.5. Incubacion de células en condiciones microoxicas y

anodxicas en presencia de nitrato

Puesto que algunas de las cepas mutantes de B. diazoefficiens usadas en este estudio
son incapaces de crecer en condiciones de microoxia y anoxia con nitrato como
aceptor final de electrones, para los experimentos realizados con estas cepas se

emplearon cultivos que se inocularon a una DOeoo inicial de 0,2.

4.2.2.6. Cultivos para la extraccion de ARN

Los cultivos para la extraccion de ARN se inician a partir de cultivos liquidos de
rutina. Se inoculan botes de 250 ml enrasados con medio de cultivo para extracciéon
de ARN en condiciones de anoxia. En el caso de condiciones de microoxia se utilizan
matraces de 500 ml, con 100 ml de medio, cerrados con tap6n de goma perforable y
gaseados con 2% de 02 en 98% de N2 durante 10 min, con un reemplazo de la fase
gaseosa cada 8 - 16 h. Para condiciones de oxia se usan también matraces de 500 ml
con 100 ml de YEM, cerrados con tapén de algodén. En todos los casos el medio de
cultivo usado es YEM, con los antibiéticos correspondientes y suplementado o no
con 10 mM de NOs-. La inoculacion se realiza a una DOsoo inicial de 0,2 y se incuban
los cultivos a 30°C en un agitador orbital a 170 rpm (oxia y microoxia) 6 a 80 rpm
(anoxia) durante 24 h, de manera que alcanzan una DOeoo de 0,4 — 0,6 para la cepa

parental y de 0,3 - 0,4 para las cepas mutantes.

4.2.3. Obtencion de fracciones solubles (citosol) y de membranas de

B. diazoefficiens

Para obtener las fracciones solubles y de membrana de cultivos de B. diazoefficiens
se lleva a cabo la rotura de las células por diferencia de presién, usando una Prensa
de French (SLM). Para ello, los cultivos de B. diazoefficiens se centrifugan a 5.500 x
g durante 7 min a 4°C y los pellets que se obtienen se lavan con tampoén de
fraccionamiento (Tabla 4.6) para finalmente ser resuspendidos en 1 ml del mismo
tampon suplementado con 1 mM de AEBSF (4-[2-Aminoethyl] benzenesulfonyl
fluoride hydrochloride) (Tabla 4.6) y ADNasa I (20 ug/ml) (Tabla 4.6). La
suspension celular se aplica sobre la célula de la prensa previamente ensamblada y

enfriada y la rotura de las células se lleva a cabo mediante la aplicaciéon de una
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presién constante a 120 MPa. El proceso se repite de tres a cuatro veces hasta que

se obtiene un lisado amarillento claro.

El extracto obtenido se centrifuga a 8.000 x g (10 min, 4°C) para sedimentar
las células no lisadas y el sobrenadante resultante se centrifuga a 140.000 x g (45
min, 4°C). El nuevo sobrenadante se considera como la fraccién soluble (citosol) y el
sedimento como la fraccién particulada (membranas) el cual se resuspende en 100

ul de tampén de fraccionamiento (Tabla 4.6).

4.3. Meétodos Analiticos
4.3.1. Determinacion de actividad 6xido nitroso reductasa

La actividad 6xido nitroso reductasa (N20R) se mide como consumo de N:0,
mediante cromatografia gaseosa, en cultivos de B. diazoefficiens. Para ello se llevé a

cabo la siguiente metodologia:

1. Se preparan tubos de rosca de 17 ml con tap6n de goma. Dependiendo de si
se determina unicamente la actividad N20OR end6gena o si se acompafa de un
donador fisioldgico de electrones, como es el succinato, los tubos se preparan
con: 7 ml de tampdn de fraccionamiento (Tabla 4.6) o 6,3 ml del mismo

tampén y 700 pl de succinato a 600 mM, respectivamente.

2. Unavez preparados los tubos, se gasean con 2% de 02 en 98% de N2, durante

5 min.
3. Tras el gaseo se inyectan 500 pl de una mezcla de N20 al 2% en 98% de No.

4. Sedejanincubar 30 mina 30°C, en agitacion (170 rpm), con ello conseguimos

disolver el N20 en el liquido.

5. Se recoge el cultivo por centrifugacion a 5.500 x g, 7 min y se lava el pellet
obtenido al menos 4 veces con tampoén de fraccionamiento (Tabla 4.6), para
eliminar todo el nitrato y nitrito presente en el medio y que no interfiera con
la medida de N:0. El sedimento final se resuspende en 4 ml del mismo

tampon.
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6. La suspension celular obtenida se usa para inocular los tubos preparados
previamente, de manera que cada reacciéon contenga entre 0,8 y 1 mg de

proteina.

7. Justo después de la inoculacién se recoge una muestra de 1 ml de gas del
espacio de cabeza de cada tubo, correspondiente con la medida a tiempo
cero. La muestra quedareservada en una jeringa cerrada con llave y pinchada

en un tapdén de goma, de tal manera que no haya escape de gas.

8. Los tubos se vuelven a incubar a 30°C en agitaciéon (170 rpm), cogiendo

muestras a las 3 hy 6 h siguientes a la inoculacién.

9. Tras tomar las muestras de cada hora se determina la concentracién de N20
en un cromatografo de gases Hewlett Packard modelo 4890 equipado con un
detector de conductividad térmica y una columna metalica (180 cm x 3,2
mm) empaquetada con PorapaK Q 80/100 MESH. La temperatura del horno
inyector y detector es de 60°C. Como gas portador se emplea N2 a un flujo de
23 ml/min. Los picos de N20 identificados por comparacién con el
correspondiente patrén, al igual que la concentraciéon de N20 en cada
muestra se calcula en referencia a una curva patrén de volimenes conocidos
de N20. La concentracion total de N20 en cada una de las reacciones se calcula
extrapolando la concentracion del espacio de cabeza con la solubilidad del
N20 en el medio y la temperatura, aplicando la ley de Henry (Sander, 1999;
Tortosa et al., 2015). La actividad N20R se expresa como nmoles N20 x (mg
proteina)-l x h-1, para lo cual, una vez realizadas todas las medidas, se
determina la concentracion de proteina de cada una de las muestras por el

método Bradford (apartado 4.3.3.).

4.3.2. Determinacion de actividad p-galactosidasa

La actividad B-galactosidasa se determina con una metodologia adaptada a la

descrita en Sambrook & Russell, 2001, badsicamente:

1. Se pasan alicuotas de 1,5 ml de cultivo (DOesoo= 0,4 - 0,6) de B. diazoefficiens
a tubos de centrifuga de 15 ml. Del mismo cultivo se mide la DOs9s de 300 pl

en pocillos de placa ELISA.
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2. Se afiade a los tubos de cetrifuga 2 ml de tampén Z (Tabla 4.6), 100 pl de
cloroformo y 250 pl de SDS al 0,1% en tampdn Z. Se agita toda la mezcla en
vortex durante 15 s, la solucién debe ponerse blanquecina y turbia. Las
reacciones se incuban a 30°C para adecuarlas a la temperatura éptima y a su

vez favorecer la separacion de las dos fases.

3. De cada uno de los tubos de centrifuga se toman cuatro alicuotas de 750 pl
de la fase superior en tubos de microcentrifuga independientes, de los cuales

300 pl corresponden a los cultivos celulares.

4. A cada una de las alicuotas se le adiciona 150 pl de solucién de ONPG (orto-
nitrofenil-B-D-galactopiranésido) (4 mg/ml preparada en tampdn Z). En ese
momento se inicia el cronometraje de la reaccion. Se mezclan ligeramente los

tubos y se incuban a 30°C hasta que aparezca un color amarillo moderado.
5. Para detener la reaccién se adicionan a cada tubo 350 pl de NazCOs 1M.

6. Se centrifugan los tubos de reaccién a 13.000 rpm, 5 min y se transfieren, con
cuidado para no arrastrar restos celulares, 300 pl del sobrenadante obtenido
a diferentes pocillos de una placa ELISA. Se determina la DO420y DOsso de
todas las muestras y se calcula la actividad (-galactosidasa (en unidades

Miller; UM) de acuerdo a la siguiente formula:

B 1000 X (D049 — DOsgp)
~ t(minutos) X V(ml) X DOsqs

UM

D0420y DOsso = Valores de DO de lareaccion a 420 y 595 nm, respectivamente
DOs9s = Valor de DO a 595 nm de la alicuota de cultivo que se toma al inicio
t = tiempo de incubacion

v =volumen de cultivo (300 pul en este caso, sila actividad obtenida fuese muy
baja, se puede concentrar el cultivo por centrifugacion y rectificar los valores de

volumen en la férmula)

Teniendo en cuenta la concentracion de proteina de cada reaccion, la

actividad -galactosidasa también se puede expresar con la siguiente férmula:
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1000 X (DO420 - D0550)

M =
v 0,0045 x t(minutos) x V(ml) X [prot.](mg/ml)

0,0045 = absorbancia de 1 nmol de ONPG

4.3.3. Determinacion de proteina

Para determinar la concentracién de proteina en células enteras, extractos celulares
y soluciones de proteina pura, se usa el reactivo Bradford 5x de Bio-Rad. Cuando se
trata de cultivos se requiere una lisis previa a la determinacién de proteina y el

procedimiento de lisado se lleva a cabo de la siguiente manera:

1. Seadiciona 1 volumen de NaOH 1M a 1 volumen de cultivo. Se agita en vortex
y se hierve durante 20 min. Tras el hervido se centrifugaa 12.000 rpm, 5 min,
para eliminar los restos celulares. Del extracto obtenido se toman alicuotas
de 25 a 50 pl y se llevan hasta 500 pl con H20d. Desde este punto del

procedimiento, el protocolo es el mismo para todo tipo de muestras.

2. Coger alicuotas de las muestras convenientemente diluidas y completar con

H20d hasta un volumen final de 800 pl.
3. Afadir 200 pl de reactivo de Bradford 5x (Bio-Rad) y agitar en vértex.
4. Incubar la mezcla entre 2 y 60 min.

5. Medir la absorbancia a DOs9snm de cada una de las muestras, frente a un

blanco que contiene H20d en lugar de muestra.

La concentracion de proteina se calcula por interpolacion de los valores de

absorbancia obtenidos

respecto a una curva patron realizada con cantidades conocidas de albiumina

sérica bovina (Sigma).
4.3.4. Electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE-SDS)

La electroforesis de proteina en geles de poliacrilamida se lleva a cabo en el sistema
Mini-Protean Tetra Handcast (Bio-Rad). Se emplean geles de 1 mm de grosor con
una concentracion de poliacrilamida del 14% o 18% para el gel de resolucidén (Tabla
4.6) y del 4% para el gel de empaquetado (Tabla 4.6). La preparacion de los geles

tiene lugar entre los cristales previamente montados, sobre los que se vierte 4,5 ml
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de la solucion del gel de resolucién, con la precaucién de verterlo justo después de
la adiciéon de persulfato amoénico (APS) y tetrametilendiamina (TEMED). Para
conseguir un perfil nivelado del gel se aflade 1 ml de isopropanol sobre la solucién
de resolucién. Pasados unos 30 - 45 min, se elimina el isopropanol, se lava con
abundante H20d y se vierte la soluciéon de empaquetado justo después de afiadir el
APS y el TEMED. Por ultimo, se coloca el peine para crear los pocillos, sin introducir

burbujas.

Una vez que estan los geles polimerizados, se monta el sistema en la cubeta
de electroforesis, de tal manera que quede un vaso estanco entre dos geles
montados en el cassette. El vaso creado por los cristales y la cubeta se rellena de

tampoén de desarrollo (Tabla 4.6).

Antes de cargar los carriles con el extracto o proteina correspondiente se
corre previamente el gel durante unos 40 - 60 min. Tras este tiempo, se cargan los
geles con los lisados, extractos celulares o soluciones de proteina a analizar
adicionados cada uno con el tampon de carga adecuado (Tabla 4.6), dependiendo
del andlisis realizado seguidamente: deteccién de citocromos c¢ (apartado 4.3.6),
inmunodetecciéon (apartado 4.3.7) o deteccion de proteinas con Coomassie
(apartado 4.3.8). En todos los geles se carga siempre uno de los carriles con 5 pl de
marcador de peso molecular PageRuler Plus Prestained Protein Ladder (Thermo).

La electroforesis se lleva a cabo a 20 mA hasta que el frente llegue al final del gel.

4.3.5. Transferencia a membranas de nitrocelulosa

Tanto para la deteccién de citocromos ¢, como para los ensayos de inmunodeteccién
se transfirieron las proteinas del gel de poliacrilamida a membranas de
nitrocelulosa de 0,2 pum de grosor. La transferencia se realiza con el sistema Trans-
Blot Turbo Blotting (Bio-Rad), para lo que se emplea un pack comercializado por
Bio-Rad que contiene tanto las membranas de nitrocelulosa de 0,2 pm, como los
correspondientes papeles de filtro humedecidos. Una vez corrido el gel de
poliacrilamida, se coloca en contacto con la membrana de nitrocelulosa y se crea un
sandwich junto con el papel de filtro del pack, quedando la membrana en el interior
junto al gel, y con la precaucion de que queden todas las capas sin burbujas. El
sandwich se coloca en el cassette del sistema, previamente enfriado a -20°C durante

2 hy se cierra a presion. La transferencia de las proteinas a las membranas se lleva
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a cabo de forma semi-seca seglin los protocolos programados por el sistema Trans-
Blot Turbo Blotting. En particular, se emplea el protocolo Low MW (5 min, 25V, 1,3
A) para el caso de la deteccién de citocromos c y el High MW (10 min, 25V, 1,3 A)
para la inmunodeteccién con anticuerpos. Finalmente, las membranas con las
proteinas se lavan con tampoén adecuado, dependiendo de su uso para

inmunodeteccion o deteccion de citocromos c.

4.3.6. Deteccion de citocromos tipo c

La deteccidn de proteinas que contienen grupos hemo c se llevé a cabo mediante la
técnica de deteccién de actividad peroxidasa, intrinseca a estos citocromos, descrita
en (Delgado etal., 2003; Vargas et al., 1993). Para ello, la membrana de nitrocelulosa
lavada previamente con tampoén de fraccionamiento (Tabla 4.6) se incuba durante 2
min con 600 pl de la mezcla de reactivos del kit ECL Select™ Western Blotting
Detection Reagent (Amersham, GE Healthcare). La emision de luz se detecta con el
sistema de deteccion de quimioluminiscencia ChemiDoc XRS+ (Bio-Rad) durante

300 s. Las imagenes se analizan con el programa ImageLab (Bio-Rad).

4.3.7. Ensayo de inmudeteccion (Western-Blot)

La inmunodeteccion de la proteina NosZ de B. diazoefficiens se llevé a cabo
basicamente siguiendo el protocolo descrito por Torres et al., 2017. Para ello se usé
un anticuerpo heterélogo contra NosZ de P. denitrificans (Felgate et al.,, 2012)
(dilucién 1:1.000) como anticuerpo primario y un anticuerpo anti-oveja conjugado
con peroxidasa de rdbano picante producido en asno (diluciéon 1:3.500) como

anticuerpo secundario.

Tras la transferencia de las proteinas a la membrana de nitrocelulosa se llevd

a cabo el siguiente protocolo:

1. Lavar la membrana en 25 ml de tampdn TBS (Tabla 4.6) durante 20 min en
balancin. Pasado ese tiempo, cambiar el TBS por tampén de bloqueo (Tabla
4.6) y dejar la membrana incubando durante toda la noche a 4°C, también en

balancin.

2. Realizar tres lavados de la membrana con TTBS (Tabla 4.6), cada uno de 15

min de duracion.
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3. Incubar la membrana con el anticuerpo primario durante 1 h.
4. Lavar tres veces con TTBS (Tabla 4.6), durante 15 min cada lavado.
5. Incubar la membrana con el anticuerpo secundario durante 1 h.

6. Revelar. El revelado se realiza de la misma forma descrita previamente para

la deteccién de citocromos ¢ (apartado 4.3.6).

4.3.8. Visualizacion de proteinas en geles de poliacrilamida con Azul

de Coomassie

Tras la electroforesis las proteinas se detectaron por tincién con Azul de Coomassie
(Coomassie Brilliant Blue R250). Para ello se incuba el gel de poliacrilamida en
solucion de Coomassie (Tabla 4.6) durante 12 min. Posteriormente, se lava el gel con

una solucion de desteiiido (Tabla 4.6) durante 2 h y finalmente con H20d.

4.4. Métodos de Biologia Molecular
4.4.1. Obtencion de ADN total de B. diazoefficiens
4.4.1.1. Lisados por calor

La obtencion de ADN total, tanto de E. coli como de B. diazoefficiens, para el cribado
por PCR de diferentes candidatos, se llevé a cabo mediante lisados celulares por

calor con el siguiente procedimiento:

1. Se preparan tubos de microcentrifuga con 400 pl de H20 ultrapura. Se
resuspende una pequefia cantidad de masa celular procedente de cultivos

solidos o 25 pl de un cultivo liquido en fase estacionaria.
2. Se hierve cada tubo durante 10 min a 100°C.

Antes de utilizar el extracto obtenido, para la reaccion de PCR, se enfrian en
hielo. Se emplea un volumen de lisado celular equivalente al 10% de la mezcla de

reaccion. Las muestras tras el lisado pueden conservarse a 4°C durante una semana.

4.4.1.2. Método comercial

Para obtener ADN total de B. diazoefficiens de mayor pureza que en el caso del que

se obtiene en los lisados por calor, se emple6 el Kit de Realpure Spin Plantas y
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Hongos (Real). El procedimiento usado fue el descrito por la casa comercial y todas

las soluciones vienen incluidas en el kit:

1. Elsedimento celular de un cultivo de 50 ml de B. diazoefficiens crecido hasta
fase exponencial se resuspende en 1 ml de tampoén de extraccion. A

continuacion, se afladen 200 pl de soluciéon PVP y se homogeniza con vértex.

2. Se afiaden otros 200 pl de solucion SDS y se vuelve a homogeneizar con

vortex.

3. La muestra se centrifuga a 13.000 rpm, 5 min y el sobrenadante se pasa a un

nuevo tubo de microcentrifuga.

4. Se adicionan 200 ul de solucién de precipitado y se incuba 3 min en hielo. Se
vuelve a centrifugar a 13.000 rpm, 5 min y el sobrenadante se traspasa a otro

tubo nuevo.

5. Se afiade un volumen de solucién de lisis con proteinasa K, se mezcla y se
incuba a 70°C durante 10 min. A continuacién, se adicionan 300 pl de
isopropanol y se trasvasa la mezcla a una columna suministrada por el kit. Se

centrifuga a 12.000 rpm, 5 min y se descarta el liquido eluyente.

6. Se afladen a la columna 500 pl de solucién de desinhibicion, se centrifuga y
se descarta el eluyente. Se realizan dos lavados con 500 pl de solucién de

lavado y por ultimo se centrifuga la columna durante 2 min a 13.000 rpm.

7. Finalmente, se eluye el ADN con 50 pl de H20 ultrapura precalentada a 70°C,
dejando 1 min de hidratacién de la columna y posteriormente se centrifuga
a 13.000 rpm durante 1 min. La concentracion de ADN se cuantifico

espectrofotométricamente con un Nanodrop (ver apartadao 4.4.5).
4.4.2. Obtencion de ADN plasmidico de E. coli
4.4.2.1. Método TENS

La extraccion de ADN plasmidico de E. coli necesaria para el cribado de candidatos
durante la clonacion de fragmentos de ADN en plasmidos, se llevo a cabo con el

siguiente procedimiento:
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1. Loscultivos de 3 mlde E. coli crecidos a 37°C durante 12 - 16 h se centrifugan
(13.000 rpm, 5 min) y se resuspenden en 300 ul de solucion TENS (Tabla 4.6).
A continuacién, se afladen 150 pl de acido acético 3 M, pH 52 e

inmediatamente se agitan en vértex durante 5 s.

2. Las muestras se centrifugan 10 min a 13.000 rpm y el sobrenadante se

trasvasa a un tubo de microcentrifuga nuevo.

3. Seanade 1 ml de etanol absoluto frio, se mezcla por inversidn y se centrifugan
durante 5 min. El sobrenadante se elimina y se realizar un lavado con 200 pl

de etanol 70% frio.
4. El pellet obtenido se seca al vacio durante 10 min.

5. Se resuspende el pellet en 100 pl de H20 ultrapura y adicionar 1 pl de
solucion de ARNasa (Tabla 4.6).

Estas preparaciones de ADN se emplearon en digestiones de ADN por
endonucleasas de restriccién y en las reacciones de amplificacién por PCR (la

muestra se afladié en un 10 % del volumen final, como maximo).

4.4.2.2. Métodos comerciales

4.4.2.2.1. “Minipreps”

En caso de que el ADN plasmidico vaya ser secuenciado o empleado en clonajes
posteriores, se requiere mayor pureza, por lo que en este caso se usa el método
comercial QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen), siguiendo las instrucciones de la casa

comercial.

1. Obtener el pellet de 3 ml de cultivo de E. coli por centrifugaciéona 13.000 rpm

durante 1 min.

2. Resuspender el pellet en 250 pl de solucidn P1. Seguidamente, afiadir 250 pl
de soluciéon P2 y finalmente 350 pl de soluciéon N3. Tras la adicién de las

soluciones P2 y N3 se mezclan suavemente los tubos por inversidn.

3. Centrifugar a 13.000 rpm durante 10 min y traspasar el sobrenadante
obtenido a una columna suministrada por el propio kit. Se vuelve a

centrifugar a 13.000 rpm, 1 min y se elimina el eluyente.
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4. Sobre la columna, afadir 500 pl de solucion PB y se centrifuga al igual que en
los anteriores casos. Descartar el eluyente y afiadir 750 pl de solucién PE a la
columna. Volver a centrifugar y eliminar eluyente. A continuacidn,
centrifugar la columna para eliminar los restos de etanol procedentes de la

solucion PE.

5. Finalmente, afiadir 50 pl de H20 ultrapura a la columna y dejar hidratar
durante 1 min. Eluir el ADN, en un tubo nuevo, por centrifugacién a 13.000
rpm, 1 min. Cuantificar la concentraciéon de ADN en el Nanodrop (ver

apartado 4.4.5).
4.4.2.2.2. “Midipreps”

Con el objeto de obtener ADN plasmidico en mayores cantidades que el rendimiento
de la metodologia de “Minipreps”, se empled el método comercial Plasmid Midi Kit
(Qiagen). Este protocolo se utilizé para la preparacién de ADN molde para ensayos
de IVT o para la extraccion de plasmidos con bajo nimero de copias. Se procedié

segun las instrucciones de la casa comercial.

1. Cultivos de 100 ml de cepas E. coli que contienen el plasmido de interés se

centrifugan a 5.500 x g durante 15 min, 4°C.

2. El sedimento se resuspende en 4 ml de solucion P1. Seguidamente, afiadir 4

ml de Solucion P2 y agitar vigorosamente, pero sin usar vortex.
3. Incubar exactamente 5 min a temperatura ambiente (15 - 25 °C).

4. Afadir 4 ml de soluciéon P3, previamente enfriada en hielo, y mezclar

inmediatamente por inversion 4 - 6 veces. Incubar en hielo 15 min.

5. Centrifugar a 20.000 x g durante 15 min y traspasar el sobrenadante
obtenido a una columna Tip 100 suministrada por el propio kit. Previamente
a verter el sobrenadante sobre la columna, se debe equilibrar la columna con

4 ml de solucién QBT.

6. Sobre la columna, anadir 10 ml de solucién QC y dejar que eluya por

gravedad. Finalmente, eluir el ADN con 5 ml de solucion QF.

7. Precipitar el ADN con 3,5 ml de isopropanol y mezclar por inversion.
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8. Centrifugar inmediatamente a 15.000 x g durante 30 min a 4°C y descartar el

sobrenadante cuidadosamente.
9. Lavar el pellet de ADN con 2 ml de etanol 70% frio.
10. Centrifugar 15.000 x g durante 10 min a 4°C y eliminar el sobrenadante.

11. Secar el pellet al vacio durante 10 min y resuspenderlo con 120 pl de H20
ultrapura. Cuantificar la concentraciéon de ADN en el Nanodrop (ver apartado

4.4.5).

4.4.3. Obtencion de ADN plasmidico de B. diazoefficiens

Esta metodologia se empled para comprobar la presencia de pldsmidos en B.
diazoefficiens introducidos por conjugacién empleando E. coli como bacteria
donadora. El aislamiento de los pldsmidos se lleva a cabo mediante el siguiente

protocolo:

1. Obtener el sedimento celular de 5 ml de cultivo de B. diazoefficiens crecido

hasta fase exponencial tardia.

2. Resuspender el sedimento en 500 pl de solucién de lavado (Tabla 4.6), lavar

dos veces con esta solucion.

3. Resuspender el sedimento lavado con 200 pl de solucion MAXI (Tabla 4.6).
Afiadir 400 pl de solucién de lisis (Tabla 4.6) y mezclar los tubos por

inversion. Esperar entre 10 y 15 min para alcanzar una lisis completa.

4. Afadir 200 pl de solucién de neutralizado (Tabla 4.6). Mezclar por inversion,
e incubar en hielo durante 15 min. Centrifugar a 13.000 rpm, 3 min, recoger
el sobrenadante en un nuevo tubo y afadir un volumen de isopropanol.

Centrifugar a 13.000 rpm y eliminar el sobrenadante.

5. Anadir 1 ml de etanol al 70% y centrifugar a 14.000 rpm, 2 min. Eliminar el

sobrenadante y secar el pellet en bomba de vacio.
6. Resuspender el pellet en 20 pl de H20 ultrapura.

Puesto que el rendimiento de la extraccién de ADN plasmidico en muy bajo
cuando se parte de células de B. diazoefficiens no es posible su deteccion en geles de
agarosa. Por lo que para obtener mayor cantidad de ADN plasmidico y poder
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comprobarlos, se transforman en células competentes de E. coli DH5a (ver apartado

4.4.14),

4.4.4. Aislamiento de ARN total de células de B. diazoefficiens

Para la extraccion de ARN total de cultivos de B. diazoefficiens cultivados en

diferentes condiciones se llevé a cabo el siguiente procedimiento.

1.

En tubos de centrifuga libres de ARNasa de 50 ml (Labcon) se mezclan 35 ml
de cultivo con 5 ml de Solucién de Stop (Tabla 4.6) y se centrifuga a 9.000
rpm (5 min, 4°C). Se desecha el sobrenadante y el pellet de células se puede
congelar en nitrégeno liquido y conservarlo a -80°C para su utilizacion

posterior.

Se resuspende el pellet celular en 1,5 ml de Tampo6n A (Tabla 4.6) enfriado
previamente en hielo. La solucion obtenida tras la resuspension se afiade a
tubos de centrifuga de 15 ml que ya contienen 160 pl de SDS al 10%, 2 ml de
Tampo6n A (Tabla 4.6) y 3,5 ml de fenol acido, precalentados a 65°C. Tras
mezclarlos se agitan 30 s en vértex y se incuban a 65°C durante 2 min. Se

vuelven a agitar con vértex 1 min y se incuban de nuevo 5 min.

Tras la incubacion, los tubos se centrifugan a 9.000 rpm, 5 min, 4°C. Se
transfiere la fase acuosa a un nuevo tubo de centrifuga que contiene 3,5 ml
de fenol acido y se agita en vortex 1 min. Este paso es opcional, se realiza para

muestras con mucha contaminaciéon de ADN.

Se vuelve a realizar una centrifugacion a 9.000 rpm, 8 min y 4°C y se
transfiere la fase acuosa a otro tubo de centrifuga, que esta vez contiene 3 ml
de una solucién fenol/cloroformo/isoamil alcohol (Ambion). Tras la mezcla

se agita en vortex 1 min.

De nuevo se centrifuga de la misma manera que en los pasos anteriores y se
pasa la fase acuosa a otro tubo de centrifuga con 2,5 ml de cloroformo, se

agita 1 min en vortex.

Finalmente, se realiza la Ultima centrifugaciéon a 9.000 rpm, 5 min, 4°C y se
traspasa la fase superior acuosa a un nuevo tubo de centrifuga de 15 ml. Esta

fase contiene el ARN, por lo que a partir de este paso hay que mantener las
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muestras en hielo continuamente. Se retiran 10 pl de la solucién obtenida

para comprobar la integridad del ARN en un gel de agarosa al 1,5%.

7. Elresto de solucion se distribuye en tubos de microcentrifuga, 500 pl en cada
tubo, que previamente contiene 1/10 de NaOAc 3 M (50 pul) y 2 volimenes de
etanol 100% (1 ml). Se mezcla todo por inversion y se almacena a -80°C, al

menos una noche, para precipitar el ARN.

8. Una vez precipitado el ARN, se centrifugan los tubos de microcentrifuga a
13.000 rpm, durante 1 h a 4°C. Se desecha el sobrenadante y se afiade 1 ml
de etanol 80% para lavar el pellet de ARN, sin resuspenderlo. Se vuelve a

centrifugar 15 min y se elimina todo el sobrenadante con pipeta.

9. Se deja secar el tubo invertido sobre un papel entre 20 - 30 min, hasta que el
pellet de ARN esté seco, pero no en exceso. Pasado ese tiempo se resuspende
en 50 pl de H20 ultrapura y se mide en el Nanodrop la concentracion (ver

apartado 4.4.5).

4.4.5. Determinacion de la concentraciéon de ADN y ARN

La concentraciéon de ADN y ARN se estima con el equipo NanoDrop ND-1000
(Thermo) mediante espectrofotometria, por determinacién de la absorbancia a 260
nm de soluciones acuosas. El equipo permite seleccionar el tipo de acido nucleico
(ADN o ARN de cadena doble o sencilla). Cada medida debe realizarse en una gota
de 1 - 2 pl de la solucion, previo ajuste del equipo con una gota de H20 ultrapura.
Tras realizar la medida de cada una de las muestras, se puede observar en la pantalla
el espectro de absorbancia a 260 y 280 nm (A260 y A2s0), junto a los datos de
concentracion en ng/ul y de los ratios 260/280 y 260/230. Esos ratios indican el
grado de pureza de la muestra. Mientras que el ratio 260/230 debe tener valores
alrededor a 1,8 en muestras de ADN y 2 en muestras de ARN (si son
considerablemente menores indican una posible contaminaciéon por proteinas o
disolventes organicos), los valores Optimos para el ratio 260/230 estan
comprendidos entre 1,8 - 2 (valores fuera de este rango indican la presencia de

contaminantes co-purificados con la muestra).

Los datos de concentracion de Acidos nucleicos determinados

espectrofotométricamente se pueden validar en una electroforesis en gel de
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agarosa, comparando la intensidad de banda con las del marcador de
concentraciones conocidas de ADN GeneRuler 1 Kb Plus DNA (Thermo), ya sea de

visu o con el software ImageLab (Bio-Rad).

4.4.6. Digestion de ADN con endonucleasas de restriccion

La clonaciéon de fragmentos de ADN en vectores y la verificacion de diferentes
construcciones, requiere el empleo de digestiones de ADN con endonucleasas de
restriccion, de manera que se compara el perfil obtenido con el teérico del clonaje
in silico seguin el programa Clone Manager. La reaccién de restriccidn se lleva a cabo
en tubos de microcentrifuga que contienen como maximo 1 pg de ADN plasmidico 6
0,2 pg de ADN procedente de PCR, 1 pl de tampo6n de reaccidn, que puede llevar
incorporado o no tampoén de carga seglin las recomendaciones del proveedor
(dependiendo de su empleo posterior para cribado de candidatos o clonaje de
fragmentos), 0,5 pl de la endonucleasa a emplear y H20 ultrapura hasta un volumen
final de 10 pl. Cuando se realizan reacciones con varias endonucleasas, se ajusta el
volumen de las enzimas para que no supere el 10% del volumen total de la reacciéon
que normalmente se incrementa hasta 30 - 50 pl. Las reacciones se incuban durante
el tiempo necesario para cada enzima a 37°C (Tabla 4.7). En el caso de que el
fragmento digerido se emplee en posteriores clonaciones, es necesario realizar una
inactivacion térmica (Tabla 4.7) o una extraccion fenélica para eliminar la actuacién
de las enzimas. En este ultimo caso, se incrementa el volumen hasta 300 pl, se
adiciona un volumen de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico y se agita en vortex,
10 s. Posteriormente, se centrifuga a 13.000 rpm, 5 min y se recoge la capa acuosa
superior. A continuacidn, se afiaden 2,5 volumenes de etanol absoluto y se incuba a
-80°C durante 1 h 6 a -20°C toda la noche. De esa manera precipita el ADN y se
centrifuga a 13.000 rpm, 60 min para su obtencion en un pellet. Se lava el pellet con
200 pl de etanol 70% frio. Se deja secar la muestra al vacio y finalmente se

resuspende el pellet con 10 pl de H20 ultrapura.

En la siguiente tabla se recogen todas las endonucleasas usadas durante el

desarrollo de esta tesis, con sus caracteristicas necesarias para su uso.

Tabla 4.7. Endonucleasas de restriccién. Se muestra la secuencia diana indicando el sitio
de corte en la hebra 5’- 3’. *Entre paréntesis se indican las bases protectoras necesarias en
el extremo 5’ para el corte de fragmentos de PCR. **Tasl requiere la incubacién a 65°C.
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Tiempo de reaccion (min)

Nombre Diana Inactivacion
Plasmidos 1 pg (t:)acsl:soi)zr(l)ltg.)*

BamHI G/GATCC 5 5(2) 5 min/80°C
Bglll A/GATCT 20 30 (3)

BstXI CCANNNNN/NTGG 5 5(4) 5 min/80°C
EcoRI G/AATTC 5 20 (2) 5 min/80°C
EcoRV GAT/ ATC 5 5(2)

HindIIl A/AGCTT 5 20 (3) 10 min/80°C
Kpnl GGTAC/C 5 5(3) 5 min/80°C
Mrel CG/CCGGCG 5 5(3) 5 min/80°C
Ncol C/CATGG 5 10 (3) 15 min/65°C
Ndel CA/TATG 5 60 (3) 5 min/65°C
Nhel G/CTAGC 15 5(5) 5 min/65°C
Notl GC/GGCCGC 30 5(2) 5 min/80°C
Nsil ATGCA/T 5 5(3) 15 min/65°C
Pstl CTGCA/G 5 30 (3)

Sacl GAGCT/C 5 30 (1) 5 min/65°C
Sall G/TCGAC 5 260 (3) 10 min/65°C
Smal CCC/GGG 5 5(1) 5 min/65°C
Spel A/CTAGT 5 5(1)

Sphl (Pael)  GCATG/C 5 5(5) 5 min/65°C
Tasl JAATT 5**(65°C) 5 (3) *(65°C)

Xbal T/CTAGA 5 5(2) 20 min/65°C
Xhol C/TCGAG 5 5(2) 5 min/80°C
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4.4.7. Amplificacion de ADN por reaccion en cadena de la polimerasa

(PCR)

La técnica de PCR se ha usado para amplificar ADN para su uso con diferentes

objetivos:

- Obtencidn de fragmentos de ADN para su clonacién en vectores.

- Verificacion de construcciones de plasmidos.

- Comprobacion de cepas recombinantes.

- Comprobacion de ausencia de contaminacién de ADN en muestras de ARN.
Segun la finalidad con la que se realiza la amplificacién de ADN, se utilizan ADN

polimerasas distintas:

a. Dream Taq (Thermo): PCR rutinarias de comprobacién de clones,
verificacion de especificidad de oligonucle6tidos y comprobacién de
contaminaciéon de ADN en ARN.

b. Phusion (Thermo): Para reacciones donde se requiere maxima
fidelidad de secuencia amplificada y amplicones de mayor tamaro, es
por ello, que suele ser la usada para fragmentos de ADN que van a ser

usados en clonaje.

En la siguiente tabla se detalla la composicién de las mezclas de reaccién para cada una de
las ADN polimerasas, para reacciones de 10 ul, (Tabla 4.8):

Tabla 4.8. Mezclas de reaccion de PCR para Dream Taq y Phusion ADN polimerasas.

Dream Taq Phusion
Tampon 1ul 2 ul
dNTP (10 mM cada uno) 0,2 ul 0,2 ul
Oligonucledtido For (10 pM) 1ul 0,8 ul
Oligonucleétido Rev (10 uM) 1ul 0,8 ul
ADN polimerasa (5 U/ul) 0,05 ul 0,05 ul
ADN molde 50 ng 10 ng
H>0 ultrapura Hasta 10 pl Hasta 10 pl

104



Materiales y métodos

Las reacciones se llevan a cabo en termocicladores de tapa calefactable
Mastercycler 5333 (Eppendorf), GeneAmp 2400 (PerkinElmer) y Px2 (Thermo). El
programa de PCR se disefia segin las especificaciones de cada polimerasa. En la

siguiente tabla se detallan los tiempos y las temperaturas de cada etapa (Tabla 4.9).

Tabla 4.9. Programas de PCR adecuados para Dream Taq y Phusion ADN polimerasas.

Ciclos Dream Taq Phusion
Desnaturalizacion 1 95°C - 3 min 98°C - 5 min
Desnaturalizacion 95°C - 30s 98°C-10s
Anillamiento 30 (Tm-5)30s Tm-30s
72°C-1
Extension 72°C - 30s/kb
min/kb
Extension 1 72°C-10min 72°C -10 min
Conservacion 00 4°C 4°C

4.4.8. Mutacion puntual dirigida (“QuikChange”)

Para la generacion de mutaciones puntuales en una secuencia de cadena doble de
ADN se us6 la técnica de “QuickChange Site-Directed Mutagenesis Kit” (Stratagene),

que basicamente consiste en:

1. Disefiar una pareja de oligonucledtidos complementarios antiparalelos de
aproximadamente 40 pb, que contenga en su zona central el nucledtido o los

nucleotidos que se quieren cambiar (Tabla 4.3).

2. Realizar una reaccion de PCR con Phusion ADN polimerasa, usando como
molde un plasmido de tamafio idealmente inferior a 6 kb que contenga como

inserto la region de ADN a mutar”.

3. Digerir enzimaticamente el producto de la PCR anterior con Dpnl (1 ul, 10 U/
ul, NEB). Esta endonucleasa digiere el ADN sintetizado por la bacteria E. coli,
pero no es capaz de reconocer para su digestion el ADN sintetizado de novo

en la reaccion de PCR.

4. Verificar por electroforesis en gel de agarosa (apartado 4.4.9) 5 pl de los

productos de PCR digeridos y no digeridos con Dpnl.
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5. Transformar con 5 pl de ADN digerido células competentes de E. coli DH5a
(apartado 4.4.14) y sembrar en placas de LB suplementado con los

antibiéticos correspondientes.

6. Seleccionar colonias, aislar su ADN plasmidico y verificar por secuenciaciéon
(apartados 4.4.2 y 4.4.11, respectivamente) la presencia de las mutaciones

puntuales dirigidas usando oligonucledtidos especificos (Tabla 4.3).

*En el caso que dicho plasmido no esté disponible, hay que amplificar por
PCR (apartado 4.4.7) la secuencia de ADN donde se quiere realizar la mutagénesis
con Phusion ADN polimerasa que provee una secuencia con mayor fidelidad. Una
vez comprobado el tamafio y la pureza del producto obtenido por PCR en
electroforesis en gel de agarosa (apartado 4.4.9), se procede a su purificaciéon
(apartado 4.4.10) y se digiere con las endonucleasas de restriccién adecuadas para
poder clonarlo en un vector de pequefio tamafio y de alto nimero de copias como

pBluescript KS + (pBS KS+) (Tabla 4.2).

4.4.9. Electroforesis de ADN y ARN en geles de agarosa

Para visualizar y separar fragmentos de ADN procedentes de PCR, “miniprep” o
digestion se usa la electroforesis horizontal en geles de agarosa preparados al 0,7 %
en TBE 0,5x (Tabla 4.6) para electroforesis de rutina o 1% para diferenciar
fragmentos de menos de 500 pb. Se usa el sistema Mini-Sub Cell GT (Bio-Rad) con
TBE 0,5x como tampo6n de desarrollo para la realizacion de la electroforesis. Las
muestras se cargan en los geles de agarosa con tampoén de carga 6x (Tabla 4.6) y la
electroforesis se lleva a cabo a 100 V, hasta que el frente alcance el dltimo cuarto de

la longitud del gel.

Para el caso de la comprobacidn de la integridad de muestras de ARN total se
usa el mismo tipo de electroforesis en geles de agarosa al 1% preparados en TAE 1x
(preparado con H20d-DEPC) (Tabla 4.6) y la suspension del gel se trata con 0,005 %
de DEPC durante 30 min previo uso. Ademas, tanto la cubeta como la bandeja de
electroforesis se lavan con SDS 0,5% al menos durante dos horas y se enjuagan con
H20d-DEPC antes de su empleo. Las muestras se cargan con el mismo tampoén de

carga 6x usado para muestras de ADN y como tampoén de desarrollo se usa TAE 1x.
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La electroforesis se lleva a cabo a 80 V durante 30 - 45 min. Se pueden visualizar

tres bandas definidas correspondientes a ARNr 23s, 165y 5s.

El revelado de los geles se realiza en el sistema GelDoc XR (Bio-Rad) donde
la visualizacion de las muestras tiene lugar gracias a bromuro de etidio (se afiaden
5 pl de una solucién de 10 mg/ml por 100 ml de gel) o al fluoréforo GelRed
(Biotium), también agente intercalante de acidos nucleicos que se incorpora en el
tampon de carga al 2%. Ambos fluoréforos emiten luz a 605 nm cuando se
encuentran unidos al ADN y se excitan por luz ultravioleta a 250 nm. El software de

analisis de imagen usado de rutina es Quantity One (Bio-Rad) e Image Lab (Bio-Rad).

4.4.10. Purificacion de fragmentos de PCR o de restricciones con

endonucleasas

La eliminacién de restos de tampdn, oligonucle6tidos, dNTPs o ADN molde de una
reaccion de PCR es necesaria cuando el fragmento amplificado va a ser clonado
directamente en un vector o digerido por endonucleasas de restriccion, con el objeto
de ser clonado posteriormente en un vector de clonacién. Esa purificaciéon puede ser
llevada a cabo directamente del tubo de reaccion de PCR o después de la separacion

del fragmento en un gel de agarosa.

4.4.10.1. A partir de la reaccion de PCR

Cuando se obtiene un unico producto como resultado de la reacciéon de PCR, éste
puede purificarse utilizando el kit QIAquick PCR Purification (Qiagen), siguiendo las

especificaciones del fabricante:

1. Se afladen 5 voliumenes de tampo6n PB a la reacciéon de PCR, se mezcla y se
verifica que esa mezcla permanece amarilla, gracias a un indicador de pH que
posee el tampodn. La mezcla se coloca sobre una columna que la provee el
propio kit y se centrifuga 1 min a 13.000 rpm. Tras la centrifugacidn se

descarta el eluyente.

2. Selavala columna con 750 pl de tampoén PE y se vuelve a centrifugar de igual
manera que en el paso anterior. Se descarta el eluyente y se centrifuga la
columna a maxima velocidad otro minuto, con el objeto de eliminar los restos

de etanol.
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3. Se anaden 30 pl de tampo6n EB o H20 ultrapura y se deja hidratar el ADN de
la columna durante 1 min. Finalmente, se eluye el producto en un tubo nuevo

centrifugando la columna a 13.000 rpm, 1 min.
4. Se cuantifica la concentracion de ADN en el Nanodrop (ver apartado 4.4.5).

4.4.10.2. A partir de geles de agarosa

Cuando se quiere purificar un fragmento concreto de una serie de multiples
productos de una reacciéon de PCR o un producto especifico de una restriccion para
su posterior clonaje, se puede extraer de una banda desde el gel de agarosa. En ese
caso se usa el kit QIAquick Gel Extraction (Qiagen), siguiendo las indicaciones de la

casa comercial.

1. La banda del gel que contiene el fragmento de interés se extrae del gel y se
deposita en un tubo de microcentrifuga tarado. Se adicionan 3 pl de tampo6n
GC por mg de agarosa y se incuba a 50°C durante 10 min, de esa manera la
agarosa se disuelve completamente. Se verifica que la mezcla permanece

amarilla, gracias al indicador de pH que posee el tampon.

2. Seaplicala mezcla sobre una columna, suministrada por el kit y se centrifuga

a 13.000 rpm, 1 min. Tras la centrifugacion se desecha el eluyente.

3. Se adiciona sobre la columna 0,5 ml de tamp6n QC, se centrifuga a 13.000
rpm, 1 min. Se lava la columna con 750 pl de tampén PE, se vuelve a
centrifugar y a desechar el eluyente. Para eliminar los restos de etanol se

realiza una nueva centrifugacion a maxima velocidad 1 min.

4. Se anaden 30 pl de tampén EB o H20 ultrapura y se deja hidratar el ADN de
la columna durante 1 min. Finalmente, se eluye el producto en un tubo nuevo

centrifugando la columna a 13.000 rpm, 1 min.
5. Se cuantifica la concentracién de ADN en el Nanodrop (ver apartado 4.4.5).

4.4.11. Secuenciacion de ADN

Para comprobar el correcto clonaje o mutagénesis en los diferentes plasmidos se
secuencia la parte de interés por el método Sanger. La técnica se realiza en el

Instituto de Parasitologia y Biomedicina Lopez Neyra siguiendo las indicaciones del
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servicio. Se requiere la muestra disuelta en H20 ultrapura, que debe contener entre
400y 800 ng de ADN plasmidico, o entre 10 y 80 ng de producto de PCR, 6,4 pmoles
de un Unico oligonucledtido desde el que se va a iniciar la lectura de secuenciacién
y completar hasta 12 pl con H20 ultrapura. Los resultados enviados desde el servicio

son analizados con programas informaticos como Clone Manager y FinchTV.

4.4.12. Sintesis de fragmentos de ADN

Para la sintesis de fragmentos de ADN se utiliz6 el servicio de Eurofins Genomics

(https://www.eurofinsgenomics.eu/en/gene-synthesis-molecular-biology/order-

links-gsy-molbiol/), el cual sintetiza la secuencia de interés solicitada y la provee al

usuario clonada en un vector tipo pEX-a (resistente a ampicilina) o pEX-k (resistente
a Km). Ademas, el propio sistema de pedido ofrece la opcién de anadir a la secuencia
de interés dianas de diferentes endonucleasas de restriccién en ambos extremos. La
recuperacién del fragmento a partir del vector de clonacion se realiza por digestion

con enzimas especificas o por amplificacién con PCR.

4.4.13. Ligacion de fragmentos de restriccion en vectores de clonacion

La ligacion de un fragmento de ADN y un vector requiere la digestiéon con enzimas
de restriccidbn compatibles de ambos y la mezcla de vector:inserto en una
proporcién de al menos 1:3 en moles, teniendo en cuenta que la suma de ambas
cantidades de ADN debe ser de al menos 100 ng. La reaccion se lleva a cabo en un
tubo de microcentrifuga, donde se adiciona: 1 pl de ligasa (T4 DNA ligase, 1U/pul
(Roche), 1 pul de tampdn de ligasa 10x, el ADN vector, el ADN inserto y H20 ultrapura
hasta 10 pl. Se mezcla suavemente y se centrifuga (un pulso), se incuba a

temperatura ambiente durante 1 h 6 a 4°C toda la noche.

4.4.14. Transformacion de células competentes de E. coli
4.4.14.1. Preparacion de células competentes con RbCl

Para preparar células competentes de E. coli se usa la técnica del cloruro de Rubidio

(RbCI), descrita por Hanahan (1983), siguiendo el siguiente procedimiento:

1. Seinoculaun matraz de 500 ml, con 100 ml de medio LB precalentado a 37°C,
con 5 ml de un cultivo de células de E. coli crecido durante 16 h. Se incuba en

agitacion (170 rpm) a 37°C hasta que el cultivo alcance una DOsoo de 0,4 - 0,6
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(fase logaritmica). Una vez alcanzada esa DO el cultivo se coloca en hielo

durante 15 min con el objeto de detener el crecimiento celular.

2. Se centrifuga el cultivo, en tubos estériles, a 8.000 x g durante 10 min a 4°C.
El sobrenadante se desecha y se resuspende el pellet obtenido en 30 ml de
solucion TFB1 (Tabla 4.6) estéril y fria a 4°C. Se incuba en hielo durante 15
min y se centrifuga de nuevo a 8.000 x g durante 10 min a 4°C. El

sobrenadante se descarta.

3. Elpellet obtenido se resuspende en 4 ml de solucién TFB2 (Tabla 4.6) fria. Se
alicuota en tubos de microcentrifuga y las diferentes alicuotas se conservan

a-80°C.

Las células competentes son muy delicadas por lo que, para evitar la lisis
celular, todos los procesos son realizados en frio y sin estrés mecanico, se debe

pipetear con delicadeza y no agitar en vortex.

4.4.14.2. Transformacion de células competentes de E. coli

La transferencia de ADN plasmidico a células de E. coli se lleva a cabo con la técnica
de transformaciéon descrita por Rodriguez y Tait (1983), modificada como se

describe seguidamente:

1. Se descongelan en hielo alicuotas de 100 pl de células competentes

(aproximadamente 10 min).

2. Seadiciona 50 - 100 ng de ADN de ligacion o 25 ng de plasmido puro con el
que se pretende transformar. Se mezcla suavemente y se incuba en hielo

durante 30 min.

3. Se calienta a 42°C (choque térmico) durante 45 s y se deja incubar en hielo

otros 5 min.

4. Se adicionan 4 volumenes (400 pl) de medio LB y se incuba a 37°C en
agitacion durante 1 h como minimo (dependiendo del antibidtico de
seleccion es necesario extender el tiempo de incubacion). Durante la
incubacién se preparan placas Petri con medio LB suplementado con los
antibidticos convenientes. Para llevar a cabo una seleccion por color se le

adiciona al medio 40 pl de 5-Bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopirandsido

110



Materiales y métodos

(X-Gal) a una concentracién de 20 mg/ml, diluido en dimetilformamida, y 4
ul de 1-Isopropil- (R)-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG) (Tabla 4.6) a una

concentracion de 200 mg/ml.

5. Las células transformadas se siembran en las placas y se incuban a 37°C

durante una noche.

4.4.15. Transferencia de ADN a células de B. diazoefficiens mediante

conjugacion

La transferencia de ADN a células de B. diazoefficiens se llevé a cabo por conjugacion
biparental desde la cepa de E. coli S17.1, que porta el plasmido o la construccion que

se quiere transferir, usando el siguiente protocolo:

1. Se cultivan las cepas de B. diazoefficiens (cepas receptoras) en 50 ml de PSY
suplementado con los antibidticos adecuados hasta que alcancen fase
exponencial tardia (4 - 5 dias). Las cepas donadoras, E. coli S17.1 con cada
una de las construcciones a transferir, se cultivan en 3 ml de LB con los
antibiéticos correspondientes, durante 16 h (se inician los cultivos un dia

antes de llevar a cabo la conjugacion).

2. Elmismo dia que se va iniciar el proceso, se refrescan los cultivos de las cepas
donadoras en tubos con 3 ml de LB suplementado con antibiéticos, mediante
inoculacién con 150 pl de los cultivos del dia anterior y se dejan crecer hasta
que alcancen la fase logaritmica (DOsoo entre 0,6 - 0,8), aproximadamente 3

h después.

3. Se centrifugan 5 ml de la cepa receptora (B. diazoefficiens) y 1 ml de la
donadora (E. coli S17.1). Se descarta el sobrenadante y se lava dos veces con

1 ml de medio PSY.

4. Se resuspende el pellet obtenido en 100 pl de PSY y se coloca la suspension
en el centro de la placa de PSY sin antibioticos, se deja secar y se incuba 48 h

a 30°C.

5. Pasada la incubacién, se preparan dos placas de PSY con los antibidticos

correspondientes por cada conjugacion para poder llevar a cabo la seleccion
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de los transconjugantes, afiadiéndole siempre cloranfenicol 15 pg/ml, para

evitar el crecimiento de las células de E. coli.

6. Se recoge la masa celular de la gota inoculada con el asa de siembra y se

resuspende en 1 ml de PSY sin antibiéticos.

7. Finalmente, se siembran 30 y 200 pl de la suspensién celular obtenida por
conjugacion en cada una de las placas de PSY suplementadas con los
antibidticos correspondientes. Se incuban a 30°C hasta la aparicion de
colonias (aproximadamente 10 - 15 dias). Una vez obtenidas colonias se
siembran en placa en estria con los mismos antibidticos para verificarlas

posteriormente.

Para casos en los que el plasmido a transferir posea la misma resistencia a
antibiéticos que la cepade E. coli S17.1, se llevaron a cabo cruces triparentales desde
las cepas donadoras derivadas de E. coli DH5« a las cepas correspondientes de B.
diazoefficiens empleando una cepa de E. coli “helper” (p. ejem. HB101 pRK2013;

Tabla 4.1) que permite la transferencia de ADN a las células de B. diazoefficiens.

4.4.16. Generacion de cepas mutantes por delecion en fase sin

marcador

La construccion de cepas de B. diazoefficiens mutantes en un determinado gen por
delecién en fase, se llevdo a cabo empleando derivados del plasmido suicida
pK18mobsacB (Tabla 4.2) que portan las regiones 5 y 3’ del gen a mutar
(aproximadamente 600 pb cada una de ellas; fragmentos “up” y “down”,
respectivamente) clonadas en fase, de manera que codifiquen un polipéptido de
pequefio tamafio (el tamafio del ADN, desde el ATG de la proteina codificada por el
gen a mutar al codon de parada, debe ser multiplo de tres para mantener el mismo
marco abierto de lectura). De esta manera se asegura que con la delecion no se
generan proteinas aberrantes y, por otro lado, no se elimina ningtn elemento 5’- o

3’-UTR del transcrito, con la finalidad de evitar efectos polares sobre otros genes.

Para la construccion de los diferentes plasmidos derivados de pK18mobsacB,
se amplifican por PCR (ver apartado 4.4.7) ambos fragmentos de ADN necesarios
para cada construccion empleando la ADN polimerasa de alta fidelidad Phusion

(Thermo). Las dos parejas de oligonucleétidos necesarias para la amplificaciéon de
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ambos fragmentos de ADN son portadoras, en sus extremos, de la secuencia diana
para endonucleasas de restriccién compatibles con su clonacién en pK18mobsacB.
La diana de restriccién del extremo 3’ del fragmento “up” y del extremo 5’ del
fragmento “down” debe ser comin, de manera que permita el clonaje en fase de
ambos fragmentos. La correcta insercion de ambos fragmentos en el plasmido

suicida se verifica mediante PCR, perfil de restricciéon y secuenciacion.

Para la delecion del gen de interés empleando el plasmido especifico
construido, se realiza una estrategia de recombinacién doble con la finalidad de la
eliminacién de la regiéon cromosémica deseada. Para ello, se emplea la cepa
donadora de E. coli S17.1 con el pldsmido de interés para introducirlo en la cepa
parental de B. diazoefficiens. Se seleccionan los clones transconjugantes por
resistencia a kanamicina. Los clones seleccionados se transfieren en estria a una
placa nueva de PSY suplementado con kanamicina. A continuacién, por PCR se
verifica la recombinacién simple del plasmido, comprobando a su vez si ha ocurrido
con el fragmento 5’ 0 3’. Una vez comprobados los clones, se fuerza la recombinacién
doble sembrando en estriado los clones en una placa de PSY adicionada con sacarosa
al 10%. Debido a la sensibilidad a sacarosa que confiere el plasmido pK18mobsacB,
Unicamente los clones que pierdan el plasmido podran crecer en presencia de
sacarosa (cepa parental o recombinacidon doble). Se espera hasta la aparicion de
colonias, las cuales se transfieren con una misma punta a dos placas independientes
de PSY, suplementadas o no con kanamicina. La comprobacion de la delecion del
gen, se realiza por PCR en aquellos clones que crezcan solo en ausencia de
kanamicina. Se realizan otras reacciones de PCR con diferentes combinaciones de

oligonucleotidos, para verificar la correcta delecion del gen de interés.

4.4.17. Tratamiento con ADNasa de muestras de ARN

Para la eliminacién del ADN contaminante en las muestras de ARN se realiza un

tratamiento con ADNasa con el siguiente procedimiento:

1. Preparar las mezclas de reaccién:
- Tampon de reaccion 10x = 20 ul
- Inhibidor de ARNasas (Roche) = 3 pl
- ADNasal (Promega) 2> 5-10 pl

- Muestra de ARN = x volumen (hasta 100 pg como maximo)
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- H20 ultrapura - hasta 200 pl

2. Incubar a 37°C durante 60 min o 120 min (para 5 o 10 pl de ADNasa |,
respectivamente) y transferir al hielo.

3. Purificar las muestras de ARN limpias de ADN con el kit comercial RNAeasy
MiniKit (Qiagen).

4. Afadir 700 pl de tampoén RLT adicionado con [3-mercaptoetanol segin las
instrucciones del proveedor a 200 ul de reacciéon y mezclar por pipeteo.
Anadir 500 pl de etanol 100%.

5. Aplicar 700 pl de la mezcla anterior sobre una columna del propio kit y
colocarla sobre un tubo de microcentrifuga de 2 ml. Centrifugar durante 15 s
a 13.000 rpm. Descartar el eluido y cargar de nuevo la columna con el resto
de mezcla que queda, repitiendo la misma centrifugacién y descartando de
nuevo el eluido.

6. Transferir la columna a un nuevo tubo de microcentrifuga y afiadir 500 pul de
tampdén RPE (conteniendo etanol) sobre la columna. Centrifugar 15 s a
13.000 rpm para lavar la columna y descartar el eluido.

7. Anadir otros 500 pl de tampo6n RPE sobre la columna y centrifugar 2 min a
13.000 rpm para secar la membrana de gel de silice de la columna.

8. Para eliminar el etanol restante, colocar la columna en un nuevo tubo de
microcentrifuga y centrifugar a 13.000 rpm durante 1 min.

9. Eluir el ARN en un nuevo tubo de microcentrifuga con 40 pl de H20 ultrapura
centrifugando durante 1 min a 13.000 rpm. Pipetar el eluido y cargar de
nuevo sobre la columna para hacer un nuevo paso de centrifugacién igual al
anterior con el objeto de obtener la mayor cantidad posible de ARN de la
columna.

10. Medir la concentracion de ARN en el Nanodrop (ver apartado 4.4.5), alicuotar
las muestras y conservar a -80°C, tras congelacion con nitrégeno liquido. Se
retira previamente una alicuota de aproximadamente 1 pg de ARN para
comprobar la integridad de ARN en electroforesis en gel de agarosa al 1,5%
(apartado 4.4.9). También se preservan 0,5 pg de ARN para comprobar la

posible contaminacion de ADN de las muestras por PCR.

La realizacién de la PCR de comprobacién de ADN en las muestras de ARN se

lleva a cabo una PCR con ADN polimerasa Dream Taq de igual forma que en el caso
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de una PCR de rutina (apartado 4.4.7), teniendo en cuenta que el ADN molde es ARN
(500 ng totales). Se usan 50 ng de ADN gen6mico de B. diazoefficiens 110spc4 como
control positivo de la reacciéon y H20 ultrapura como control negativo. Los
oligonucle6tidos empleados para este tipo de comprobacién son fixN4_for y

fixN4_rev (Tabla 4.3).

4.4.18. Reverso transcripcion

La obtencion de ADN complementario (ADNc) desde ARN total, se realizé mediante
reaccion de reverso transcripcién. Para ello se emple6 la enzima SuperScriptll

(Invitrogen).

1. Lasreacciones se llevan a cabo en tubos de PCR que contienen 1 pg de ARN
total, 2 pl del oligonucleotido especifico (2 pmoles) o aleatorio (75 ng), 2,5 ul
de dNTPs (10 mM) y H20 ultrapura libre de ARNasas (Sigma) hasta 20 pl. Se
incuban a 65°C durante 5 min, y se transfieren a continuacién a un recipiente

con hielo.

2. Se anade por reaccién 6 pl de tampoéon 5x, 3 pl de solucion de DTT
(ditiotreitol) y 1 pl de solucién RNaseOUT (40 U/ul; Invitrogen). Se incuba a
42°C (en el caso de usar oligonucleétidos especificos) o a 25°C (en el caso de

oligonucleotidos aleatorios) durante 2 min.

3. Se anade 1,5 pl de reverso transcriptasa, y se realiza el ciclo de incubacion,

25°C durante 10 min, 42°C durante 50 min y 70°C durante 15 min.

4. Se elimina el ARN de la muestra por lisis alcalina afiadiendo 10 pl de NaOH 1
M y se incuba a 65°C durante 30 min. A continuacion, se neutraliza el pH
afiadiendo 10 pl de HCI 1 M. Se purifica el ADNc como los productos de PCR
(apartado 4.4.10.1). Se afladen alicuotas de 5 pl de acido acético 3 M pH 5,2

hasta que el indicador de pH del tampén PB vire a amarillo.

En caso de emplear oligonucledtidos aleatorios se puede cuantificar la
concentracion de ADN con el Nanodrop (ver apartado 4.4.5), sin embargo, la
concentracion de ADN obtenida por oligonucleétidos especificos es demasiado baja

para cuantificarla por esta metodologia.
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4.4.19. PCR cuantitativa a tiempo real (qQRT-PCR)

La técnica de gqRT-PCR es una variante de la PCR que se utiliza para amplificar ADN
y simultdneamente cuantificar de forma relativa el producto de la amplificacién en
dos condiciones de cultivo o cepas, a partir de ADNc obtenido por reverso

transcripcion del ARN obtenido (ver apartado 4.4.4).

Las reacciones de qRT-PCR se llevan a cabo en placas de 96 pocillos de 0,1 ml
de volumen en el sistema QuantStudio 3 Real-Time PCR (ThermoFisher Scientific).

Cada reaccion se lleva a cabo por triplicado en un volumen de 19 pl, que contiene:
- 9,5 ulde SYBR Green SuperMix (Bio-Rad)

- 4,5 pl de mezcla de oligonucleétidos For y Rev (2 uM concentracion final cada

uno)

- 5 ulde ADNca 0,02 ng/ul (0,1 ng total), 0,2 ng/ul (1 ng total) o 2 ng/pl (10
ng totales)

La eficiencia de cada pareja de oligonucleétidos y los cambios relativos en la
expresion génica se calculan de acuerdo a la metodologia de Pfaffl (2001). Los
niveles de expresion de los genes de interés se normalizan frente a la expresion de

un gen constitutivo como sigA o el 16S (Hauser et al., 2006; Torres et al., 2017).

4.4.20. Experimentos con “microarrays”

Para el analisis de la expresion de genes de B. diazoefficiens de forma global en la
cepa mutante nnrR en comparacion con la cepa parental, se llevaron a cabo
experimentos de expresion génica mediante el empleo de un “microarray”
customizado de B. diazoefficiens GeneChip BJAPETHa520090 (Affymetrix, Santa
Clara, CA; Hauser et al., 2007). Para hibridar, se emple6 ADNc fragmentado marcado
en su regioén 3’. Las condiciones de cultivo, extraccion de ARN, tratamiento con
ADNasa [ y sintesis de ADNc son basicamente similares a las descritas en los
apartados 4.4.4, 4.4.17 y 4.4.18 y en las publicaciones Hauser et al., 2007 y Pessi et
al., 2007. Se describe a continuacién las reacciones de fragmentacién y marcaje

terminal en 3"

La fragmentacién del ADNc tiene lugar con el siguiente procedimiento:
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1. Preparar la mezcla de reacciéon (30 pl de volumen final).

Tampdn 10x One Phor-All (Amersham Pharmacia Biotech) = 3 ul
- ADNc—> xpl (2 - 3 pg totales)

- ADNasal0,2U/ul* (Amersham Pharmacia Biotech) 2 2 -3 ul (1 ul
por cada pg de ADNc)

- H20 libre de nucleasas - hasta 30 ul

2. Incubar la reaccién 37°C durante 2 - 3 min™ (dependiendo del lote de

ADNasa I).

3. Inactivar la ADNasa I a 98°C durante 10 min e incubar las muestras en hielo

hasta analisis.

4. Comprobar el volumen de la reaccidn de fragmentacion, si esta por debajo de

30 pl, completar con H20 libre de nucleasas.

5. Verificar el resultado de la fragmentacion en electroforesis corriendo unos
200 ng en gel de agarosa al 2% en TBE 1x (Tabla 4.6) durante 1 h a 100 V.
Tefiir el gel con SYBR gold (SYBR® Green II RNA staining agent -Invitrogen)
diluido 10.000 en TBE 1x durante 30 - 40 min. La mayoria de los fragmentos
deben estar entre 50 y 200 pb, en caso de que sean mas grandes se puede

repetir la fragmentacion de las mismas muestras.
6. El ADNc fragmentado puede ser almacenado a -20°C.

* La solucion de ADNasa I (0,2 U/ pl) se prepara con 2 pl de la enzima
concentrada (10U/ pl) distribuida por el proveedor, 10 pl de tampén 10x One Phor-
All'y 88 pul de H20 libre de nucleasas.

** La eficiencia de la enzima depende de cada lote por lo que es
recomendable realizar una cinética de fragmentacién a distintos tiempos previa a la

realizacion del experimento.

Antes de la hibridacion del ADNc fragmentado con los “microarrays” se

marca en el extremo 3’ seglin la siguiente metodologia:

- Tampon de reaccion de transferasa terminal 5x = 10 pl
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- Reactivo de marcaje de ADN GeneChip (GeneChip ® DNA Labeling
Reagent - Affymetrix) 2 3 pl

- Deoxinucleétido transferasa terminal (Terminal Deoxynucleotido

Transferase - Promega) = 2 pl
- ADNc fragmentado = x pul (2 - 2,5 pg totales)
- H:0libre de nucleasas - hasta 50 pl

A continuacién, se incuba la reaccion a 37°C durante 75 min. Se para la
reaccion anadiendo 2 ul de EDTA 0,5 M. En ese momento las muestras estan
preparadas para su hibridacién con el GeneChip BJAPETHa520090 lo cual puede

hacerse inmediatamente, o bien ser preservadas a -20°C hasta su uso.

Tras la hibridacion y lectura de las sefiales en el Centro de Gendmica
Funcional de Zurich (FGCZ, Zurich, Suiza), los datos se normalizan, procesan y
analizan segun la metodologia descrita con anterioridad (Pessi et al., 2007; Mesa et
al, 2008; Torres et al, 2014). El programa “Affymetrix GeneChip Operating
Software” (GCOS) version 1.2 se emplea para la evaluaciéon de la calidad y
homogeneidad de las muestras ademas de para obtener los valores de intensidad de
las sefiales (algoritmo MASS5). Para los estudios de expresion se utiliza el programa
GeneSpring (Agilent Technologies). En dichos estudios de expresion, solo se
consideran aquellas sefiales presentes en dos de las tres réplicas necesarias de una
condicion o cepa para llevar a cabo un analisis diferencial con fiabilidad. Se
determinaron como genes diferencialmente expresados en la cepa mutante nnrR en
comparacién con la parental aquellos que presentaron un cambio de expresiéon = 2

60<-2.
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4.5.

Sobre-expresion y purificacion de proteinas

4.5.1. Sobre-expresion y purificacion de la proteina NnrR mediante el
empleo del sistema IMPACT (Intein-Mediated Purification with
an Affinity Chitin-binding Tag)

La proteina NnrR empleada en el desarrollo de esta tesis se sobre-expres6 como

proteina recombinante NnrR-Mxe-Inteina-dominio de unién a quitina (CBD) en

células

de la cepa de E. coli ER2566. Para la determinacion de las condiciones de

maxima expresion se llevo a cabo la siguiente metodologia:

1.

Se transforman células competentes de E. coli ER2566 con el plasmido
pMB1122 (Tabla 4.2). Se siembran 100 pl en una placa de LB con ampicilina.
El resto de la transformacién se emplea para inocular un matraz de 20 ml de

LB suplementado con el mismo antibiotico y se incuba durante toda la noche.

Se mide la DOsoo de una diluciéon 1/10 del cultivo de 20 ml, se transfiere el
cultivo a un tubo de centrifuga de 50 ml. A continuacion, se realizan 4 ciclos
de lavado con medio LB sin antibidticos. Seguidamente, se resuspende el
pelleten 2,5 ml de LB y se afaden 2,5 ml de glicerol 100% para conservar las

células a -20°C.

Se distribuyen en alicuotas con el objeto de inocular cultivos de 20 y 500 ml

de LB a DOeoo inicial de 0,02.

Se cultivan las células en dos matraces de 20 ml a DOeoo inicial de 0,02, los
cuales se dejan crecer a 37°C hasta alcanzar una DOesoo de 0,3
aproximadamente. Luego, se pasan a 30°C durante 60 min hasta alcanzar una

DOsoo de 0,6 - 0,8.

En ese momento se toman alicuotas de 1 ml y a continuacion se afiade 0,1
mM de IPTG (Tabla 4.6) a los matraces. Al cabo de 2 h tras afiadir IPTG se
vuelven a tomar alicuotas para su analisis posterior en un gel de PAGE-SDS
(apartado 4.3.4). Las alicuotas se centrifugan (13.000 rpm, 2 min), se elimina

el sobrenadante y se conservan a -20°C.

El resto de uno de los cultivos (unos 17 ml) se centrifuga 7 min a 5.500 x g y

se lava el pellet con “column buffer” (Tabla 4.6). Se resuspende en 2 ml de
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“column buffer” con el objeto de realizar una prueba de solubilidad. Para lo
que se lleva a cabo la rotura de las células aplicando una presién constante
de 120 Mpa con una prensa French (SLM). Se repite el proceso 3 veces. Se
centrifuga 10 min a 8.000 x g, 4°C. Se analizan fracciones de la parte soluble

y el pellet en un gel de PAGE-SDS.

Una vez establecidas las condiciones de maxima expresién y solubilidad, la
proteina fue purificada mediante el sistema IMPACT empleando cultivos de mayor

volumen segtn se detalla en el siguiente protocolo:

4.5.1.1. Induccion de las células para purificacién a escala media

1. Seinoculan 500 ml de medio LB en un matraz de 2 litros y se incuba a 37°Cy
170 rpm hasta alcanzar una DOsoo de 0,3. Posteriormente se incuba a 30°C, 1

h aproximadamente.

2. Cuando la DOsoo se encuentra en valores entre 0,6 y 0,8 se induce la expresion
de la proteina por la adiciéon de 0,1 mM de IPTG (Tabla 4.6) y se incuba
durante 2 h a 30°C.

3. Se centrifuga 7 min a 5.500 x g y se lava el pellet con “column buffer” (Tabla
4.6). En este punto se pueden conservar los pellets a -20°C o proceder a la
purificacion.

4.5.1.2. Fraccionamiento celular

1. Se resuspenden las células procedentes de 500 ml de cultivo en 5 ml de

“column buffer” (Tabla 4.6) con ADNasa (20 pg/ml).

2. Se lleva a cabo la rotura de las células aplicando una presién constante de

120 Mpa con una prensa de French (SLM). Se repite el proceso 3 veces.

3. Se centrifuga 10 min a 8.000 x g, 4°C, para eliminar las células que no se han
roto. El sobrenadante obtenido se centrifuga de nuevo en las mismas

condiciones anteriores durante 60 min.

4.5.1.3. Cromatografia de afinidad (sistema IMPACT)

1. Se diluye el sobrenadante hasta llevarlo a 50 ml con “column buffer” (Tabla

4.6).
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2.

Previamente a cargar la muestra, hay que preparar la columna mediante el

siguiente procedimiento:

a. Anadir 10 ml de resina de quitina al 50% en etanol (Chitin resin - NEB)
sobre una columna cromatografica vacia. La columna queda con un

volumen de 5 ml de resina.

b. Lavar la columna con 5 V (volimenes de columna) de H20d y

equilibrar con otros 5 V de “column buffer” (Tabla 4.6).

Se carga el sobrenadante diluido en la columna con un flujo de 0,5 - 1 ml por
min.

Se lava la columna con 20 V ml de “column buffer” (Tabla 4.6).

Se escinde la quitina con 3 V de tampon de escision (“column buffer” que
contiene 50 mM de DTT) y se deja que fluya hasta que quede 1 ml por encima

de la resina. En ese momento se cierra el flujo, se tapa la columna y se incuba

a temperatura ambiente durante 16 h.

Transcurrido ese tiempo, se abre la columna y se eluye la proteina con 4 V de

“column buffer” (Tabla 4.6), en alicuotas de 1 ml.

4.5.1.4. Regeneracion de la columna

Las columnas de quitina se pueden volver a usar entre 4 - 5 veces para la misma

proteina, por lo que tras la purificacién debe ser regenerada, segun la siguiente

metodologia:
1. Lavar con 10 ml de “column buffer” (Tabla 4.6), con SDS al 1%.
2. Lavar con 10 ml de “column buffer” (Tabla 4.6), a pH 12.
3. Regenerar con 15 ml de NaOH 0,3 M.
4. Lavar con 100 ml de H20d.
5. Conservar la columna a 4°C con etanol 20%.

4.5.2. Sobre-expresion y purificacion de la proteina FixK2-Hise

La proteina FixK2 empleada en esta tesis doctoral es un derivado insensible a la

oxidacion en el que la cisteina 183 esta intercambiada por serina (Bonnet et al,,

2013). La expresion y posterior purificacion del derivado C183S FixKz se llev6 a cabo
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a partir del plasmido pRJ0004 (Tabla 4.2; Bonnet et al.,, 2013) en el que la regién
codificante del gen fixK> esta fusionada en fase en su extremo 3’ a la secuencia de la
etiqueta de seis histidinas procedente del vector que permite su posterior
purificacién como proteina recombinante FixKz-Hise (la cual se denomina FixKz a
partir de este apartado). Este plasmido permite la sobreexpresiéon de la proteina

bajo el control del promotor de T7 y es inducible por la presencia de IPTG.

4.5.2.1. Induccion de las células para purificacion a escala media

Para la produccién de esta proteina se seleccion6 la cepa BL21(DE3) de E. coli que
contiene el gen de la ARN polimerasa T7 del fago ADE3. Se transforman células
competentes de esta cepa de E. coli con el plasmido pR]0004 y se producen alicuotas
de células listas para iniciar cultivos para la sobre-expresion de la proteina de igual

manera como se describe para la proteina NnrR (apartado 4.5.1).

Los cultivos de expresion se realizan en matraces de 500 ml de volumen con

200 ml de medio LB, adicionado con antibiotico:

1. Precalentar los matraces con medio a 37°C. A continuacion, se inoculan con
las células transformadas de BL21(DE3) y se incuban durante
aproximadamente 2 h a 37°C hasta alcanzar una DOeoo de 0,3. Posteriormente

se atemperan a 30°C durante aproximadamente 1 h.

2. Cuando la DOsoo alcanza valores comprendidos entre 0,6 - 0,8, se induce la
expresion de la proteina porla adicion de 0,1 mM de IPTG y se incuba durante

2ha30°C.

3. Se centrifuga 7 min a 5.500 x g y se lava el pellet con “binding buffer” (Tabla
4.6). En este punto se pueden conservar los pellets a -20°C o proceder a la
purificacién.

4.5.2.2. Fraccionamiento celular

1. Se resuspenden las células procedentes de 200 ml de cultivo en 5 ml de

“binding buffer” (Tabla 4.6).

2. Se lleva a cabo la rotura de las células aplicando una presién constante de

120 Mpa con una prensa French (SLM). Se repite el proceso 3 veces.

122



Materiales y métodos

3. Se centrifuga 10 min a 8.000 x g, 4°C, para eliminar las células que no se han
roto. El sobrenadante obtenido se centrifuga de nuevo en las mismas

condiciones anteriores durante 60 min.
4.5.2.3. Cromatografia de afinidad (sistema Ni-NTA)
En primer lugar, se prepara la columna de la siguiente manera:

1. Lavar la columna con H20d. Seguidamente, se afiaden 600 pl de solucion de
agarosa con Ni-NTA (Ni-NTA Agarose, Thermo Fisher Scientific) y se deja
gotear para que la matriz, de color azul turquesa, se vaya formando en el

fondo de la columna.

2. Una vez que se forma la matriz, y sin dejar que se llegue a secar, lavar tres

veces con 1 ml de H20d.
3. Equilibrar la columna pasando 1 ml de “binding buffer” (Tabla 4.6) 3 veces.

Una vez equilibrada la columna de agarosa Ni-NTA se procede a la

purificacion de la proteina:

1. Cargar en la columna el sobrenadante resultante del fraccionamiento celular

y dejar pasar hasta su completa elucidn.

2. Lavar la columna con “binding buffer” (tabla 4.6) adicionado con imidazol a

las siguientes concentraciones:

5x1mla5mM de imidazol

- 3x1mla10mM de imidazol
- 3 x1mla30mM de imidazol
- 6x1mla50mM de imidazol
3. Eluir la proteina afiadiendo 4 x 1 ml de tampo6n de lavado con imidazol a 200

mM y recoger el eluido en 4 alicuotas de 1 ml.

4. Anadir a la columna 1 ml de “binding buffer” (Tabla 4.6) adicionado de

imidazol a 300 mM para asegurar una total elucion de la proteina.

5. Lavar la columna con 1 ml de “binding buffer” (Tabla 4.6), y finalmente

afadirle etanol 20% para su conservacion a 4°C.
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Una vez eluida la proteina FixKz-Hise se intercambia el tampdn por “Happy

Buffer” (Tabla 4.6) con la técnica de filtracién en gel (apartado 4.5.3).

4.5.3. Filtracion en gel (Columnas PD-10)

Para el intercambio del tampo6n de proteinas purificadas se empled la técnica de
cromatografia liquida de exclusiéon molecular para eliminar el exceso de sales, la cual
consiste en pasar la muestra por una columna empaquetada con una matriz de
dextrano, cuyo tamafio de poro permite que las moléculas de mayor tamafio fluyan
entre los huecos de la matriz, mientras que las de menor tamafio son retenidas o
ralentizadas al pasar por los pequefios poros que forma el polimero de dextrano.
Para esta técnica se emplearon las columnas comerciales PD-10 (GE Healthcare Life
Sciences), empaquetadas con 8,3 ml de gel de dextrano Sephadex G-25, que
permiten el intercambio de sales de una muestra de hasta 2,5 ml. El protocolo

suministrado con las columnas recomienda los siguientes pasos:

1. Cortar el extremo de la punta de la parte inferior de la columna y retirar la
tapa superior, fijarla en un soporte y dejar que gotee el liquido que viene en

la columna para evitar la deshidratacién de la matriz.

2. Equilibrar la columna con aproximadamente 25 ml de tampdn de elucién con

el que deseamos intercambiar la muestra.

3. Afadir hasta 2,5 ml de muestra y dejar eluir hasta su total absorcién por la

columna.

4. Afadir 6 ml de tampdn de elucién en 12 fracciones de 0,5 ml, recogiendo cada
alicuota en tubos independientes, donde eluye la proteina en el nuevo

tampon.

A continuacién, se mide la concentraciéon de proteina de cada una de las
fracciones y se seleccionan aquellas de mayor concentracién para experimentos

posteriores.

4.5.4. Purificacion de ARN polimerasa nativa de B. diazoefficiens

La purificacién de ARN polimerasa de B. diazoefficiens se lleva a cabo usando un
protocolo modificado similar al descrito por Beck et al., (1997). El procedimiento se

describe a continuacion:
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1. Se obtienen 25 g (peso humedo) de células de B. diazoefficiens, crecidas en
condiciones 6xicas hasta la fase exponencial tardia (DOsoo =1). Para ello se
inoculan matraces de 2 1, con 0,5 1 de PSY, a 0,02 de DOs0o con un precultivo
de B. diazoefficiens 110spc4. Se recogen las células a 5.500 x g, durante 15
min y se lava el pellet con solucién de lavado celular (Tabla 4.6). Tras este

paso se pueden conservar los pellets celulares a -20°C.

2. Se resuspende el pellet celular en 70 ml de tampén TGED (Tabla 4.6) que
contiene 1 mM de AEBSF y 0,02 M de NaCl y se lleva a cabo la rotura celular
en la prensa de French a 120 MPa, de igual manera que para el caso de

extraccion de fraccion soluble y de membrana detallada en el apartado 4.2.3.

3. Al extracto crudo obtenido tras la rotura celular se anade 0,3% de
polietilenimina P (Polymin P, solucién de poly(ethyleneimine) al 50% (P/V)
en H20d; Fluka). Previamente a su empleo, la “polymin P” se prepara al 20%
diluida en H20d, se ajusta el pH a 8 y finalmente se dializa frente a H20d. Tras
la adicién de la polietilenimina se agita el extracto durante 15 min con

agitador magnético, a 4°C.

4. Se centrifuga el extracto tratado a 27.000 x g durante 15 min, 4°Cy se recoge

el pellet obtenido.

5. Ese pellet se lava 3 veces con tampo6n TGED (Tabla 4.6) al 0,2 M de NaCl. Para
ello, cada vez, se homogeniza la suspension agitando 15 min a 4°C y se

precipita el extracto centrifugando a 27.000 x g durante 15 min, 4°C.

6. Se eluye la ARN polimerasa usando el mismo procedimiento de lavado, con
tampo6n TGED (Tabla 4.6) pero en este caso a 0,8 M de NaCl, recogiéndose el

sobrenadante y desechando el pellet. Se realizan tres lavados de este tipo.

7. Al sobrenadante total obtenido de los tres lavados se le afiade (NH4)2S04
sélido a una saturacion final del 65% (43 g por cada 100 ml). La suspension
se agita con agitador orbital durante 15 min, a 4°C y posteriormente se

precipita por centrifugacién durante 30 min, a 27.000 x g.

8. Elpellet obtenido se disuelve en tampén TGED (Tabla 4.6) con 0,02 M de NaCl

en el menor volumen posible, y se dializa frente a 1 1 del mismo tampo6n
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10.

11.

12.

13.

durante una noche a 4°C con agitador magnético. La didlisis se lleva a cabo en
tubos de membrana de didlisis de 3500 Da de tamafio de poro, con una

capacidad de 1 ml/cm de tripa (Spectrum™),

Se recoge la muestra dializada y se centrifuga a 27.000 x g, 15 min, 4°C. Se
desecha el pellet y se recoge el sobrenadante, que sera cargado
posteriormente en una columna EMD-DEAE (Merck), previamente
equilibrada, acoplada en un sistema de cromatografia liquida AKTA FPLC (GE
Healthcare). El flujo se fija a 1 ml/min, y la elucién de la ARN polimerasa

tendra lugar con un gradiente lineal de 75 ml de NaCl de 0,02 a 1,2 M.

A partir del cromatograma obtenido, se eligen las alicuotas con proteina y se
comprueba la presencia de ARN polimerasa por ensayo de IVT general
(apartado 4.6.1.5), usando UTP-3H (Uridine 5'-Triphosphate, Tetrasodium
Salt, [5,6-3H]-, 1 mCi (37 MBq); Perkinelmer) como nucle6tido marcado

radioactivamente.

Aquellas alicuotas que presentan actividad IVT se dializan juntas en un tubo
de membrana de dialisis de 6.000-8.000 Da de tamaio de poro (0,4 ml/cm)
(Spectrum™) frente a 1 1 de TGED (Tabla 4.6) con 0,02 M de NaCl, durante

toda la noche, a 4°C y en agitacion.

Se recoge la muestra dializada y se lleva a cabo otra cromatografia de
afinidad en el mismo sistema AKTA FPLC, en este caso con una columna
HiTrap Heparin (GE Healthcare), a la cual se aplica el mismo gradiente que
en el caso anterior para eluir la ARN polimerasa, pero en un volumen de 150
ml. Se eligen una serie de alicuotas que contienen proteina y se comprueba

la presencia de ARN polimerasa por ensayo de IVT general (apartado 4.6.1.5).

Las fracciones que contienen la polimerasa se agrupan y se vuelven a dializar

de la misma manera que en la ultima dialisis.

14.Se concentra la muestra por ultrafiltracién con una membrana YM30

15.

Amicon) y se conserva en 50% de glicerol a -20°C o -80°C.
y g

La pureza de las fracciones se comprueba por PAGE-SDS (ver apartado 4.3.4).
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4.6. Ensayos de transcripcion e interaccion proteina-ADN

4.6.1. Ensayo de transcripcion in vitro especifico de ronda multiple

(IVT)

Para analizar la capacidad de proteina FixKz recombinante purificada de transcribir
una determinada diana, se llevé a cabo la técnica de transcripcion in vitro (IVT), en
la que se analiza la transcripcién desde la regiéon promotora (genuina o con
mutaciones) del gen objeto de estudio. Para este ensayo se requiere principalmente
ADN molde libre de ARNasas, UTP marcado radiactivamente con o-32P, ARN

polimerasa de B. diazoefficiens y proteina FixKz purificada.

4.6.1.1. Preparacion de ADN molde

Como ADN molde se han usado los plasmidos descritos en la Tabla 4.10 que
contienen las regiones promotoras que portan cajas FixKz de varis genes. Como
control se usa el plasmido pRJ9601 con la regidon promotora del gen rrn, que en
ensayos de IVT da lugar a un transcrito de 240 nucleétidos, tanto cuando se emplea
la ARN polimerasa de B. diazoefficciens como la de E. coli, y de forma independiente
a la presencia de la proteina FixKz. La construccion de los plasmidos se llevo a cabo

con las especificaciones de la siguiente tabla.
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Tabla 4.10. Plasmidos para IVT con sus caracteristicas mas relevantes.

Oligonucleodtidos usados

Fragmento para la amplificacién del  Vector de
Plasmido Gen(es)
amplificado fragmento (Secuencias en clonacion
la Tabla 4.3)
pMB1400 nnrR/nnrS 258 pb (BamHI-EcoRI) nnrR_6_for, nnrR_6_rev pRJ8870*
cycA_1_for_IVT,
pMB1401 cycA 264 pb (EcoRI-HindIIl)
cycA_1_rev IVT
bll3466_3_for,
pMB1402 bll3466 380 pb (BamHI-EcoRI)
bll3466_3_rev
nosR_For_Transc,
pBD4020 nosR 486 pb (Xbal-EcoRI)
nosR_Rev_Transc
pMB1363 derivado fixN 573 pb (BamHI-EcoRI) fixN4_for, fixN4_rev pRJ9519

pMB1364 derivado fixN 573 pb (BamHI-EcoRI) fixN4_for, fixN4_rev

pMB1367 derivado fixN 573 pb (BamHI-EcoRI) fixN4_for, fixN4_rev

pMB1414 norC 243 pb (EcoRI-Hindlll)  norC11_for, norC12_rev
derivado

pMB1415 243 pb (EcoRI-Hindlll)  norC11_for, norC12_rev
norC
derivado

pMB1417 c 243 pb (EcoRI-Hindlll)  norC11_for, norC12_rev
nor

*El plasmido pRJ8870 (Mesa et al, 2008) posee dos terminadores
transcripcionales rrn de B. diazoefficiens. En la regién comprendida entre ambos se
clona el fragmento que posee la caja FixKz compartida por los dos genes divergentes
nnrR y nnrS. Por lo que se obtienen dos transcritos en una misma reaccién de IVT.
Sin embargo, el vector pRJ9519 (Beck et al., 1997) s6lo contiene un terminador

transcripcional rrn, generandose un dnico transcrito en cada reaccién.

Tras la construccién de los plasmidos, se aislé ADN de los mismos mediante
el empleo de “Midipreps” (apartado 4.4.2.2.2) y seguidamente, con el objeto de
eliminar contaminacién por ARNsas que pudieran interferir en la reaccion de

transcripcion, se prepard ADN de cada uno siguiendo el siguiente protocolo:
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1. Setoma 1 pgde ADN y se completa el volumen hasta 500 pl con H20 ultrapura
(Sigma).

2. Afiadir 500 pl de biofenol (fenol/cloroformo/alcohol isoamilico) y agitar en

vortex 5 min.
3. Centrifugar 10 min, 4°C, 14.000 rpm y pasar a un nuevo tubo la fase acuosa.
4. Afadir a esa fase acuosa 1 V de cloroformo (450 ul) y agitar en vértex 5 min.

5. Centrifugar 10 min, 4°C, 14.000 rpm y transferir la fase acuosa superior a un

nuevo tubo.

6. Aesevolumen sele afiade 2,5V (1 ml) de etanol 100% frio. También se afiade

1/10 V (40 ul) de acetato sédico 3 M, pH 5,2 y se invierte el tubo tres veces.

7. Para precipitar el ADN, incubarlo a -202C durante una noche o a -80°C

durante 1h.
8. Tras ese tiempo, centrifugar el tubo a 14.000 rpm, 4°C durante 1 h.

9. Después de la centrifugacidn, se retira el etanol y se lava el pellet con etanol

70%, sin resuspenderlo.

10. Centrifugar 10 min, 4°C, 14.000 rpm y retirar completamente el etanol con

cuidado.
11. Dejar secar el pellet 20 - 30 min al aire.

12. Resuspender en 20 pl de H20 ultrapura. Por ultimo, se determina con el

Nanodrop la concentracion de ADN (ver apartado 4.4.5).

Con el objeto de evitar la degradacion de ARN por las ARNasas durante el
experimento de IVT se usa material de vidrio esterilizado en horno Pasteur a 180°C,
y el material de plastico se autoclava envuelto en papel de aluminio para evitar su
contaminacion. Los tubos de centrifuga se obtienen especificamente libres de
ARNasas segun lo especificado por la casa comercial. Los reactivos (etanol, biofenol,
cloroformo) se emplean especificamente para este ensayo o si son soluciones

acuosas se tratan con H20 DEPC o se realizan las diluciones en H20 ultrapura.
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4.6.1.2. Reaccion de transcripcion

Para llevar a cabo la reaccion de transcripcion se mezcla en un tubo de centrifuga:

ADN circular (*700 ng/ul) 2> 1 pl

Tampo6n de IVT 5x (Tabla 4.6) 2 4 ul

Inhibidor de ARNasas (40 U/ ul) = 0,5 ul

NTPs (ATP, GPT, CTP y UTP, 10 mM cada uno) - 2 ul

ARN polimerasa de B. diazoefficiens 2 1,5 pg total en la reaccion

*UTP a-32P [ Uridine 5'-triphosphate,[a-32P]-50mM Tricine (pH 7.6) Shipped
in lead Shipped on dry ice. 800Ci (29.6TBq)/mmol (Perkinelmer)](10 uCi/
ul) 2 0,1 ul

Proteina purificada FixKz = x pl (1,25 y 2,5 uM)
H20 ultrapura = hasta 20 pl

* UTP a-32P se afiade a la reaccion en el laboratorio de radiactividad, a partir

de ese paso todo se lleva a cabo en ese laboratorio.

Tras mezclar todos los componentes de la reaccidn, la técnica sigue de la

siguiente manera:

1.

3.

Se incuba la reaccion a 37°C durante 30 min. Pasado el tiempo de incubacién

se para la reaccion colocando las muestras en hielo.

Se adicionan 180 pl de H20 ultrapura (Sigma), 200 pl de biofenol (phenol:
cloroformo: alcohol isoamilico) y 20 pl de acetato potasico 3M pH 5,2 y se

mezcla por inversion manual.

A continuacion, se centrifuga a 12.000 rpm durante 5 min. Se recoge la fase
superior acuosa y se afade en un tubo de centrifuga que contiene

previamente 500 pl de etanol 100% frio.

Se deja precipitar el ARN a - 20°C al menos durante una noche. Tras la
incubacion, se centrifuga a 13.000 rpm durante 1 h y se elimina el

sobrenadante.
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5. Selavael pellet con etanol 70% (200 pl). Centrifugar 10 min, 4°C, 14.000 rpm

y se retira de nuevo el etanol.

6. Dejar secar 20 - 30 min al aire y resuspender el pellet en 8 pl de solucién

Sanger (Tabla 4.6). Se calienta la resuspension durante 2 min a 90°C.

7. Cargar 4 pl de la muestra en un gel de secuenciacion. Preservar otros 4 pl por
si fuera necesario repetir el gel o emplearlos en otro gel para comparar

muestras.

4.6.1.3. Marcadores de ARN

La generacién de marcadores de tamafio se lleva a cabo empleando fragmentos de

ADN lineales que den lugar a transcritos de longitud conocida:
- *ADN lineal (700 ng/ul) = 1 ul
- Tamp6n de IVT 5% (Tabla 4.6) = 4 ul
- Inhibidor de ARNasa (40 U/ ul) = 0,5 ul
- NTPs (ATP, GTP, CTP, 10 mM cada uno) - 1 ul
- UTP100 uM - 2,4 ul
- ARN polimerasa del fago T3 (100 nM)(Thermo Fisher Scientific) = 3 pl

- **UTP «-32P [Uridine 5'-triphosphate,[a-32P]-50mM Tricine (pH 7.6) Shipped
in lead Shipped on dry ice. 800Ci (29.6TBq)/mmol (Perkinelmer) (10 pCi/
uh] > 1 pl

- H20 ultrapura - hasta 20 pl
* El ADN lineal se obtiene de los plasmidos pRJ9601 y pR]8817, digeridos con

las enzimas BstXI y Bgll], respectivamente, obteniéndose fragmentos de 286 y 180
nucleétidos que se usan como marcadores moleculares. ** UTP a-32P se afiade a la

reaccion en el laboratorio de radiactividad, a partir de ese paso todo se lleva a cabo

en ese laboratorio.

Tras la reaccion de IVT, las muestras se procesan de igual manera a lo

descrito en el apartado anterior, con la salvedad de que los pellets se resuspenden
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de forma individual en 100 pl de solucién Sanger y se cargan 3 pl en el gel. Se pueden

conservar a -20°C durante 3 meses.

4.6.1.4. Electroforesis en gel de secuenciacion urea/acrilamida

La deteccion de los transcritos de ARN generados en las reacciones de IVT se lleva a

cabo por electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida al 6% con 7 M

de urea en TBE 1x, la metodologia empleada es la siguiente:

1.

Se prepara la mezcla del gel, que contiene: 75 g de urea, 15 ml de TBE 10x
(Tabla 4.6), 22,5 ml de una mezcla de acrilamida:bisacrilamida 40%

(19:1)(VWR) y se completa con H20-DEPC (Tabla 4.6) hasta 150 ml.

Se disuelve la acrilamida y la urea en un bafo a 37°C, en agitacion. Se filtra la
soluciéon con vacio utilizando filtros Stericup (Millipore) y se puede
almacenar a 4°C para su posterior uso. Se toman 40 ml de la mezcla del gel y
justo antes de verterla entre los cristales se afiade APS preparado en fresco

(Tabla 4.6; 400 pl) y TEMED 6 M (40 pl).

La preparacion del gel requiere de dos cristales tratados con xileno por la
cara en contacto con el gel. Ambos se limpian muy bien con alcohol y se
colocan en contacto por la cara xilenizada, separados entre ellos por unos
separadores de plastico. Se fijan ambos cristales juntos con pinzas y se
colocan en un soporte en un angulo de 20°. Se vierte la mezcla del gel y
finalmente se coloca el peine entre ambos y la parte superior, que generara

los pocillos.

Una vez polimerizado el gel, previamente a cargarlo se debe calentar, para
ello se hace pasar corriente eléctrica (40 V) durante 1 h, en tampé6n TBE 0,5x

(Tabla 4.6).

Una vez que el gel alcance 50°C de temperatura, valor que se conoce gracias
a un indicador de temperatura que porta uno de los cristales, se limpian los
pocillos para eliminar la urea con una jeringa que contiene TBE 0,5x (Tabla
4.6). Inmediatamente después se cargan las muestras y los marcadores. Se

aplica la misma corriente que la empleada para calentar el gel y se deja correr
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durante 2 h, tiempo en el que el azul de bromofenol de la solucién Sanger

llega al final del gel.

Tras la finalizacion de la electroforesis se separan los cristales y se transfiere
el gel a una lamina de papel Whatman 3MM. Se cubre con un papel film y se
seca a 80°C durante 2 h, en un secador de geles conectado a una bomba de

vacio.

Finalmente se coloca el gel seco en contacto con una placa amplificadora
Phosphor-Screen GP de 35 x 43 cm de Molecular Dynamics. La placa

previamente debe ser neutralizada con luz durante 15 min.

Tras al menos 24 h de exposicion se revela la placa mediante un Phospho-

Imager (Molecular Dynamics), que detecta las sefiales radiograficas.

4.6.1.5. IVT con UTP-3H

La deteccidn de la presencia de ARN polimerasa en las diferentes alicuotas durante

su purificacién (apartado 4.5.4) se realiza por ensayo de IVT usando UTP marcado

con 3H (tritio) en lugar de con 32P. Las reacciones se llevan a cabo en tubos de

microcentrifuga en un volumen total de 50 pl, y contienen:

ADN circular (Plasmido pRJ9601; Tabla 4.2) (=700 ng/ul)-> 1 ul
Tampon de IVT 5x (Tabla 4.6) = 10 pl

Inhibidor de ARNasa (40 U/ ul) = 0,5 ul

NTPs (ATP, GPT, CTP y UTP, 10 mM cada uno) > 5 pl

*UTP-3H (Uridine 5'-Triphosphate, Tetrasodium Salt, [5,6-3H]-, 1 mCi (37
MBq) de Perkinelmer) 21 pl

Muestra (eluido en la purificacidon de la ARN polimerasa de B. diazoefficiens -

apartado 4.5.4) 2> 5 ul
H20-DEPC ©27,5 ul

*El UTP-3H se afiade en el laboratorio de radiactividad, y a partir de ese paso,

todo se lleva a cabo en ese laboratorio.
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También se emplean muestras como control positivo y negativo, en las que
en lugar del eluido obtenido de la purificacion de la ARN polimerasa de B.
diazoefficiens, se emplea ARN polimerasa reconstituida con factor o7 de E. coli

(NEB) o H20-DEPC (Tabla 4.6), respectivamente.

Tras mezclar los tubos, incubar durante 30 min a 37°C. Pasada la incubacion,
colocar una gota de 25 pl de cada reacciéon sobre un cuadrado pequefio de papel
Whatman 3MM vy lavar cada papel de manera independiente en tampén 2x SSC
(Tabla 4.6) 4 veces, durante 5 min cada vez. Tras el lavado, introducir los papeles en
viales de plastico que contienen 3 ml de céctel de centelleo (Liquid Scintillation
Cocktel - Perkinelmer). Colocar los viales en una gradilla y medir la actividad del 3H
con un contador de centelleo (Beckman LS6500). Los datos de actividad se expresan

en desintegraciones por minuto (DPM).

4.6.2. Resonancia de plasmoén de superficie (Biacore)

Los ensayos de unién de proteina FixKz purificada a las cajas FixKz (genuinas o con
mutaciones) presentes en la regién promotora del operén fixNOQP y de los genes
norCBQD se han realizado mediante el empleo de la técnica de resonancia de
plasmoén de superficie en un Biosensor Biacore X100 (GE Healthcare). En estos
ensayos se emplea un chip con matriz de dextrano carboximetilado con
estreptavidina (SA), el cual permite la inmovilizacion de ADN de doble cadena
biotinilado. La técnica y los analisis de los datos crudos se llevaron a cabo en el
Servicio de Prote6mica y Bioquimica del Centro Andaluz de Biologia del Desarrollo

(CABD), Sevilla, Espaiia.

La técnica consiste en la interaccion de un analito con un ligando
inmovilizado en el chip que provoca cambios en la resonancia de plasmén de
superficie de lalamina de oro inferior del chip, la cual es cuantificada como el cambio

en el angulo de la difraccion de un haz de luz reflejado en la lamina de oro.

Previamente a la realizacion de la técnica se requieren diferentes soluciones,
que deben ser filtradas y gaseadas antes de su uso. Ademas de la proteina FixK2
purificada (analito) (metodologia detallada en el apartado 4.5.2), también es
necesario sintetizar las regiones promotoras de doble cadena de ADN biotiniladas

(ligando). Para esto ultimo, se anillan oligonucle6tidos complementarios de unas 30
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pb que son obtenidos de la casa comercial Sigma (secuencias de oligonucledtidos en
la Tabla 4.3), teniendo en cuenta que el oligonucledtido reverso (Rev) es el marcado
con biotina (Biot) en su regién 5’ y que la caja FixKz de interés queda en el centro

del oligonucleétido.
El anillamiento de oligonucleotidos tiene lugar con la siguiente metodologia:

1. Los oligonucleétidos For y Rev resuspendidos en tampdn de inmovilizacion
(Tabla 4.6) a una concentracion de 100 uM se mezclan con una proporcion

9:1 (For:Rev-Biot), quedando el oligonucledtido biotinilado a 10 puM.

2. La mezcla se calienta 10 min a 100°C y se dejan enfriar lentamente a

temperatura ambiente.

A continuacioén, se lleva a cabo la inmovilizaciéon en el chip del promotor
biotinilado de doble cadena obtenido. Esto se lleva a cabo de forma individual para

cada uno de los promotores analizados (ligandos). Para ello:

- Sediluyen en tampén de inmovilizacion (Tabla 4.6) a una concentracién final

de 5 nM.

- Se lavan las dos células que posee el sistema con un flujo de tampon de
inmovilizaciéon (Tabla 4.6) durante 6 min y posteriormente tienen lugar tres
inyecciones consecutivas de tampdn de activacion (Tabla 4.6), de 60 s cada

unay con un flujo de 10 pl/min.

- A continuacion, se lleva a cabo la inmovilizacion del ligando en la célula 2

hasta que se alcanzan 100 unidades de respuesta (UR).

- Finalmente se lavan cada una de las células con tampén de limpieza (Tabla

4.6).

Una vez fijado el ligando, se llevan a cabo los experimentos de interaccion de
la proteina FixK2z (analito) con cada uno de los ligandos en tampdn de desarrollo
Biacore (Tabla 4.6), donde la proteina FixKz se inyecta en ambas células con un flujo
de 40 pl/min durante 120 s de contacto, seguidos de 120 s de disociacidn. El analito
se diluye en tampo6n de desarrollo Biacore (Tabla 4.6) desde 0 a 250 nM y se va
inyectando de manera aleatoria, con al menos un duplicado a baja concentraciéon

después de uno a concentracion alta.
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La regeneracion de la superficie del chip se lleva a cabo con inyecciones de
SDS al 0,2% a 30 ul/min durante 60 s. Cada ensayo cinético se repite al menos tres

veces.

Los datos de interaccion obtenidos se analizan usando el software de
Evaluacion Biacore X100 (GE Healthcare). Las constantes cinéticas (Ka, Kd, KD) se
calculan, cuando es posible, por ajuste a un modelo 1:1 de Langmuir usando doble

sustraccion. Los parametros obtenidos incluyen:
Ka—> constante de asociacion
Kd-> constante de disociacion
Rmax—> maxima respuesta
tc—> constante de transferencia de masa

En todos los casos, el ajuste fue verificado por chi cuadrado (x?) y para el
control de calidad de cada ensayo se requieren los siguientes parametros:
transferencia de masa (t) >108, porcentaje de x2/Rmax < 5% y unidades de Rmax
<25. Cuando los datos de interaccién no se ajustan bien, la constante de equilibrio
de disociacion (KD) se calcula de las curvas obtenidas 5 s antes de que pare la

inyeccion del analito, usando la herramienta Affinity Wizard del programa.

4.7. Caracterizacion molecular de la proteina NnrR
4.7.1. Titulacion de NnrR con hemina en condiciones andxicas

La titulaciéon de la proteina NnrR se lleva a cabo con un protocolo similar, pero
modificado, al descrito para DNR de P. aeruginosa por Giardina et al., (2008).
Basicamente, la union de hemo in vitro se determiné por la titulacién en condiciones
anoxicas de una soluciéon de 20 uM de apoproteina NnrR (forma monomérica) en
tampon de reconstitucion (Tabla 4.6) con cantidades crecientes de una solucion
fresca de hemina (hemina bovina, Fluka) 0,5 mM disuelta en NaOH 0,1 mM y
reducida con 3 mM de ditionito sddico*. La concentracion de hemina en la solucién
de proteina fue aumentando tras la adicién de alicuotas de 1 o 2 pl. Tras cada adicién
de hemina se realiza un espectro completo UV/Vis (250 - 650 nm) en un

espectrofotometro (WPA Biowave II).
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La realizacién de toda la titulacién tuvo lugar en el interior de una cdmara de
anaerobiosis (disponible en el grupo del Dr. Andrew ]. Gates, Universidad de East
Anglia, Reino Unido) por la que circulé una atmoésfera inerte compuesta por Na.
Previamente a introducir todas las soluciones en la cAmara de anaerobiosis, fueron
gaseadas con N2 durante al menos 10 min para frascos de 25 ml o 45 min para
volumenes mayores. Todos los frascos van cerrados con tapén de goma. La solucién
con proteina, de volimenes entre 1y 2 ml se gasea solamente 3 min, para evitar la

desecacion excesiva de la muestra.

*La solucion de ditionito so6dico se prepara en el interior de la cAmara de
anaerobiosis, introduciendo por un lado en un frasco tapado con septum el polvo de
ditionito y en otro frasco el tampén o el H20 donde se resuspende, ambos gaseados

previamente.

4.7.1.1. Preparacion de la solucion de hemina

Para preparar la soluciéon de hemina se sigue el siguiente procedimiento descrito en

Ebert et al,, 2017 con modificaciones. El procedimiento es el siguiente:
1. Pesar 5 mg de hemina bovina (Fluka) y afiadir 1 ml de NaOH 0,1 mM.
2. Incubar durante 30 min y afadir 1 ml de Tris-HC1 1 M pH 7,5.

3. Centrifugara 13.000 x g durante 10 min. El sobrenadante obtenido es filtrado
a través de un filtro de 0,2 um (Millipore).

4. MedirlaDO delasolucion a 385 nm y determinar la concentracion de hemina
usando la ley de Lambert-Beer con un coeficiente de extincion molar de 50

para soluciones 1 mM.

4.7.2. Reconstitucion de NnrR con hemina

La reconstitucion con hemina de la proteina NnrR se lleva a cabo basicamente segun
la metodologia descrita por Giardina y colaboradores (2008) para la proteina DNR
de P. aeruginosa. Seguidamente se explica el procedimiento con las modificaciones

incluidas para el caso de NnrR:

1. Mezclar apoproteina NnrR con un exceso de solucion de hemina fresca

(procedimiento de preparacién en apartado 4.7.1.1) en una relaciéon 1:3
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(NnrR:hemina). La proteina debe encontrarse en tampoén de reconstitucién
(Tabla 4.6). Este paso se realiza en la cdmara de anaerobiosis, con la

precaucion de gasear todas las soluciones antes de introducirlas en la misma.
Incubar la mezcla durante 2 h a 16°C.

Eliminar el exceso de hemina mediante dialisis de la muestra, en un cassette
de 3.500 Da de tamafio de poro (Slide-A-Lyzer Thermo Scientific), frente a 1
| de tampdn de reconstitucion (Tabla 4.6). La didlisis se lleva a cabo durante

una noche en condiciones 6xicas.

Para eliminar la hemina en exceso tras la didlisis se realiza una filtracién en
gel de la muestra a través de una columna de Sephadex G-25 (PD-10)

(procedimiento detallado en el apartado 4.5.3).

Medir el espectro completo UV/Vis de la muestra de NnrR reconstituida con

hemina en su forma férrica. (pico a 411 nm).

Reducir la muestra con ditionito sédico 3 mM, preparado de igual forma que
para el caso de la titulacion y volver a recoger el espectro completo UV/Vis

del complejo NnrR:hemo ferroso (pico a 425 - 427 nm).

4.7.2.1. Unioén del complejo NnrR:hemo ferroso a 6xido nitrico

(NO)

Para determinar la uniéon de NO al complejo NnrR:hemo ferroso se adicionan

150 pl de una soluciéon de NO gas 1,5 mM a 2 ml de la solucién NnrR:hemo ferroso

degaseada. Posteriormente, se recoge un nuevo espectro UV/Vis completo y se

analiza la desaparicion del pico de 425 nm y el cambio a un hombro a 389 nm.

4.8.

Métodos Bioinfomaticos

Los programas bioinformaticos utilizados en el desarrollo de este trabajo son los

siguientes:

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool): Programa para alineamiento de

secuencias de ADN, ARN o proteinas, basado en la base de datos del NCBI.

Clone Manager: Programa informatico para la simulacién de clonajes,

restricciones y mapeo grafico de plasmidos.
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- FinchTV: Herramienta bioinformatica para visualizaciéon y trabajo con

secuencias de ADN.

- ExPASy (Expert Protein Analysis System): Servidor de prote6mica que

analiza secuencias y estructuras de proteinas.

- PSIPRED (PSI-blast based secondary structure PREDiction): Servidor de
proteinas que predice estructuras secundarias de proteinas basadas en la

secuencia de aminoacidos (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/).

- SWISS-MODEL: Servidor web de bioinformatica estructural perteneciente a
la plataforma ExPASy, dedicado al modelado de estructuras de proteinas 3D

por homologia con estructuras conocidas de otras proteinas.

- Discovery Studio Visualizer: Software para el andlisis y modelado de

estructuras y secuencias proteicas.

- KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes): Es una coleccién de
bases de datos en linea que contiene informacién de genomas y rutas

enzimaticas.

- Quantity One: Programa de adquisicidn, andlisis y cuantificacién de imagen

de geles obtenidas por equipos de Bio-Rad (Bio-Rad).

- ImageLab: Programa de analisis de imagen de geles (Bio-Rad).
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Chapter 1

5.1. Chapter 1: Expanding the regulon of the Bradyrhizobium
diazoefficiens NnrR transcription factor: New insights into

denitrification pathway
5.1.1. Abstract

Denitrification in the soybean endosymbiont B. diazoefficiens is controlled by a
complex regulatory network composed by two hierarchical cascades, FixL]-FixKa-
NnrR and RegSR-NifA. In the former cascade, the CRP/FNR type transcription
factors FixK2 and NnrR exert a disparate control in response to microoxia and
nitrogen oxides, respectively, on the expression of the napEDABC, nirK, norCBQD,
and nosRZDFYLX genes, encoding the four denitrifying enzymes in this bacterium.
To identify additional genes controlled by NnrR and involved in the
denitrification process in B. diazoefficiens, we compared the transcriptional profile
of an nnrR mutant with that of the wild type, both grown in anoxic denitrifying
conditions. This approach revealed that more than 170 genes were simultaneously
induced in the wild type and under the positive control of NnrR. Among them, we
found the cycA gene which codes for the so-called css0 soluble cytochrome (CycA),
previously identified as an intermediate electron donor between the bc: complex
and the denitrifying nitrite reductase NirK. Here, we demonstrated that CycA is also
required for nitrous oxide reductase activity. However, mutation in cycA neither
affected nosZ gene expression nor NosZ protein steady-state levels. Further, cycA,
similar to nnrR and its proximal divergently oriented nnrS gene, is a direct target for
FixK2 as determined by in vitro transcription activation assays. The dependence of
cycA expression on FixKz and NnrR in anoxic denitrifying conditions was validated
at transcriptional level, determined by quantitative PCR, but also at protein level by
performing heme c-staining of soluble cytochromes. Thus, this study expands the
regulon of NnrR and demonstrates the role of CycA in the activity of the nitrous

oxide reductase, the key enzyme for nitrous oxide mitigation.
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5.1.2. Strains and plasmids construction

Strains and plasmids used in this work and their corresponding description are
compiled in Tabla 4.1 y 4.2. A cy2 (bll2388) deletion mutant was constructed by
markerless mutagenesis using the sacB-system (Schifer et al, 1994). For that
purpose, the 5’ and 3’ flanking regions of the cyz gene (614 and 609 bp fragments)
were amplified by PCR using BLL1F/BLL1R and BLL2F/BLL2R primers pairs (Tabla
4.3). Both fragments were individually cloned in the pGEM-T easy vector, verified
by sequencing and finally cloned in tandem in the suicide vector pK18mobsacB,
yielding plasmid pMB2003. This plasmid was transferred via biparental conjugation
to B. diazoefficiens by using E. coli S17-1 as donor and transconjugants were firstly
selected by kanamycin resistance (single recombination), and secondly by sucrose
resistance (double recombination) as previously described (Cabrera et al., 2016).
The genomic organization of selected candidates was verified by PCR using gene-
specific primers. Double recombination of plasmid pMB2003 with the B.
diazoefficiens genome resulted in the replacement of the wild-type cy2 gene
encoding a 128 amino acids protein for an in frame truncated version encoding 23

amino acids in the B. diazoefficiens cy2 mutant (Tabla 4.1 y 4.2).

Plasmids pMB1400 and pMB1401 were individually used as templates in the
IVT activation assays. pMB1400 carries the divergent promoter of nnrS and nnrR
genes on a BamHI-EcoRI-digested 258-bp fragment amplified by PCR (combination
of primers nnrR_6_for and nnrR_6_rev; Tabla 4.3). The fragment was then cloned
into plasmid pR]8870 (Mesa et al., 2008), that harbours two B. diazoefficiens rrn
transcriptional terminators. pMB1401 consists on a EcoRI-HindIlI-digested 289-bp
cycA promoter fragment that was amplified by PCR, using the cycA_1_for and
cycA_1_rev primers (Tabla 4.3) and then cloned into pR]J9519, which contains a B.

diazoefficiens rrn transcriptional terminator (Beck et al., 1997).

The correct nucleotide sequence of all PCR-amplified fragments cloned in the

corresponding plasmids was verified by sequencing.
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5.1.3. Global transcriptional profiling of the nnrR mutant cultured in

anoxic denitrifying conditions

The comparison of the transcriptional profile of a B. diazoefficiens nnrR mutant with
that of the WT both cultured in anoxic denitrifying conditions, by using a custom-
made GeneChip array (Hauser et al,, 2007) revealed 1,242 genes that showed a
differential expression in the nnrR mutant (Figure 5.1.1). The overlap of this group
with the 1,514 genes differentially controlled in wild-type cells cultivated in anoxic
denitrifying conditions in comparison to oxically cultivated cells resulted in 298
genes (Figure 5.1.1). We next focussed on those, among this latter group, which were
induced in the WT and, at the same time, showed a downregulated expression in the

nnrR mutant (i.e., NnrR exerts its role as an activator).

I AnnrR vs. l WT anoxic vs.
WT anoxic WT oxic
(1,242) (1,514)

944 1216

1751 nnrR mutant vs. WT
l I WT anoxic vs. oxic

Putative FixK, box-
associated trancription

units (60 genes)

Figure 5.1.1. Venn diagram representing the group of differentially expressed genes
in the nnrR mutant in comparison to the WT, both grown in anoxic denitrifying
conditions (light grey circle), and the group of differentially expressed genes in cells of the
WT grown in anoxic denitrifying conditions compared with cells grown in oxic conditions
(dark grey circle). Numbers in parentheses indicate the total number of differentially
expressed genes. The overlap of both groups represents 298 genes; among them, 175 genes
showed a downregulated expression in the nnrR mutant and at the same time are induced
in the WT grown in anoxic denitrifying conditions. The latter set contains 60 genes
organized in mono-, or polycistronic transcriptional units that contain a putative FixK box
in the promoter region (42 FixK; boxes associated to transcriptional units, see Table 5.1.1).
Up-down arrows refer to increased and decreased gene expression in microarray analyses.
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The comparison of both regulons yielded 175 genes (Figure 5.5.1;
Supplementary Table S1). Next, in order to narrow down the number of genes to
analyze in further experiments, we did a systematic search for promoter-associated
putative FixKz binding sites as a first approximation, due to the homology between
the consensus FixKz box (Bonnet et al., 2013), and the only so far known NnrR
binding site present in the norCBQD promoter (Bueno et al, 2017). We then
identified 60 genes within the 175 genes group that form part of 42 transcription
units (mono- or polycistronic) associated to a putative FixKz box (Table 5.5.1).
Within this group we found: (i) Three of the four structural gene clusters involved
in denitrification, i.e., nirK (Velasco et al., 2001), norCBQD (Mesa et al,, 2002) and
nosRZDFYLX (Velasco et al., 2004), encoding NirK, cNor and Nos, respectively; (ii)
genes encoding cytochromes, such as bll2388 (cyz) (Mesa et al., 2008) and cycA
(cytochrome css0) (Bott et al., 1995); (iii) regulatory genes as nnrR itself and rpoN:
that codes one of the two copies of the alternative sigma factor RpoN1 which
collaborates with the transcription factor NifA for the activation of genes involved
in nitrogen fixation (reviewed in Dixon and Kahn, 2004). The downregulation of the
nnrR gene observed in the nnrR mutant indicates, as it was described previously by
Mesa and coworkers (2003), that NnrR does not negatively auto-regulate its own
expression; (iv) two copies of the oxygen-independent coproporphyrinogen III
oxidase involved in heme biosynthesis under oxygen limitation (i.e.,, hemN: and
hemNz); (v) the phbB gene encoding PhaB, one of the two copies of NADP-
acetoacetyl-CoA reductases involved in the second step of polyhydroxybutyrate
(PHB) biosynthesis (Quelas et al., 2013). We next selected few candidates listed in
Table 5.5.1 for validation by qRT-PCR of their gene expression profile based on
microarray data. In these experiments, we could confirm that norC, nosR, cycA, cy:,
and rpoN: genes are targets positively activated by NnrR (Figure 5.1.2), being cycA

and its product the focus of our study.

148



Chapter 1
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_ N W WA U N @
(=) (=) (e) o o (@) o (e}

B FC microarray
m FC qRT-PCR
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Figure 5.1.2. Expression data of selected genes determined by microarray (black
bars) and qRT-PCR (grey bars). Fold change (FC) refers to the relative expression of norC,
nosR, cycA, cy2, norC, and rpoN1 genes in the nnrR mutant in comparison with the WT, both
cultured in anoxic denitrifying conditions. qRT-PCRs were performed with two
independent experiments, each one with six parallel amplification reactions.
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TABLE 5.1.1. List of the 60 genes belonging to 42 putative FixK, box-associated transcription units whose expression is downregulated in the nnrR

mutant in comparison to the WT, both cultured under anoxic denitrifying conditions, and at the same time are induced in the WT in anoxic denitrifying

conditions compared to oxic conditions.

FC (A_nnrR FC (WT Gene N _ Predicted
Query® anoxiavs. anoxiavs. Locus_tag® . Productf Position? Motif" operon
WT anoxia)® WT oxia)® name structure'

bl10225 -2.7 3.1 Bdiaspc4 00775 phbB acetoacetyl-CoA reductase -86 TTGATGTCCGTCAA —

bir0314 -4.8 23.1 Bdiaspc4 01230 nosk regulatory protein NosR -131 TTGATCCAGCGCAA blr0314-blr0320
blr0315 -6.4 25.7 Bdiaspc4 01235 nosZ TAT-dependent nitrous-oxide reductase - - -

bIr0316 6.4 15.4 Bdiaspcd_01240 nosD rllll;c)rslgs oxide reductase family maturation protein B B

blr0317 -7.5 13.7 Bdiaspc4 01245 nosF ABC transporter ATP-binding protein — — -

blr0318 -9.3 23.1 Bdiaspc4 01250 nosY ABC transporter permease - - -

blr0319 -6.2 10.2 Bdiaspc4 01255 nosL copper resistance protein CopZ — — -

blr0320 -6.0 13.1 Bdiaspc4_01260 nosX FAD:protein FMN transferase - - -

blr0964 -4.3 2.0 Bdiaspc4 04660 - NAD(P)/FAD-dependent oxidoreductase -41 TTGATCTATGTCAT -

blr0984 -5.6 2.4 Bdiaspc4 04770 - AraC family transcriptional regulator -245  TTGCTGCGGAGCAG -

bir1311 -7.6 52.2 Bdiaspc4 06505 - OmpW family protein -60 TTGATCGGCGTCAA -

bll11766 -7.1 19.6 Bdiaspc4_08945 - OmpW family protein -228 TTGATTGGTATCAA -

blr1883 -2.6 9.5 Bdiaspc4_09550 rpoN; RNA polymerase c->* factor -81 TTGCGCGACATCAA -

bl11944 -3.7 8.5 Bdiaspc4 09875 - porin family protein -174  TGGAGCGACACCAA —

blr2006 -2.3 2.1 Bdiaspc4 10180 id676 hypothetical protein -451  TTGATCAGGTGCAA -

bli2007 83 569  Bdiaspcd 10185  hemN,  OXYden-independentcoproporphyrinogen I 138 TTGACATAACGCAA —

bl12330 -4.2 21.6 Bdiaspc4_11930 - VOC family protein -73 TTGATCCAGATCAA Elllzz?ég%-bllzwg-
bl12329 -3.7 7.2 Bdiaspc4 11925 - FAD-dependent oxidoreductase - - -

bsl2328 -35 6.6 Bdiaspc4_11920 - DUF2783 domain-containing protein - - -



bl12388
bl12664

blr2763

blr2764
blr2932
blr2933
bsr3073
bsl3211
blr3212
bsr3213
blr3214
blr3215
blr3216
blr3217
bl13611
bl13835
blr4191
blr4352
bsl4623
blr4770

bl15026

bIr5774
bIr5775

bsr5776

-11.3
-2.3

-2.9
-7.6
-6.2
-3.8
-35.6
-105.4
-14.6
-70.4
-159.2
-69.9
-16.8
-4.3
-6.0
-6.7
-7.5
-3.4
-2.8

-7.0

-2.7
-4.1

15.2
3.9

58.7

555
7.3
2.8
4.2

36.5

53.8
7.5

81.2

71.2

56.3

17.6
2.3

31.6
6.0
3.2
4.9
2.3

2.3

11.7
10.8

26.2

Bdiaspc4 12230
Bdiaspc4 13755

Bdiaspc4_14290

Bdiaspc4_14295
Bdiaspc4 15155
Bdiaspc4 15160
Bdiaspc4_15875
Bdiaspc4 16610
Bdiaspc4 16615
Bdiaspc4 16620
Bdiaspc4_ 16625
Bdiaspc4 16630
Bdiaspc4_16635
Bdiaspc4 16640
Bdiaspc4 18640
Bdiaspc4 19825
Bdiaspc4 21720
Bdiaspc4_22595
Bdiaspc4 24190
Bdiaspc4 25015

Bdiaspc4_26405

Bdiaspc4_30495
Bdiaspc4_30500

Bdiaspc4 30505

Cy2

ccoN/fixN

ccoO/fixO

norE
norC
norB

norQ
norD

hppa

trxC

cytochrome ¢ family protein
DUF1254 domain-containing protein

cytochrome-c oxidase, cbbs-type subunit |

cytochrome-c oxidase, cbbs-type subunit 11
methyl-accepting chemotaxis protein

PAS domain S-box protein

hypothetical protein

hypothetical protein

cytochrome ¢ oxidase subunit 3 family protein
hypothetical protein

cytochrome c

nitric oxide reductase subunit B
CbbQ/NirQ/NorQ/GpvN family protein
VWA domain-containing protein

caspase family protein

PepSY domain-containing protein
histidine kinase

porin family protein

hypothetical protein

lytic transglycosylase domain-containing protein

K+-insensitive pyrophosphate-energized proton
pump
NAD(P)/FAD-dependent oxidoreductase

thioredoxin TrxC
DUF2892 domain-containing protein
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TTGCGCCGGATCAG
CTGCTCGACCTCAA

TTGATTTCAATCAA

TCGAGCCGGCTCAA
TCGGGCCGGCTCAA
TTGACGCGGATCAA
TTGATCGCGATGAA
TTGCGTCGGCGCAA
TTGCGCCCTGACAA

TTGAACCACGTCAG
TTGCTGCAAATCAA
TTGATCTGGATCAA
TTGCGGGCGTGCAA
TTGATGAAGATCAA
TTGCGTCGGATCGA

TTGTTCGAAATCAA

TTGATCTTGCTCAA

bl12664-b112663

blr2763-blr2764-
bsr2765-blr2766

blr3212-bsr3213

blr3214-blr3217

blr5774-blr5775-
bsr5776



bl15842

bl16222
blr6437
bl16496
blr7084
bsl7085

bl17086

blr7089
blr7544
bl17628
bll7627
blr7684
blr7685
bll7787
blr7961
bl17982
bl17981

-17.1
-5.7
-4.0
4.1

-29.2

-4.3

-21
-5.3
-10.3
-15
-4.0
-3.4
-3.1
-3.3
-4.3
-5.9

2.3

17.8
2.1
2.1
4.4

133.8

43.8

161.4
2.2
10.1
75.3
2.7
2.4
23.0
43.7
31.2
22.1

Bdiaspc4 30840

Bdiaspc4 32820
Bdiaspc4_ 33940
Bdiaspc4 34245
Bdiaspc4_37380
Bdiaspc4 37385

Bdiaspc4 37390

Bdiaspc4_37405
Bdiaspc4 39800
Bdiaspc4_40255
Bdiaspc4_40250
Bdiaspc4_40605
Bdiaspc4_40610
Bdiaspc4 41200
Bdiaspc4 42105
Bdiaspc4 42210
Bdiaspc4_ 42205

flaF

nnrkR

hemN,
nirk
CycA

flagellar biosynthesis regulatory protein FlaF

group Il truncated hemoglobin
SMP-30/gluconolactonase/LRE family protein
EAL domain-containing protein

CRP/FNR family transcriptional regulator

DUF1858 domain-containing protein

oxygen-independent coproporphyrinogen 111
oxidase

nitrite reductase, copper-containing
cytochrome ¢ family protein
sterol-binding protein

U32 family peptidase

hypothetical protein

PilZ domain-containing protein
hypothetical protein

Hsp20/alpha crystallin family protein
class | SAM-dependent methyltransferase
dehydrogenase

TTAAGCGCGTTCAA

TTGCGCTGCGACAA
TTGACAGGTCTCAA
ATGCCCTGGATCAA
TTGCGCTATCGCAA
TTGCGCTCCAACAA

TTGCGCGAGCGCAA

TTGTTGCAGCGCAA
TTGTTGCAGCGCAA
TTGTTCCCGCTCAA

TTGATGTAGGTCGA
TTGACCCAGATCAA
TTGAGACAAATCAA
TTGATCTGAAACAA

bl17628-bll7627

blr7684-blr7685

bl17982-blI7981

a Best blast hit in the B. diazoefficiens USDA 110 genome (Kaneko et al., 2002; GenBank acc. # NC_004463.1; RefSeq annotation as from January 2016).
b Fold change (FC) values of gene expression in the nnrR mutant in comparison to the WT, both grown in anoxic dentrifying conditions.
¢ FC values of gene expression in wild-type cells grown anoxic denitrifying conditions in comparison to those in cells grown oxically.

d Nomenclature of B. diazoefficiens 110spc4 genes according to the NCBI annotation (GenBank acc. # CP032617); Fernandez et al., 2019.
e Gene name according to the NCBI annotation with modifications marked in grey (GenBank acc. # CP032617); Fernandez et al., 2019.

fProtein/gene product according to the NCBI annotation (GenBank acc. # CP032617); Fernandez et al., 2019.

g Position of the first nucleotide of the motif relative to the annotated translational start site of the associated gene.
h Predicted putative FixK: binding site.
I Prediction of the operon structure as described in Materials and Methods and previous published data.
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5.1.4. NnrR and FixK: are required for the anoxic induction of CycA

The cycA gene codes for the so-called cytochrome css0,a c-type soluble cytochrome
(CycA) (Bott et al., 1995), previously identified as an intermediate electron donor
between the bci membrane complex and the denitrifying nitrite reductase NirK
(Bueno et al., 2008). In order to confirm the positive control of NnrR on cycA also at
protein level, we monitored the expression of CycA in the WT, and nnrR mutant by
using heme-c staining analyses (Figure 5.1.3A). A cycA mutant was included as
control in the experiments. For this purpose, the soluble fraction was isolated from
cells grown under oxic, microoxic and anoxic denitrifying conditions (see Materials
and Methods for further details). As shown in Figure 5.1.3A (lanes 1, 2 and 6), two
stained bands of about 15 and 12 kDa were observed in the soluble fraction wild-
type cells independently of the growth conditions. The 15 kDa band corresponds to
the previously identified cytochrome csss (CycC) encoded by cycC (Bott et al., 1995),
and the NapB subunit of the periplasmic nitrate reductase (Delgado et al., 2003) that
co-migrate together. The 12 kDa-band was not detected in the cycA mutant (Figure
5.1.3A, lanes 5, and 9), indicating that this band corresponds to CycA. Similarly, Bott
and coworkers (1995) identified the 12-kDa band in the heme c-staining profiling of

soluble cytochromes detected in oxic conditions as cytochrome csso (CycA).

As shown in Figure 5.1.3A (lanes 1 and 2), CycA levels were similar in oxic or
microoxic cultures of wild-type cells, while an about 2-fold induction of the CycA
band was observed in the soluble fraction of the WT grown under anoxic
denitrifying conditions (Figure 5.1.3A, comparison of lane 6 and lanes 1, and 2). In
addition to the 15- and 12- kDa bands, two smaller cytochromes of about 10 and 9
kDa were also detected in the soluble fraction of wild-type cells cultured
microoxically or in anoxic denitrifying conditions (Figure 5.1.3A, lanes 2, and 6).
While the 10 kDa c-type cytochrome has not been yet identified, the 9 kDa c-type
cytochrome corresponds to the soluble cytochrome CycS expressed in anaerobic,

nitrate-grown cells (Mesa et al., 2008).

In the pattern of soluble c-type cytochromes detected in the nnrR mutant
(Figure 5.1.3A, comparison of lanes 4 and 2), CycA expression was similar to that
detected in wild-type cells when both strains were grown microoxically. However,

under anoxic denitrifying conditions, the levels of CycA in the nnrR mutant were
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about two-to-three fold lower to that of the WT (Figure 5.1.3A, lanes 6, and 8). Next,
given the dependency of nnrR expression on the transcription factor FixKz (Mesa et
al., 2003; Mesa et al., 2008), we also analysed the expression of CycA in a fixK>
mutant cultured under microoxic and anoxic denitrifying conditions. Interestingly,
a similar expression profile of CycA as observed in the nnrR mutant, was detected in
the fixK2 mutant (Figure 5.1.3A, lanes 3, and 7) which points out the requirement of
both FixK2 and NnrR for the maximal expression of CycA. This mutual dependence
of CycA expression on these two CRP/FNR transcription factors was also confirmed

at transcriptional levels by monitoring cycA expression by qRT-PCR (Figure 5.1.3B)

A
WT WT  fixK, nnrR cyced  WT  fixK, nnrR cycA
1 2 3 4 5 6 7 8 9
. CycC/
15 kDa=>] s - X e B € NapB
12 kDa =>| #—- B‘ . — e <« CycA
” ” # "0
9 kDa po— B < CycS
=> ““
Oxia Microxia (2%0,) Anoxia
B Anoxia
Strains WT fixK> nnrR
Fold change 1 -6.33£1.41 -4.84+0.31

Figure 5.1.3. The regulatory proteins FixK; and NnrR are involved in the control of
cycA expression. (A) Profile of heme-stained soluble proteins from B. diazoefficiens WT,
and fixKz, nnrR, cycA mutants. Cells were cultivated during 24 h in YEM medium in the
absence (oxic, and microoxic [2% O:] conditions) or in the presence (anoxic denitrifying
conditions) of 10 mM of KNOs. 50 pg of soluble proteins were loaded per lane. Heme stained
c-type cytochromes identified previously are specified at the right margin and their
predicted molecular mass at the left. Each panel corresponds to different sections of the
same gel (soluble fractions isolated from oxically and microoxically grown cells; or a
different gel (soluble fractions of cells grown in anoxic denitrifying conditions. (B) qRT-PCR
analyses of cycA in the WT, and fixK; and nnrR mutants. Six parallel reactions were
performed with cDNA retro-transcribed from RNA isolated from cells grown in anoxic
denitrifying conditions (at least two independent biological replicates per strain). Fold
change (FC) values refer to the relative expression in the fixK> and nnrR mutants compared
to the WT. anoxia, anoxic denitrifying conditions.
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which was about 6- and 5-fold lower in the fixK2 and nnrR mutants, respectively,

compared to the WT.

5.1.5. FixK: directly controls cycA, nnrR and nnrS genes transcription

Multiple-round IVT activation assays were performed to investigate whether cycA
is directly controlled by the transcriptional regulator FixKz. To achieve this goal, we
monitored transcription from the cycA promoter, cloned in plasmid pMB1401, by
RNA polymerase purified from B. diazoefficiens (Torres et al., 2017) in the presence
or in the absence of recombinant FixK2 protein. Without FixKz, B. diazoefficiens
RNAP did no transcribe from cycA promoter (Figure 5.1.4, lane 1) whereas it
produced a vector-encoded transcript of 107 nucleotides that it used as an internal
control. In the presence of two different concentrations of FixK2 (1.25 and 2.5 uM
dimer), B. diazoefficiens RNAP transcribed cycA promoter efficiently, producing an
expectable transcript of 269 nucleotides, with almost no change in the intensity of

the 107-nucleotide control (Figure 5.1.4, lanes 2 and 3).

Previous work has shown that the activation of a nnrR'-'lacZ fusion under
anoxic denitrifying conditions depends on FixKz (Mesa et al., 2003). In order to
elucidate whether FixKz exerts a direct or indirect control on nnrR, we also
performed IVT analyses from the nnrR promoter. nnrR and its divergent oriented
gene nnrS share a single predicted FixKz box located at their intergenic promoter
region which was cloned into the template plasmid pRJ8870 (Mesa et al., 2008),
which carries two transcriptional terminators. As shown in Figure 5.1.4 (lane 5), B.
diazoefficiens RNAP transcribed the nnrS and nnrR promoters only in the presence
of purified FixKz protein producing two expectable transcripts of 275 nucleotides
(corresponding to nnrR), and 199 nucleotides (corresponding to nnrS). Altogether,
these results allowed us to identify three new direct targets for FixK2: cycA, nnrR and

nnrsS.
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pMB1401 pMB1400

cycA nnrR-nnrS
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Figure 5.1.4. IVT activation of nnrR, nnrS§ and cycA genes by FixK». Plasmids pMB1400
and pMB1401 were used for a multiple-round IVT activation assay with purified FixK>
protein (no protein, lanes 1, and 4; 1.25 uM, lane 2, and 5; 2.5 pM, lane 3) and RNA
polymerase of B. diazoefficiens. RNA size markers (M, M’) were produced as described
earlier (Mesa et al., 2005). The positions of the FixK;-dependent transcripts are marked
with arrows. A vector-encoded transcript of 107 nucleotides (reference transcript) which
serves as internal control appears in all lanes. Transcription products generated from each
promoter were run on different gels. nt, nucleotides. rt, reference transcript.

5.1.6. CycAisinvolved in nitrous oxide reductase activity

In order to investigate whether CycA could act as a potential electron donor to the
nitrous oxide reductase (N20R) enzyme, we determined N20R activity in cells of the
WT and cycA mutant grown under microoxic conditions (2% 02) in YEM medium
supplemented with nitrate. Cells were cultured for 24 h, harvested by centrifugation

and subsequently incubated microoxically in a reaction mixture supplemented or
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not with succinate as physiological electron donor. The ability of the cells to
consume N20 was measured at 2 and 4 h after cell inoculation. As shown in Figure
5.5.5A, despite of the fact that the presence of succinate in the medium increased
about 1.5-fold N20R activity in both WT and cycA mutant, values of N20 activity in
cycA cells were about 65% lower than those observed in wild-type cells. As expected,

almost no N20R activity was detected in cells of a nosZ mutant (Figure 5.1.5A).
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Figure 5.1.5. CycA is involved in nitrous oxide reductase activity. (A) N,OR activity
determined in the WT and cycA mutant in the absence or in the presence of succinate as
physiological electron donor. Activity is expressed as nmol N,O consumed per (mg prot)-1
h-1. Shown are means with standard errors of the three measurements of one representative
experiment from at least two independent biological replicates. (B) Immunodetection of
NosZ protein in the soluble fraction of the WT and cycA mutant. 20 pg of the soluble fraction
of each strain were resolved by SDS-PAGE and immunoblotted with anti-NosZ antibody
from P. denitrificans (for a detailed description see 4.3.7). The size of the predicted
molecular mass of the mature periplasmic NosZ protein (67 kDa) is indicated on the left
side. In both series of experiments (panels A and B), cells were grown microoxically (2%
02) for 24 h in YEM medium supplemented with nitrate. A nosZ mutant was included as
negative control.
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We also analysed the expression of nosR, the first gene of the nosRZDFYLX
operon, by qRT-PCR as well as the steady-state levels of NosZ, the structural subunit
of N20R in the WT and the cycA mutant. qRT-PCR analyses showed that nosR
expression was not significantly affected in the cycA mutant (FC of —2.9) compared
to wild-type cells, both cultivated under microoxic conditions with nitrate. Western
blot analysis of NosZ in the soluble fraction of the cycA mutant and wild-type cells
using an antibody against purified P. denitrificans NosZ (Felgate et al., 2012) showed
that a band of about 67 kDa corresponding to the predicted molecular mass of the
mature periplasmic NosZ protein, was detected with a similar intensity in the
soluble fraction of both strains (Figure 5.1.5B, lanes 1, and 2). This band was absent
in the soluble fraction extracted from B. diazoefficiens nosZ mutant cells which

confirmed that corresponds to NosZ (Figure 5.1.5B, lane 3).
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Figure 5.1.6. Nitrous oxide reductase (N2OR) activity in the absence and in the presence of
succinate as electron donor determined in the WT and cy2, and cycS mutants. Activity is
expressed in nmol N0 consumed per (mg prot)-1h-1. Cells were grown microoxically (2% 0O) for 24 h
in YEM medium supplemented with nitrate. A nosZ mutant was included as negative control. Shown
are means with standard errors of a representative experiment assayed in triplicates.
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Chapter 2

5.2. Chapter 2: FixK: is the main transcriptional activator of
Bradyrhizobium diazoefficiens nosRZDFYLX genes in response to low

oxygen
5.2.1. Abstract

The powerful greenhouse gas, nitrous oxide (N20) has a strong potential to drive
climate change. Soils are the major source of N20 and microbial nitrification and
denitrification the main processes involved. The soybean endosymbiont B.
diazoefficiens is considered a model to study rhizobial denitrification, which
depends on the napEDABC, nirK, norCBQD and nosRZDFYLX genes. In this bacterium,
the role of the regulatory cascade FixL]-FixK2-NnrR in the expression of napEDABC,
nirK and norCBQD genes involved in N20 synthesis has been previously unravelled.
However, much remains to be discovered regarding the regulation of the respiratory
N20 reductase (N20R), the key enzyme that mitigates N20 emissions. In this work,
we have demonstrated that nosRZDFYLX genes constitute an operon which is
transcribed from a major promoter located upstream of the nosR gene. Low oxygen
was shown to be the main inducer of expression of nosRZDFYLX genes and N20R
activity, FixKz being the regulatory protein involved in such control. Further, by
using an in vitro transcription assay with purified FixKz protein and B. diazoefficiens
RNA polymerase we were able to show that the nosRZDFYLX genes are direct targets
of FixKa.

5.2.2. Plasmids and bacterial strains construction

Plasmids used in this study are listed in Table 4.1 and 4.2. Primer sequences in this
work are compiled in Table 4.3. For construction of transcriptional reporter fusion
plasmids, 5’ DNA fragments for the nosR (558 bp; 132 bp; 128 bp and 75 bp), nosZ
(1024 bp) and nosD (875 pb) promoter regions were amplified using primers’ pair
al/PnosR.rr, PnosRfull.f/PnosR.r, PnosRhalf.f/PnosR.r, = PnosRno.f/PnosRur,
PnosZ.f/PnosZ.r and c1/c2, respectively (Table 4.3). The PCR products were then
individually ligated into the pGEM®-T vector (Promega), digested with EcoRI or
EcoRI-Pstl and cloned into the lacZ fusion suicide vector pSUP3535 (Mesa et al,
2003), to yield plasmids pBG0301, pBG0304, pBG0305, pBG0306, pBG0302 and
pBG0303, respectively (see Table 4.2 for details). The correct orientation of the
inserts was verified by sequencing. Plasmids pBG0301, pBG0302, pBG0303,
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pBG0304, pBG0305 and pBG0306 were integrated by homologous recombination
into the chromosome of wild type B. diazoefficiens 110spc4, yielding strains
110spc4-BG0301, 110spc4-BG0302, 110spc4-BG0303, 110spc4-BG0304, 110spc4-
BG0305, 110spc4-BG0306. Plasmid pBG0301 was also integrated into the
chromosome of napA (GRAP1), nirK (GRK308), fixKz (9043) and nnrR (8678)
mutants, yielding strains GRPA1-BG0301, GRK308-BG0301, 9043-BG0301 and
8678-BG0301, respectively (Table 4.1). Correct recombination into the
chromosome of the corresponding recipient strain was checked by PCR analyses.
The plasmid used as transcription template was based on the plasmid pRJ9519
which contains a B. diazoefficiens rrn transcriptional terminator (Beck et al., 1997).
The nosRZDFYLX promoter was PCR-amplified with nosR _For_Transc and
nosR_Rev_Transc primers, subsequently restricted with Xbal and EcoRlI, and finally
cloned as a 486-bp fragment into pRJ9519, yielding plasmid pDB4020. The correct

nucleotide sequence was confirmed by sequencing.

5.2.3. Transcriptional organization of the B. diazoefficiens

nosRZDFYLX genes

Analysis of the nosRZDFYLX sequence did not reveal any predicted transcriptional
termination signals (http://pallab.serc.iisc.ernet.in/gester/dbsearch.php) which is
an indication that they might be transcribed as an operon. Overlapping coding
regions between nosR and nosZ, as well as between nosD, F, Y, and L stop and start
codons, suggest translational couplings between nosRZ and nosDFYL. However,
unlike these translational couplings, there is a short intergenic region of 14
nucleotides between nosZ and nosD and 11 nucleotides between nosL and nosX.

In order to investigate the transcriptional architecture of nosRZDFYLX genes,
end-point RT-PCR was performed to detect intergenic regions between each pair of
correlative genes. To ensure that the amplified RT-PCR product was from the
template mRNA, each RT-PCR reaction had a negative control (without reverse
transcriptase) and a positive control (genomic DNA). First, total RNA was isolated
from B. diazoefficiens wild-type cells cultured with initial 0.5% Oz concentration in
the presence of NO3- and subsequently reverse transcribed to cDNA. As shown in
Figure 5.2.1A, specific cDNA products were obtained for intergenic regions designed

as b-to-g, but not from those labelled as “a” and “h” corresponding to flanking
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regions of the nosRZDFYLX genes. These findings reveal that B. diazoeffeciens
nosRZDFYLX genes constitute a transcriptional unit, although we cannot discard the

presence of additional internal promoters.

To test any potential transcription from the DNA regions upstream of the
nosR, nosZ and nosD genes, we determined [-Galactosidase activity of
chromosomally integrated transcriptional fusions between the DNA regions
preceding the annotated nosR, nosZ, nosD genes and the reporter gene lacZ (Figure
5.2.1B). After growing B. diazoefficiens cells under an initial Oz concentration of
0.5% 02 in the presence of NOs-, the highest transcriptional expression was driven
from the nosR-lacZ fusion compared to the nosZ-lacZ and nosD-lacZ fusions (Figure
5.2.1B). These results strongly suggest that transcription of nosRZDFYLX mainly
depends on a promoter present in the DNA region upstream of nosR. However,
although (-galactosidase activity from the nosZ-lacZ fusion was 6-fold lower to that
observed from the nosR-lacZ fusion, we cannot exclude the possibility that another

internal promoter upstream of nosZ might exist.

In order to map transcription initiation within the nosR promoter region, we
identified their transcriptional start sites (TSS) by using 5-RACE. As shown in
Figure 2A, we identify two TSS (TSS1 and TSS:z) that initiate at a G and T, 84 and 57
bp upstream of the putative translational start codon, respectively. Analysis of the
5’ region of nosR revealed the presence of a purine-rich Shine-Dalgarno-like
sequence (GAGG) four bases in front of the nosR putative translational start codon.
Exhaustive inspection of the nosR promoter region failed to identify any putative
conserved -35/-10- or -24/-12-type elements associated to o79-dependent or o>*-
dependent promoters. However, we noticed the presence of an imperfect
palindromic sequence (TTGATCCAGCGCAA) positioned at 40.5 and 67.5 bp from
TSS1 and TSSz, respectively (Figure 5.2.2A). This sequence resembles reasonably
well the consensus sequence of the binding site for FixK-type proteins, 5'-TTGA-Ns-
TCAA-3' (Fischer, 1994, Dufour et al., 2010) and specifically the consensus FixK>
binding site (TTG(A/C)-Ne-(T/G)CAA) recently reported by Bonnet and co-workers
(2013) based on the solved FixK2-DNA complex structure.
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Figure 5.2.1. Transcriptional organization of the B. diazoefficiens nosRZDFYLX genes.
A. Putative intergenic regions probed by RT-PCR are labelled as “b-to-g” and the small
arrows below depict positions and orientation of the PCR primers used for each intergenic
region. Combinations of primers al/a2 and h1/h2 were used to amplify “a” and “h” flanking
regions. Primer sequences are shown in Table 4.3. RT-PCR products of each primers’ pair
combination were loaded on an agarose gel. Total RNA served as the template for cDNA
synthesis by using gene specific primers that hybridize in the complementary sequence of
nosD and nosX genes. PCR amplifications using genomic DNA as template (+) or without
reverse transcriptase (-) served as positive and negative controls, respectively. The sizes of
the marker (M) bands are labelled on the left side. B. 3-galactosidase activity from the DNA
regions upstream of nosR, nosZ and nosD genes fused to the lacZ reporter gene (on the right).
On the left, the DNA regions fused to lacZ are depicted by arrows. In A and B, B. diazoefficiens
wild-type cells were grown for 24 hours under low oxygen conditions (initial 0.5% 02) with
10 mM KNOs. Data expressed as Miller units (MU) represent mean values and error bars
from triplicate samples from at least two independent cultures.
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In order to examine the importance of the FixKz-like box identified within the
nosR promoter region in its transcription, we studied the transcriptional expression
derived from a battery of nosR-lacZ fusions harbouring the full or half FixK2-like box,
or a deletion of this box (plasmids pBG0304, pBG0305, and pBG0306, respectively)
(Figure 5.2.2B, Table 5.2.1). These plasmids were integrated into B. diazoefficiens
wild type and B-galactosidase activity was measured in cells cultured under initial
0.5 % 02 with NOs-. In contrast to the significant induction of the nosR-lacZ
transcriptional fusion containing the full FixKz-like site, expression of nosR-lacZ
constructs carrying half or deleted FixKz-like site was basal, which showed the
importance of the presence of this FixKz-like binding site in the induction of nosR

(Figure 5.2.2B).

5.2.4. Low oxygen is the main signal which induces expression of the

nosRZDFYLX operon

To address the effect of low oxygen and NOx in the expression of the nosRZDFYLX
operon, we analyzed 3-galactosidase activity of the nosR-lacZ transcriptional fusion
in wild-type cells cultured oxically or under initial 0.5% Oz, both for 24 h, and later
exposed to different NOx (NO3-, NO2-, NO or N20) for additional 5 h-period. As shown
in Figure 3A, B-galactosidase activity values were basal in cells incubated under oxic
conditions. Similar basal levels were observed under oxic conditions in the presence
of NOs3- (data not shown). However, when cells were cultured under 0.5% Oz,
expression of the nosR-lacZ fusion significantly increased (about 4 fold) as compared
to oxic conditions (Figure 5.2.3A). The presence of NO3-, but not of NO2-, NO or N20,
slightly increased nosR-lacZ expression (about 1.5 fold) compared to that observed

in cells incubated microoxically in the absence of any NOx (Figure 5.2.3A).
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Figure 5.2.2. Structure of the B. diazoefficiens nosR promoter. A. Sequence and
schematic representation of the nosR promoter region. Nucleotides corresponding to the
transcription start sites (TSS) located at +40.5 and +67.5 bp from the axis of symmetry of
the putative FixK;-like box (bold and underlined) identified by RACE are shown in bold,
marked with “+1” above and highlighted with an open black box. The annotated nosR
translation start codon (ATG; http://kazusa.or.jp/rhizobase) is shown in bold with an open
black box. A putative ribosome binding site of nosR is underlined. B. 3-Galactosidase
activity from nosR-lacZ fusions containing different lengths of the FixK»-like box is indicated
on the left side of the figure. Cells were cultured for 24 hours under low oxygen conditions
(0.5% 02) with 10 mM KNOs. Data expressed as Miller units (MU) represent mean values
and error bars from triplicate samples from at least two independent cultures.

Next, we were interested to confirm that the lack of NO3- reduction products
does not affect nosR-lacZ expression. Therefore, 3-galactosidase activity from the
nosR-lacZ fusion was individually analyzed in napA or nirK mutant strains which are
unable to reduce NOs3- or NOz2;, respectively (Velasco et al, 2001, Delgado et al,
2003). Again, a slight induction of the nosR-lacZ fusion in the wild-type cells cultured
under 0.5 % O2 in the presence of NO3-was observed (Figure 5.2.3B), however no
change was detected in the napA mutant cultured under the same conditions,
suggesting a requirement of NO3- reduction on nosR-lacZ expression. By contrary,
induction by NOs- of the nosR-lacZ fusion was retained in the nirK mutant indicating
that NO2" reduction products (NO or N20) are not required for activating the
expression of nosRZDFYLX genes. These results were validated by qRT-PCR analyses
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(Figure 5.2.3C). Similarly as we observed by using the nosR-lacZ fusion, nosR
expression was reduced in the napA mutant (3.18 fold) compared to wild-type cells,
while it was not significantly affected in the nirK mutant (1.69 fold), all cultured in
the presence of NO3. However, we cannot conclude that the lack of NO3-mediated
induction of nos genes observed in the napA mutant (Figure 5.2.3B and 5.2.3C) is
due to the absence of NOz;, since the addition of NO2- to the medium did not increase
nosR-lacZ expression (Figure 5.2.3A). Taken together, results from Figures 5.2.3A-C
suggest that microoxia is the main signal that induces expression of B. diazoefficiens

nosRZDFYLX genes.
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Figure 5.2.3. Low-oxygen is the main inducer of nosRZDFYLX expression. A. 3-Galactosidase activity
derived from a nosR-lacZ fusion in B. diazoefficiens cells grown oxically or under 0.5 % O for 24 h. Then, cells
were incubated for another 5 h with or without 10 mM KNO3, 500 uM NaNO;, 50 uM NO, and 30 mM N:0. B. -
Galactosidase activity from the nosR-lacZ fusion in the B. diazoefficiens wild type, and mutant strains napA and
nirK. Cells were grown oxically (white bars) or under 0.5 % O in the absence (grey bars) or in the presence of
10 mM KNO3 (black bars) during 24 h. C. Expression of nosR measured by qRT-PCR. After RNA isolation from
cells grown under 0.5 % O in the presence of 10 mM KNO3, qRT-PCR reactions were performed with cDNA
synthesized from three independent RNA samples assayed in three parallel reactions. Fold-change values refer
to differences of expression in the napA and nirK mutants relative to the wild type. In A and B data expressed
as Miller units (MU) are means with standard error bars from at least two independent cultures, assayed in
triplicate.
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5.2.5. Selective regulation of nosRZDFYLX genes by FixK2 but not by
NnrR

In B. diazoefficiens, sensing and transduction of the decrease in Oz concentration are
mediated by two interlinked Oz-responsive regulatory cascades, the FixL]-FixKo-
NnrR and the RegSR-NifA (Sciotti et al, 2003). A mild decrease in the 02
concentration in the gas phase (<5%) is sufficient to activate expression of FixL]-
FixKz2-dependent targets, however a ten-fold lower O2 concentration (<0.5%) is
necessary for NifA-mediated activation. In order to investigate how FixKz and NnrR
control the microoxic expression of nosRZDFYLX genes, we analyzed [3-
Galactosidase activity from the nosR-lacZ fusion in the wild type (WT) and AfixK>
and AnnrR strains, incubated for 24 h oxically, and microoxically (2% 0O:2) in the
absence or the presence of 10 mM of KNOs. In these experiments, 2% O:2
concentration was chosen as a middle concentration between 5% (needed for FixL]-
FixK2 cascade activation) and 0.5% (required for the activation of the low O2-
responsive NifA protein), in order to circumvent any possible influence by NifA

regulation in our assays.

As observed in Figure 5.2.4A, microoxic induction of nosR-lacZ was
completely abolished in the absence of a functional fixK> gene, however, it was
retained in the AnnrR strain, suggesting that microoxic expression of nosRZDFYLX
genes depends on FixKz but not on NnrR. When cells were cultured microoxically in
the presence of NO3-, expression of the nosR-lacZ fusion was significantly reduced in
the fixK> mutant (about 3-fold) compared to that observed in the wild-type cells
(Figure 5.2.4A). However, (-galactosidase activity of the nosR-lacZ fusion was
slightly reduced in the nnrR mutant (about 1.75-fold) compared to the wild type
(Figure 5.2.4A). This slight reduction of the expression of the nosR gene in the nnrR
mutant is probably due to the toxic effect of NO that is accumulated in nnrR cells as
previously reported by Bueno and coworkers (2017). To check this hypothesis,a NO
scavenger (cPTIO) was added during growth of wild-type and AnnrR cells under
microoxic conditions with NO3-. As shown in Figure 4A, while no effect of cPTIO was
observed in wild-type cells, nosR-lacZ expression in AnnrR cells increased about
40% to that observed in the absence of cPTIO (right panel), which almost

corresponds to the expression pattern of the wild type. Thus, this indicates that nos
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expression could be partially recovered in the AnnrR mutant when NO was

sequestered by cPTIO.

The different control of nosR expression by FixKz or NnrR was also confirmed
by qRT-PCR analyses. When cells were cultured microoxically in the absence of NO3-
, expression of nosR was reduced in the fixKz mutant (3.92 fold) compared to that
observed in the wild-type cells (Figure 5.2.4B), however, it was almost not affected
in the nnrR mutant (Figure 5.2.4B). When NOs- was added to medium, a significant
reduction of nosR expression (10.38 fold) was observed in the fixK> mutant but only
a slight decrease (2.4 fold) was detected in the nnrR mutant, both compared to the
wild type cultured in the same conditions (Figure 5.2.4B). Taken together, these
results suggest FixKz as the transcriptional activator of nos genes in response to

microoxic conditions.

The differential dependency of nosRZDFYLX expression on FixKz and NnrR
was also confirmed at protein level by immunoblot analyses using antibodies raised
against purified P. denitrificans NosZ (Felgate et al., 2012). Firstly, we were able to
identify NosZ protein in the soluble fraction of B. diazoefficiens cells cultured under
microoxic conditions (2 % 0Oz) with NOs-, since a prominent band of about 70 kDa
found in the wild type was readily undetectable in the nosZ mutant (Figure 5.2.4C,
lanes 1 and 2). The size of this band corresponds to the predicted molecular mass of
B. diazoefficiens NosZ subunit (71.6 kDa; ProtParam tool,
http://web.expasy.org/protparam/). NosZ was already detected in the wild-type
cells cultured microoxically (Figure 5.2.4C, lane 3) but the presence of NOs3- slightly
increased NosZ steady-state levels (Figure 5.2.4C, lane 6). This is in line with the
observed NOs-mediated induction of the nosR-lacZ fusion (Figures 5.2.3A, 5.2.3B
and 5.2.4A). Similarly as the expression pattern observed for the nosR-lacZ fusion,
NosZ was present in the soluble fraction of AnnrR cells cultured microoxically either
in the absence or in the presence of nitrate (Figure 5.2.4C, lanes 5 and 8), although
at a slightly lower concentration than in the wild-type cells. As expected, the band of
about 70 kDa corresponding to NosZ was absent in the soluble fractions of the
AfixKz, independently of the presence or absence of NO3- in the incubation medium

(Figure 5.2.4C, lanes 4 and 7).
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Finally, we determined N20 reductase (N20R) activity in B. diazoefficiens wild
type and fixKz and nnrR mutant strains as the capacity to reduce a defined initial N20
concentration. As shown in Figure 4D, values of N20R activity in wild-type cells
correlated with NosZ steady-state levels in B. diazoefficiens cells (Figure 5.2.4C),
where a slight induction (about 1.6-fold) of activity was observed in the wild-type
cells in the presence of NOs  (Figure 5.2.4D) compared to that observed in
exclusively microoxic conditions. In line with the expression pattern of the nosR-lacZ
fusion (Figure 5.2.4A), nosR expression (Figure 5.2.4B) and NosZ detection (Figure
5.2.4C, lanes 4 and 7), N20R activity was severely impaired in the AfixK> strain
cultivated microoxically independently of the presence of NOs3- (Figure 5.2.4D).
Under microoxic conditions, cells of the AnnrR strain showed a milder decrease of
N20R activity (about 1.75 fold) compared to that observed in wild-type cells (Figure
5.2.4D), which was significantly disminished further (about 10-fold) in the presence
of NOs- (Figure 5.2.4D). As we have mentioned above, this strong decrease is
probably due to the higher NO accumulation capacity of AnnrR cells grown
microoxically with nitrate compared to wild-type cells grown under the same
conditions (Bueno et al.,, 2017). In fact, when cPTIO was added during growth, AnnrR
cells restored its ability to reduce N20 reaching wild-type N20R activity values
(Figure 5.2.4D). These data discard the involvement of NnrR as direct regulator of
nos expression and suggest that the incapacity of AnnrR to reduce N20 under
microoxic conditions with NOs- is probably due to the accumulation of NO. Taken
together, these results pointed out that FixKz is the key transcriptional regulator

involved in nosRZDFYLX expression.
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Figure 5.2.4. Control of nosRZDFYLX expression by the regulatory proteins FixK,; and NnrR. A.
[-Galactosidase activity expressed as Miller units (MU) from the nosR-lacZ transcriptional fusion
chromosomally integrated in the B. diazoefficiens wild-type strain, and AnnrR, and AfixK, strains
grown oxically (white bars), under 2 % O: in the absence (light grey bars) or in the presence of 10
mM KNOs3 (black bars) for 24 h. In the right panel, 10 puM of the NO-scavenger cPTIO was added to a
series of cultures containing NO3- (dark grey bars). B. Expression of nosR by qRT-PCR in the wild
type, and AnnrR, and AfixK; strains. qRT-PCR reactions were performed with cDNA synthesised from
three independent RNA samples assayed in triplicate. Fold-change values refer to differences of
expression in the AnnrR, and AfixK> mutants relative to the wild type. C. Western-blotted SDS-PAGE
gels of the soluble fraction from the wild type and AnnrR, and AfixK> strains probed with anti-NosZ
antibody from P. denitrificans. As control, a B. diazoefficens nosZ mutant was used. The size of B.
diazoefficiens NosZ is labelled on the left side. D. Nitrous oxide reductase (N2OR) activity in the wild-
type and AnnrR, and AfixK: strains expressed as nmol N0 consumed x (mg prot!) h-L. In panels B, C
and D, cells were grown under 2% O in the absence or in the presence of 10 mM KNO3 during 24 h.
100 puM of cPTIO was added to some of the cultures containing NO3z- in D. In panels A, B and D, data
shown as means with standard errors from at least two independent cultures, assayed in triplicate.
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5.2.6. The nosRZDFYLX operon is a novel direct target of FixK2

In order to investigate whether FixKz could have a direct role on nosRZDFYLX
activation, we monitored RNA synthesis by multiple-round IVT. The nosR promoter
region was cloned into the template plasmid pRJ9519 (Beck et al, 1997), which
carries an rrn terminator, yielding plasmid pDB4020. In these experiments, purified
C183S-FixK2-Hise¢ (Bonnet et al, 2013), hereafter referred as FixKz, and RNA
polymerase (RNAP) holoenzyme from B. diazoefficiens that was purified in this work
(see Material and Methods) were used. In the absence of FixKz, B. diazoefficiens
RNAP was unable to transcribe the nosR promoter efficiently (Figure 5.2.5, lane 3),
whereas it produced a vector-encoded transcript that served as an internal
reference. In the presence of FixKz (1.25, and 2.5 puM dimer), B. diazoefficiens RNAP
transcribed the nosRZDFYLX promoter producing a single specific transcript of
about 299 nucleotides (Figure 5.2.5, lanes 4 and 5, respectively), which probably
initiate at Transcriptional Start Site 1 (TSS1). This suggested that the nosR promoter
is directly activated by FixK2 and that transcription from TSS1 depends on FixKz, at

least, in in vitro conditions.
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Figure 5.2.5. FixK;-mediated IVT activation from the nosRZDFYLX promoter. pDB4020
plasmid containing the nosR promoter cloned upstream of the rrrn terminator was used for
multiple-round IVT assays with different amounts of purified FixK, protein and RNAP from
B. diazoefficiens. FixK, concentrations were as follows: no protein, 1.25 uM and 2.5 pM (lanes
3-5). Transcripts synthesized in vitro in the presence of [a-32P]JUTP were separated on a 6%
denaturing polyacrylamide gel and visualized by phosphorimager analysis of the dried gel.
RNA size markers (M) loaded in lanes 1 and 2 were produced as described by Mesa and
coworkers (2005). The 107-nucleotide transcript present in all lanes originates from a
promoter located on the plasmid vector and serves as internal reference. Shown are the
results from a transcription experiment that was repeated at least once. Both panels
correspond to the same gel. nt, nucleotides
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5.3. Capitulo 3. Estudio del mecanismo molecular de la proteina
reguladora NnrR de Bradyrhizobium diazoefficiens: Influecia del

hemo en la deteccion de NO
5.3.1. Introduccion

NnrR es una proteina que es miembro de la familia de factores transcripcionales
bacterianos del tipo CRP/FNR (Koérner et al., 2003). En particular, pertenece al clado
NnrR, que incluye a proteinas que se encargan de modular la expresién de los grupos
génicos niry nor, con el objeto de mantener las concentraciones de nitrito y NO, por
debajo de niveles citotéxicos (Korner et al., 2003 y Mesa et al., 2003). En el caso de
B. diazoefficiens, NnrR forma parte de la cascada de regulacion FixL]-FixKz-NnrR, de
manera que integra la sefal de 6xidos de nitréogeno necesaria para la maxima
expresion de algunos genes implicados en el proceso de desnitrificacion (Mesa et al,,

2003; Bueno et al., 2017).

Se ha descrito que las proteinas NnrR de R. sphaeroides, NNR de P.
denitrificans, DNR de P. aeruginosa, DnrD de P. stutzeri y DnrF de D. shibae estan
implicadas en la activacion de los genes nir y nor en respuesta a NO (revisado en
Rodionov et al,, 2005; van Spanning, 2011; Torres et al., 2016; Spiro 2017 y Ebert et
al., 2017). En particular, DNR de P. aeruginosa y DnrF de D. shibae son capaces de
unirse a NO in vitro a través de un cofactor hemo ferroso (Rinaldo etal., 2012 y Ebert
et al.,, 2017). En ese contexto, el NO ha sido propuesto como molécula clave en la

regulacion de los genes nory nir en B. diazoefficiens (Bueno et al., 2017).

5.3.2. Caracterizacion in silico de la proteina NnrR

5.3.2.1. Prediccion de la estructura secundaria de la proteina

NnrR

Para analizar la estructura secundaria de la proteina NnrR se emple6 el servidor de
proteinas PSIPRED que lleva a cabo su prediccion en base a la secuencia de aas de la
proteina. Los resultados obtenidos predicen 8 regiones con estructura de a-hélice,
9 zonas con laminas By 16 giros (Figura 5.3.1). En esta estructura se observa una
zona de laminas 3, desde el aminoacido 40 hasta el 109 (Figura 5.3.1, cuadro rojo),
que podria corresponder al dominio de unién a la ARN polimerasa. También esta

conservada una hélice central, desde el aminoacido 121 al 165 (Figura 5.3.1, cuadro
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azul), correspondiente al dominio de dimerizacién, y en el extremo carboxilo
terminal se reconoce una regién con un motivo hélice-vuelta-hélice entre los

residuos 181y 204 que seria el dominio de unién a ADN (Figura 5.3.1, cuadro verde).

T L mm———ry

Pred: . ’ ] W
Pred: CCCCCHHHHCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHCCCCCCdE
AA: MAKVDTSLVAHLPLFAGVTPEALDEILREARSARYPKNSJA

10 20 30 40

R T ———

Pred:| EEECCCCCCEEEEEEEEEEEEEEECCCCCEEEEEECCCCC
AA:| IFEQGADAQSFFLLLHGHVRAAKTTPTGEQIVVRYVAPGE

\_ 50 60 70 80 )
Ve
conf:|lanaimaznENNARNanEEonaan AR DR N ANNANRRRE

\_ 90 100 120
Conf: ]/llllIIIIIIIIIIIIIIIIIIII-:.:.--IIIIIIIIIII[\

Pred: |7

Pred:| HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCHHHHHEHHHHH
AA:| PALAANTLOTVGTRLOESHTRILEMSTQQVEQRTIAHALLR

130 140 150 160/
Conf: ]IIIIl}IIIIIuIIIIIllﬁllllllllllllllllllf\

Pred:| HHHHHCCCCCCEEEEECCCOHHHHHHHHCCCHHHHEHHHHH
AA:| LAKQSGKKLDHGIEIDFPISROQDIAQMTGTTLHTVSRILS

170 1@9 190 2q9

cont:||annnilni RN zENRRNEoan RN nnnnRRRRNRN

—_—

Pred:| HHHHCCCEEECCCEEEEECHHHHHHHHCCCCCCCCC
GWEQQGLVESGRQRIILREPHRIVVLAERSPDSGAP

210 220 230

— = helix Conf: ]:Jlll[ = confidence of prediction
- +

strand Pred: predicted secondary structure

= coil AA: target sequence

Figura 5.3.1. Secuencia aminoacidica y prediccion de estructura secundaria de NnrR.
La prediccibn de estructura fue analizada con el servidor Psiprep
(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/). Se indica con cuadros los dominios tipicos de este tipo
de proteinas. Cuadro rojo: Interaccion con ARN polimerasa. Cuadro azul: dominio de
dimerizacién. Cuadro verde: Dominio de unién a ADN.
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5.3.2.2. Modelo estructural de NnrR

Parallevar a cabo una prediccion del posible modelo estructural de NnrR, estructura
terciaria y cuaternaria (Figura 5.3.2A), se emple6 la herramienta bioinfomatica
SWISS-MODEL, la cual permite obtener diferentes modelos estructurales de la
proteina a partir de su secuencia aminoacidica, basdndose en estructuras de
proteinas homologas ya resueltas. Uno los modelos predictivos mas adecuados por
dicho programa para la proteina NnrR de B. diazoefficiens se basa en la estructura
de la proteina DNR de P. aeruginosa (Giardina et al., 2008), 1a cual pertenece al clado
DNR, similar al de las proteinas de tipo NnrR y con funcién homdloga a este tipo de

proteinas (Mesa et al., 2003; Korner et al., 2003).

El modelo obtenido predice una proteina NnrR homodimérica, constituida
por dos mondémeros iguales (Figura 5.3.2A), cada uno de ellos con 236 aa y que
posee los dominios tipicos de los factores transcripcionales de la familia CRP/FNR,
al igual de lo observado en la prediccion de la estructura secundaria descrita en el
apartado anterior. En el extremo carboxilo terminal, un dominio de unién a ADN que
posee la estructura de hélice-giro-hélice, una a-hélice de dimerizacion central, y en
el extremo amino terminal un dominio de interaccién con la ARN polimerasa
formado por laminas (3 (Figura 5.3.2A). Ademas, de forma similar a lo observado en
la estructura de DNR, en el modelo de NnrR se localiza una cavidad hidrofébica
localizada en la parte amino terminal, en el que encuentran varios residuos de
histidina que podrian actuar como ligandos de un posible cofactor. Concretamente,
las histidinas 11 y 56 podrian llevar a cabo dicha funcion, de manera que el cofactor

quedaria alojado en el bolsillo hidrofébico de la proteina (Figura 5.3.2B)
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Figura 5.3.2. Prediccion bioinformatica de la estructura cuaternaria de la proteina
NnrR de B. diazoefficiens, basada en la estructura resuelta de la proteina DNR de P.
aeruginosa (Giardina et al., 2008). A. Organizacion de la estructura terciaria y
cuaternaria de NnrR. En amarillo se sefialan los residuos de histidina 11 y 56 de cada uno
de los mon6émeros. B. Representacion de la hidrofobicidad de la superficie de un mondémero
de NnrR. En azul se muestran las zonas menos hidrofébicas, mientras que en marrén se
observan las de mayor hidrofobicidad.

5.3.3. Control de la expresion de los genes norCBQD por NO y NnrR

5.3.3.1. Efecto del secuestrador de NO, cPTIO, en la expresion de

una fusion norC-lacZ

El estudio del efecto del secuestrador de NO, cPTIO (2-4-carboxyphenyl-4,4,5,5-
tetramethylimidazoline-1-oxyl-3-oxide), en la expresiéon de unfusion
transcripcional norC-lacZ se llevé a cabo en la cepa parental 2499 y en las cepas
mutantes nnrR y fixKz designadas como 2499R y 2499K2, respectivamente (Tabla
4.1). Todas ellas se incubaron bajo condiciones de microoxia (2%02 mantenido) en
medio YEM durante 24 h a partir de inducciones a 0,2 de DOsoo inicial, con o sin 1
mM de cPTIO. EI NO (50 uM) se afiadi6 5 h antes de realizar la medida de expresidn,
determinada mediante el analisis de la actividad 3-galactosidasa de la fusién norC-
lacZ. Mientras que los niveles de actividad fueron basales en las tres cepas en
ausencia de NO, so6lo en la cepa parental 2499 se observd una inducciéon de

aproximadamente 10 veces cuando se adicioné NO a los cultivos (Figura 5.3.3). Sin
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embargo, en presencia de cPTIO se redujo la expresion de la fusidon norC-lacZ
practicamente a valores basales en la cepa parental 2499. Estos resultados indican
que el NO es la molécula que ejerce la induccién de los genes norCBQD de B.
diazoefficiens, ya que, al eliminar esta molécula mediante la adicién de un
secuestrador especifico de la misma, la expresion de estos genes disminuye (Figura
5.3.3). Como era de esperar, y dado que en las cepas mutantes fixKzy nnrR no se
observé la inducciéon por NO, tampoco se detectd el efecto del cPTIO sobre la

expresion de la fusion norC-lacZ en dichas mutantes (Figura 5.3.3).

B 2499 (Parental)

600
s m 2499R (mutante nnrR)
=)
= 500
5 m 2499K2 (mutante fixK,)
T 400
70}
=]
=
&)
& 300
)
30
Q.
= 200
]
=
2 100
2 ﬁ —— w-— H

0 — | | —

-NO NO NO + cPTIO

Figura 5.3.3. Actividad B-galactosidasa de la fusiéon norC-lacZ en las cepas de B.
diazoefficiens parental y mutantes nnrRy fixK> Las células se cultivaron en medio YEM
en condiciones de microoxia (2% O2) durante 24 h con o sin cPTIO (1 mM). 5 h antes de la
determinacion de actividad en algunos casos se afiadid a los cultivos NO (50 uM). Las barras
de error representan la desviacidn estandar de las medidas de tres réplicas experimentales
de un ensayo representativo.
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5.3.4. Efecto de la complementacion con el gen nnrR sobre la

expresion de la fusion norcC-lacZ en las mutantes nnrRy fixKz

5.3.4.1. Construccion de cepas fixKz y nnrR complementadas in

trans con el gen nnrR

La complementacién de las cepas mutantes fixK2 y nnrR con el gen nnrR se llevo a
cabo utilizando dos plasmidos diferentes. En el caso de la cepa mutante nnrR, se
complement6 con el plasmido pR]8845 (Tabla 4.2), disponible en el grupo, que porta
un fragmento de 1474 pb con el gen nnrR bajo el control de su propio promotor. Sin
embargo, la mutante fixK2 se complementd con el plasmido pMB1407 (Tabla 4.2 y
Figura 5.3.4) construido durante el desarrollo de esta tesis, para la expresion del gen
nnrR bajo la influencia de un promotor constitutivo, como el promotor del gen lacZ
presente en el vector pBBR1IMCS-2. La razdén para construir este plasmido
alternativo se basa en el hecho de que FixK2 activa directamente la transcripcion de
nnrR (apartado 5.1.5), y con estos experimentos queriamos analizar la capacidad de
la proteina NnrR de activar la expresion de los genes norCBQD de forma

independiente al control de la proteina FixK2 sobre el gen nnrR.

La construccion del plasmido pMB1407 (Figura 5.3.4) se realizo
amplificando un fragmento de 770 pb mediante PCR con los oligonucledtidos
nnrR_7_for ynnrR_7_rev (Tabla 4.3), de manera que el fragmento obtenido contiene
el gen nnrR con so6lo 36 nucledtidos de su promotor para mantener el sitio de unién
al ribosoma. Tras purificar y cuantificar el fragmento de PCR obtenido, éste se digirié
con las endonucleasas Kpnly BamH], y se lig6 con el vector de clonacion pBBR1MSC-
2 digerido con las mismas enzimas (Tabla 4.2). De esta manera, el gen nnrR se
expresa bajo el control del promotor de lacZ presente en el vector de clonacion. La
correcta insercion del fragmento de PCR en el vector, asi como la fidelidad de la
secuencia amplificada se verificaron secuenciando la construccién con el

oligonucleotido lacZ_rev (Tabla 4.3).

A continuacion, se transfirieron respectivamente los plasmidos pR]J8845 y
pMB1407 a las cepas mutantes nnrRy fixK2 por conjugacion. La comprobacion de la
presencia de ambos plasmidos en el genoma de las cepas se realiz6 mediante PCR

utilizando los oligonucle6tidos pPP375_for y pPP375_rev (Tabla 4.3) para el caso de
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la complementaciéon con el plasmido pRJ8845 y los oligonucledtidos M13for y

M13rev para el caso del plasmido pMB1407.

mob (oriT)

5000 P
1000

pMB1407
5852 bps

Kpnl

BamHI

Figura 5.3.4. Mapa del plasmido pMB1407. Este plasmido se emple6 para la
complementacidn de la cepa mutante fixK> de B. diazoefficiens con el gen nnrR bajo el control
del promotor constitutivo del gen lacZ

5.3.4.2. Expresion de los genes norCBQD en las cepas mutantes

fixKz y nnrR complementadas

Para el estudio de la expresion de los genes norCBQD en las mutantes nnrR y fixK>
complementadas in trans con el gen nnrR (véase apartado anterior para detalles de
las construcciones) se determind la actividad [3-galactosidasa de una fusién norC-
lacZ en dichas cepas (2499R-nnrR y 2499K2-nnrR) y como controles la parental
(2499) y las mutantes sin complementar (2499R, 2499K2). Las diferentes cepas se
cultivaron durante 24 h bajo condiciones de microoxia (2% 02 mantenido) en medio
YEM que se inoculé a una DOeoo inicial de 0,2. La adicién de NO a los cultivos
(concentracion final de 50 uM) se realiz6 5 h antes de la determinacion de actividad
B-galactosidasa. Los resultados muestran que, como se observa en la Figura 5.3.3,
los valores de expresion de la fusion norC-lacZ en las mutantes nnrRy fixKz tratadas

con NO fue basal. Sin embargo, en las cepas complementadas con el gen nnrR se
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observaron valores incluso superiores a los de la cepa parental 2499 (Figura 5.3.5)
cuando las células se trataron con NO. Curiosamente, la induccién basal en ausencia
de NO observada en la cepa parental, también se detect6 en la cepa nnrR
complementada. Esto indica que NnrR est4 implicada en la activacién de los genes

norCBQD de forma independiente a la proteina FixKz, sobre todo en respuesta a NO.
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Figura 5.3.5. Actividad B-galactosidasa de la fusion norC-lacZ en las cepas de B.
diazoefficiens parental (2499), mutantes nnrR (2499R) y fixK> (2499K2) y en ambas
cepas mutantes complementadas con el gen nnrR (2499R-nnrR y 2499K2-nnrR). Las
células se cultivaron en medio YEM en condiciones de microoxia (2% 0O2) durante 24 h,y 5
h antes de la determinacion de la actividad se afiadié NO (50 uM) a algunos cultivos (panel
derecho). Las barras de error representan la desviacion estdndar de las medidas de tres
réplicas experimentales de un ensayo representativo.
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5.3.5. Estudio del mecanismo molecular de la proteina NnrR

5.3.5.1. Estudio in vivo de la influencia de la presencia de hemo

en la respuesta a NO

5.3.5.1.1. Determinacién de las actividades nitrato y nitrito

reductasa en una cepa mutante hemN:2 de B. diazoefficiens

El gen hemN: de B. diazoefficiens codifica la proteina HemN2 una
coproporfirindgeno III deshidrogenasa implicada en la sintesis de hemo. Esta
proteina cataliza la conversion de protoporfirinégeno III a protoporfirinégeno IX
bajo condiciones de anoxia, con consumo de NADP+, ATP, Mg2* y L-metionina. En el
genoma de B. diazoefficiens existen dos copias de este gen, hemN1y hemNz, las cuales
fueron caracterizadas parcialmente por Fischer y colaboradores (2001). En
particular, sélo la mutacién en hemN: afecté a la eficiencia simbiética y a la
capacidad de crecer en condiciones desnitrificantes de B. diazoefficiens. No obstante,
este ultimo fenotipo se restauré al observado en la cepa parental cuando la cepa
mutante hemNz (GRN307) se cultivd en un medio suplementado con hemina

(protoporfirinégeno IX con Fe3*) (Fischer et al.,, 2001).

Puesto que el hemo ferroso se ha descrito como cofactor en las proteinas DNR
de P. aeruginosa y DnrF de D. shibae, se plante¢ la posibilidad de que el gen hemN2
pudiera estar implicado en la sintesis del grupo hemo que se une como cofactor a la

proteina NnrR y en consecuencia es necesario para su actividad.

En una primera ronda de experimentos, se llevé a cabo la determinacion de
las actividades de las enzimas nitrato reductasa (NR) y nitrito reductasa (NiR) en las
cepas parental y mutante hemN2 (GRN307). Ambas cepas se cultivaron durante 48
h en condiciones desnitrificantes (tubo lleno) en medio YEM con 10 mM de NOs- que
se inoculé a una DOsoo inicial de 0,2. Los resultados mostrados en la Figura 5.3.6A
indican la ausencia de actividad NR en la cepa mutante hemNz, lo que sugiere que la
enzima nitrato reductasa respiratoria (Nap) de la ruta de desnitrificaciéon no esta
funcionando. Esto puede explicarse porque tanto la subunidad NapC como la NapB
requieren de grupos hemo para la actividad de la enzima Nap. Cuando se analiz6 la
actividad NiR, se detectaron valores similares en ambas cepas (Figura 5.3.6B). Cabe

decir que la enzima NiR respiratoria no requiere de hemo como cofactor para su
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funcionamiento, debido a que es una NirK que contiene cobre, por lo que era

esperable la ausencia de fenotipo en la mutante hemN: en cuanto a la actividad NiR.
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Figura 5.3.6. Actividad nitrato (NR) (A) y nitrito reductasa (NiR) (B) en la cepa
parental y GRN307 (mutante hemN-) de B. diazoefficiens. Las células se cultivaron
durante 48 h en condiciones de anoxia (tubo lleno) en medio YEM con 10 mM NOsz- que se
inocul6 a una DOego inicial de 0,2. Ambas actividades se expresan en nmoles de NOy
producido (NR) o consumido (NiR) x mg proteina-l x min-l. Las barras de error representan
la desviacion estandar de las medidas de tres réplicas experimentales de un ensayo

5.3.5.1.2. Efecto de la hemina en la expresién de la fusion norC-lacZ

en la cepa mutante hemN:2

Para estudiar el efecto de la hemina en la expresion de los genes norCBQD, la cepa
parental 2499 y la mutante hemNz (2499hemN2) de B. diazoefficiens, que contienen
la fusion norC-lacZ, se incubaron durante 24 h en anoxia (tubo lleno) en medio YEM
en presencia o ausencia de hemina (15 pg/ml de medio de cultivo). El medio se
inocul6 a una DOsooinicial de 0,2 y 5 h antes de realizar la determinacion de actividad
se adicion6 una soluciéon de NO (50 pM, concentracion final). En este caso, los niveles
de actividad -galactosidasa se determinan como UM/mg de proteina x min, ya que
la hemina genera un color rojizo en el medio de cultivo que afecta a la medida de

DOs9s, necesaria para obtener los valores de UM (Unidades Miller).

En la cepa parental se observé una induccién de aproximadamente 2,5 veces

de actividad B-galactosidasa en cultivos con NO en comparacién con los valores
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obtenidos en ausencia de NO (Figura 5.3.7). Estos resultados confirman los
obtenidos previamente por Bueno y colaboradores (2017) quienes demostraron
que la maxima expresion de los genes norCBQD requiere la presencia de NO ademas
de microoxia. En el caso de la mutante hemN:, los valores de actividad -
galactosidasa de la fusion norC-lacZ fueron considerablemente mas bajos que los de
la cepa parental tanto en ausencia como en presencia de NO (1,5 y 3,5 veces
inferiores, respectivamente). Resulta interesante el hecho de que al adicionar
hemina a los cultivos con NO de la cepa mutante hemN: se restauraron los valores
de actividad (-galactosidasa de la cepa parental, es decir que se alcanzé la maxima
expresion de los genes norCBQD (Figura 5.3.7). La hemina per se, en ausencia de NO,
no provoco ningun efecto sobre la induccién de la fusion norC-lacZ, 1o que indica que
es la combinacion hemina+NO la condiciéon necesaria para obtener la maxima

induccion de la fusién norC-lacZ en la mutante hemNa.

120000 B Parental ®m GRN307 m®m GRN307 + hemina
(mutante hemN,)

100000
80000
60000

40000

20000 . ﬁ H | *

-NO NO

UM/mg de proteina x min

Figura 5.3.7. Actividad B-galactosidasa (UM/mg de proteina x min) de la fusion norc-
lacZ en las cepas de B. diazoefficiens parental y GRN307 (mutante hemN;), en
presenciay ausencia de NO. En algunos casos se adicioné hemina (15 pg/ml) a los cultivos
de la cepa mutante hemN.. Las células se cultivaron durante 24 h en anoxia (tubo lleno) en
medio YEM y 5 h antes de la determinacién de actividad se les afiadié el NO (50 pM). Las
barras de error representan la desviacién estandar de las medidas de tres réplicas
experimentales de un ensayo representativo.

187



Resultados

Estos resultados indican que el hemo sintetizado por la proteina HemN2
parece ser necesario para la maxima expresion de los genes norCBQD. Habiendo
demostrado en resultados anteriores que la proteina NnrR controla los genes
norCBQD independientemente del regulador FixKz y que probablemente la forma
activa de NnrR requiera hemo como cofactor, se puede vincular la carencia de hemo
en la mutante hemN:; a la baja expresidon de la fusion norC-lacZ cuando las células se
cultivaron en presencia de NO. En estas condiciones, la proteina NnrR no seria activa

puesto que carece de hemo como posible cofactor.

5.3.6. Determinacion de la union de NnrR a hemo in vitro
5.3.6.1. Expresion y purificacion de la proteina NnrR

5.3.6.1.1. Construccion del plasmido de expresiéon pMB1122

Para la expresion de la proteina NnrR sin etiqueta, en primer lugar, se amplificé por
PCR un fragmento de 740 pb (Figura 5.3.8A) que contiene el gen nnrR, utilizando los
oligonucle6tidos nnrR-8_for y nnrR-8_rev (Tabla 4.3). Una vez purificado y
cuantificado, el fragmento de ADN se digirié con las endonucleasas de restriccién
Ndel y Bcul (Spel), y se ligd a continuacién a un fragmento de 6636 pb del plasmido
pTXB1 (NEB) (Tabla 4.2) digerido con las mismas enzimas, el cual contiene la
etiqueta IMPACT (de sus siglas en inglés Intein Mediated Purification with an
Affinity Chitin-binding Tag). De esta forma, en el plasmido resultante, el gen nnrR
queda fusionado en su parte 3’ con esta etiqueta. La correcta insercion del fragmento
de PCR en el vector, asi como la fidelidad de la secuencia amplificada se verificaron
secuenciando la construccion con los oligonucleétidos pTXB1_1 y pTXB1_2 (Tabla

4.3). La construccion final dié lugar al plasmido pMB1122 (Figura 5.3.8B).
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Figura 5.3. 8. Construccion del plasmido pMB1122 que expresa NnrR-Mxe-Inteina-
CBD. A. Amplificacién del fragmento que expresa NnrR para clonaje en fase en pTXB1. Se
llevé a cabo una reaccién de PCR con los oligonucledtidos nnrR-8_for y nnrR-8_rev y ADN
genémico de B. diaozoefficiens 110spc4 como molde, detectandose un producto de 740 pb
(carril 1). Se realiz6 una reaccién de PCR como control negativo sustituyendo el ADN molde
por agua (carril 2). M. Marcador molecular de ADN GeneRuler DNA Ladder (Fermentas). B.
Mapa del plasmido pMB1122. Insercion en fase del gen nnrR para dar lugar a una proteina
recombinante con la inteina-CBD fusionada en su extremo carboxilo terminal bajo el control
del promotor T7.

5.3.6.1.2. Expresion de la proteina NnrR-Mxe-Inteina-dominio de

union a quitina (CBD) en E. coli ER2566

Las células competentes de E. coli ER2566 trasformadas con el plasmido pMB1122
se incubaron a 379C hasta que el cultivo alcanzé una DOsoo de 0,3 (aproximadamente
2 h). A continuacion, las células se incubaron a 30°C durante 1 h, de esa manera se
consiguié una DOsoo de 0,6 - 0,8. En ese momento, se tomo una alicuota del cultivo
de 1 ml y posteriormente, se adicion6 0,1 mM de IPTG. Se incubaron de nuevo las
células a 30°C durante 2 h. Tras la incubaciéon se recogieron las células por
centrifugacion a 5.500 x g durante 7 min. Después del fraccionamiento celular, la
electroforesis en SDS-PAGE revelé que la concentracién de 0,1 mM de IPTG en el
medio fue suficiente para inducir la expresién de proteina NnrR-Mxe-Inteina-CBD

(Figura 5.3.9 carril 2).
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Figura 5.3.9. Sobre-expresion y purificacion de la proteina NnrR-Mxe-Inteina-CBD.
Las células de E. coli ER2566 con el plasmido pMB1122 se cultivaron a 30°C durante 2 h
tras afiadir el IPTG, se lisaron, se sometieron a electroforesis PAGE-SDS, y posteriormente,
se tifid el gel con azul de Coomassie. Se tomd una alicuota del cultivo previo a la induccién
por IPTG (carril 1) y otra alicuota después de 2 h de incubacién con IPTG (carril 2). La
proteina NnrR tras la escisiéon con DTT y posterior elucién de NnrR con “column buffer” se
muestra en el carril 3. En el margen derecho de la figura se indican las bandas de 53,4 kDa
correspondiente a la proteina NnrR Mxe-Inteina-CBD y de 25,8 kDa correspondiente a la
proteina NnrR purificada. El primer carril corresponde a marcador molecular de proteinas
(M) PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder. El tamafio molecular, en kDa, y la posicién
de las proteinas marcadoras se indican en el margen izquierdo de la figura.

5.3.6.1.3. Purificaciéon de NnrR por el sistema IMPACT

Para cada lote de proteina NnrR purificada se emplearon 500 ml de cultivo de E. coli
ER2566 con el plasmido pMB1122. Una vez realizado el fraccionamiento celular
(procedimiento detallado en el apartado 4.5.1 de materiales y métodos) y diluido el
sobrenadante con “column buffer” (Tabla 4.6) se cargd sobre la columna,
empaquetada con resina de quitina, se lavé con “column buffer” y se escindi6 la
proteina con DTT durante 16 h. El DTT provoca una autoescision en el fragmento de
inteina, de tal manera, que la proteina se purifica sin etiqueta ni aas extra, mientras
que la inteina junto con el dominio de unién a quitina quedan adheridos a la matriz
de quitina de la columna. La eluciéon de la proteina pura sin etiqueta se llevé a cabo

con la adicion de “column buffer” en fracciones de 1 ml. De esta manera se obtuvo la

190



Capitulo 3

proteina NnrR correspondiente a una banda de aproximadamente 25,8 kDa con una

pureza del 99% (Fig. 5.3.9 carril 3) y un rendimiento de 9,6 mg/litro de cultivo.
5.3.6.2. Titulacion de NnrR con hemina

Los estudios de interaccién NnrR-cofactor, y especificamente NnrR-hemo, se
llevaron a cabo con proteina NnrR sin etiqueta purificada en condiciones 6xicas tal
y como se describe en el apartado anterior. La capacidad de NnrR de unirse a hemo
fue determinada espectroscopicamente por titulaciéon de la apoproteina NnrR con
hemina, bajo condiciones anéxicas. Una soluciéon de apoproteina NnrR a una
concentracion de 20 pM (forma monomérica) en tampoén fosfato 40 mM, 300 mM
NacCl, pH 7,5 se titul6 con una solucién de hemina 0,5 mM disuelta en NaOH 0,1 My
reducida con 3 mM de ditionito sédico. La concentracién final de hemina fue
incrementando con cada adicién de alicuotas de 1 o 2 pl de la solucién. Tras cada
adicién de hemina se realizé un espectro completo UV/Visible (250 nm - 650 nm)
(Figura 5.3.10). En el analisis y normalizacion de los datos obtenidos de cada uno de
los espectros, frente a la titulacion control sobre tampon, se observan 3 picos; uno a
280 nm, que corresponde a la proteina; y otros dos caracteristicos de hemo reducido
unido a proteina, a 427 y 567 nm (Figura 5.3.10). La representacion de los valores
de absorbancia a 427 nm de cada uno de los espectros normalizados frente a la
concentracion de hemo, determina la formacién de un complejo NnrR:hemo y se
observa una unién de aproximadamente 1 mol de hemo por cada mol de proteina

NnrR monomérica (Figura 5.3.11).
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Figura 5.3.10. Cambios espectrales obtenidos en la titulaciéon de proteina NnrR (20
1M mondmero) con cantidades crecientes de hemina desde 0 hasta 40 pM. Los datos
estan normalizados a la longitud de onda de 281 nm y de 650 nm.
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Figura 5.3.11. Representacion grafica de los valores de absorbancia de cada uno de
los espectros obtenidos en la titulacion para cada una de las concentraciones de
hemina.
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5.3.6.3. Reconstitucion de NnrR con hemina

La reconstitucion de la proteina NnrR con hemina se llevd a cabo mezclando
apoproteina NnrR a 32 pM (forma monomérica) en tampoén fosfato 40 mM, 300 mM
NacCl, pH 7,5 con un exceso estequiométrico de tres veces de hemina. La mezcla se
incubd durante 2 h a 16°C en condiciones andxicas. Tras la incubacion, el exceso de
hemina fue eliminado por didlisis frente a 1 1 del mismo tampdn de reconstitucién
durante una noche a 4°C y posteriormente se realiz6 una filtracién en gel con una
columna de Sephadex G-25 (PD-10). Se determiné un espectro completo UV/Vis de
la alicuota con NnrR reconstituida con hemo en su forma férrica y se observaron
propiedades espectrales compatibles con la unién de hemo a NnrR, concretamente
un pico prominente a 411 nm (Figura 5.3.12B), el cual no aparece en la proteina sin
reconstituir (sélo se muestra el pico de proteina a 280 nm) (Figura 5.3.12A). La
proteina NnrR reconstituida con hemo se redujo afiadiéndole un exceso del reductor
quimico ditionito sédico, bajo condiciones anéxicas y se analiz6 de nuevo
espectrofotométricamente. Los resultados muestran un pico a 425 nm que se
corresponde con hemo ferroso (Figura 5.3.12B). Una vez que se obtuvo la proteina
NnrR unida a hemo ferroso, se adicion6 NO gas, y se volvi6 a analizar el espectro.
Los datos muestran la desaparicion del pico de hemo ferroso y la presencia de un
hombro a 389 nm que indicarian la unién del NO al hemo ferroso de la proteina
reconstituida (Figura 5.3.12B). Segun estos experimentos se propone al grupo hemo

como posible cofactor de NnrR implicado en la deteccion de NO.

193



Resultados

0,7
280 nm
0,6 — Apo-NnrR

0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

Absorbancia

B s
0,45
0,4
0,35
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05
0

427 nm — NnrR: hemo férrico (Fe*?)

— NnrR: hemo ferroso (Fe?*)

Absorbancia

— NnrR: hemo ferroso: NO
567 nm

250 280 311 341 372 403 431 462 492 523 553 584 615 645 676 706 737

Longitud de onda (nm)

Figura 5.3.11. Propiedades espectrales de NnrR como apo y holoproteina. A. Espectro
completo UV/Vis (250 - 650 nm) de apoproteina purificada NnrR (32 uM mondémero)
previamente a su reconstituciéon con hemina. B. Espectros completos UV /Vis (250 nm- 750
nm) de proteina NnrR reconstituida con hemo en su forma ferrosa (linea verde), forma
reducida (linea roja), forma reducida unida a éxido nitrico (NO) (linea azul).
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5.4. Capitulo 4. Determinantes moleculares implicados en la interaccion

diferencial de las proteinas FixKz y NnrR con ADN

5.4.1. Analisis comparativo de las cajas tipo FixK2 presentes en los

promotores de las dianas directas de esta proteina

Segun los resultados obtenidos en ensayos de IVT con proteina FixK2 recombinante
purificada y ARNP de B. diazoefficiens (Mesa et al, 2005; Mesa et al., 2008;
Reutimann et al.,, 2010; Bueno et al,, 2017; Torres et al., 2017; Tabla 5.4.1), FixKz
controla directamente la activacion de la transcripcién de 18 promotores, siendo la
caja FixKz presente en el promotor del oper6n fixNOQP la que se considera como
prototipo para esta proteina. No obstante, también se han descrito casos en los que
FixK2 no fue capaz de activar la transcripcion, tales como los genes norCBQD que
codifican la Nor (Bueno et al., 2017) o el gen cy2 que codifica un citocromo soluble
(Mesa et al., 2008; Tabla 5.4.1). Cabe decir, ademas, que la tinica diana directa de la
proteina NnrR conocida hasta la fecha son los genes norCBQD, ya que proteina NnrR
purificada interaccioné de forma especifica con la secuencia palindrémica presente
en el promotor de estos genes en ensayos de CIT llevados a cabo en condiciones
anéxicas (Bueno et al., 2017). Es por ello que esta secuencia se considera como la

caja NnrR modelo.

El estudio comparativo del alineamiento de las cajas tipo FixK2z presentes en
la region promotora de los genes no activados por FixKz en comparaciéon con
aquellos genes activados directamente, asi como con con la secuencia consenso de
la caja FixKz (Tabla 5.4.1) indic6 que la principal diferencia entre ellos, en cuanto a
los residuos implicados en la interaccion FixKz2-ADN (nucleotidos 1, 3, 11 y 12;
Bonnet et al., 2013), seria la posicion 11, que en el caso de los genes norCBQD y cy:
(no activados por FixKz en ensayos de IVT) seria un adenina en lugar de una timina
o una guanina (Tabla 5.4.1 y Figura 5.4.1). Por otro lado, tanto la caja FixKz consenso
como la prototipo presente en el promotor del operon fixNOQP son secuencias
palindrémicas perfectas en los nucleétidos 1 a 4y 11 a 14 (Figura 5.4.1), mientras
que en el caso de la caja NnrR (norCBQD), el residuo 4 no conserva la palindromia

del residuo 11.
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Por tanto, con el objeto de estudiar la relevancia del residuo 11 en la
interaccién de FixK2-ADN en comparacién con la proteina NnrR, se introdujeron
mutaciones (transversiones) en la posiciéon 11 de las cajas FixKz y NnrR prototipo
presentes en la regiéon promotora de los genes fixNOQP y norCBQD (Figura 5.4.1).
Ademads, para analizar el efecto de la palindromia de la secuencia de ADN se
generaron una serie de derivados con transversiones en las posiciones 4 o 10 de la
caja FixKz y en la posicién 4 de la caja NnrR, ademas de la mutacion en la posiciéon
11 (Figura 5.4.1). Como secuencia control se emple6 un derivado con transversiones
timina versus adenina y guanina versus citosina, y viceversa, en las posiciones 1 a 5
y 10 a 14 de la caja FixKz (Figura 5.4.1). A continuacion, estos derivados se
emplearon en las siguientes secciones de este capitulo de resultados (experimentos
de interaccion proteina-ADN con RPS, IVT y expresidon de fusiones con el gen
informador lacZ) para determinar los nucleétidos discriminatorios de la unién
FixK2-ADN y de su especificidad respecto a NnrR en cuanto a la capacidad de activar
sus dianas.

Tabla 5.4.1. Alineamiento de cajas tipo FixK, de genes activados o no directamente por

FixK,. Se indican en negrita los nucledtidos conservados con respecto a la caja FixK;
consenso. En color rojo se indican los nucledtidos que difieren de la caja consenso.

Locus 2 Genb Cajas FixK;* Referencia

Genes directamente activados por FixK: (IVT)

Tesis doctoral Andrea

bll2109 TTGCGTCACCTCAA Lindemann
bll2758 ORF138 TTGAGCCAAGTCAA  Reutimannetal, 2010
blr2763 fixN TTGATTTCAATCAA Mesa et al., 2005
blr2767 fixG TTGAGCTGGATCAA Mesa et al., 2005
bl13998 TTGACCTGTCTCAA Mesa et al., 2008
blr4637 hspC2 TTGAGCAAAATCAA Mesa et al., 2008
blr4655 pPPpsA TTGACCTGCCTCAA Mesa et al., 2008
bll6061 fixK1 TTGATCTGGGTCAA Mesa et al., 2008
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blr6062 cycS TTGACCCAGATCAA Mesa et al., 2008
blr6070 TTGAGGGAGGTCAA Mesa et al., 2008
bll6073 phbC TTGATGCAGCTCAA Mesa et al., 2008
bsr7036 napE TTGATCCAGATCAA Bueno et al.,, 2017
bll7086 hemN; TTGCGCGAGCGCAA Mesa et al., 2005
bsr7087 TTGCGCTCGCGCAA Mesa et al., 2008
blr7089 nirK TTGTTGCAGCGCAA Bueno et al,, 2017
blr7544 cycA TTGTTGCAGCGCAA Este trabajo
blr0314 nosRk TTGATCCAGCGCAA Este trabajo
blr7083/

nnrS/nnrR TTGCGCTATCGCAA Este trabajo
bl17084

Genes no activados directamente por FixK; (IVT)

bll2388 cy2 TTGATGCAGGACAA Mesa et al., 2008
blr3212 norE TTGCGTCGGCGCAA S. Mesa, no publicados
blr3214 norC TTGCGCCCTGACAA Bueno et al,, 2017
blr3999 TTGAGACAGGTCAA  S. Mesa, no publicados
bll3466 TTGATCCGACGCAG Este trabajo (no se

muestran resultados)

a. Nomenclatura de los genes de B. diazoefficiens USDA110 segun Kaneko et al., (2002);
numero de acceso en GenBank NC_004463.1. Anotacién RefSeq de Enero de 2016.

b. Nomenclatura de los genes de B. diazoefficiens 110spc4 de acuerdo con la anotacion de
NCBI (ntimero de acceso GenBank CP032617); Fernandez et al., 2019.

c. Cajas FixK; (60 NnrR) putativas presentes en la regién promotora de los genes estudiados.
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1 2 3 4 11 12 13 14
Caja consenso FixK, TTG (A/C)-N,-(T/G)CAA
/Caja FixK, Parental TTG ATTTCAAT CA A\

de fixNOQP o
Avs.Tenposicion1l TTG ATTTCAAA CAA

Avs. Ty viceversa en posiciones 10+11 TTG A TTTCATA CAA

A vs. T y viceversa en posiciones 4 +11 TTG TTITTCAAA CAA

\ Transversion Avs.T,Cvs.Gyviceversa A AC TATTCATA GTT
(posiciones 1-5 + 10-14) /

/ Caja NnrR Parental TTG CGCCCTGA CAA )
de norCBQD

Tvs.Aenposicion1l TTG CGCCCTGT CAA

st. Cenposicion 4y Tvs.Aenposicion1l TTG AGCCCTGT CAA

Figura 5.4.1. Comparacion de las secuencias nucleotidicas de la caja consenso de
FixK; (Bonnet et al., 2013), la caja FixK; presente en el promotor de los genes fixNOQP,
la caja NnrR presente en el promotor de los genes norCBQD y los derivados de cada
una de ellas construidos en este trabajo. Se indican en azul y en fucsia, respectivamente,
las mutaciones introducidas en las cajas FixK; y NnrR.

5.4.2. Estudio in vitro de la interaccion de FixKz con derivados de las
cajas FixKz y NnrR presentes en los promotores de los genes

fixNOQP y norCB@QD, respectivamente

La influencia de las mutaciones introducidas en las cajas FixKz y NnrR descritas en
el apartado anterior en la capacidad de uniéon a ADN de la proteina FixKz, y su
especificidad, se realiz6 mediante experimentos de RPS que permiten analizar a

tiempo real interacciones moleculares.

5.4.2.1. Efecto de la mutacion en las posiciones 4, 10 y 11 en la

interaccion FixKz-ADN por RPS

Parallevar a cabo los experimentos de RPS, se inmovilizaron los distintos derivados
de las cajas como oligonucle6tidos de doble cadena con las mutaciones de interés
(apartado 4.6.2) en “chips” independientes y se analiz6 la respuesta obtenida al

pasar un rango de concentraciones de proteina FixK: purificada. En total se
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analizaron 7 derivados (4 de la caja FixKz y 3 de la caja NnrR; Figuras 5.4.1, 5.4.2 y
Tabla 5.4.2).

En los sensogramas obtenidos se pudo determinar interaccidon especifica
entre la proteina FixKz y la caja parental FixKz (Figura 5.4.2A), con una constante de
afinidad (KD) de 4,4 x 10-° M y unas constantes de asociacion (Ka) y de disociaciéon
(Kd) de 4,9 x 106 M1 s1y 2,1 x 10-1 s'1, respectivamente, de acuerdo a un modelo
cinético de interaccién de un dimero de proteina por molécula de ADN. Por el
contrario, el perfil de interaccién obtenido con la caja parental NnrR nos indica la
interaccién inespecifica o no interaccion de FixKz con esta caja (Figura 5.4.2B), ya
que por un lado no alcanza las unidades maximas de respuesta (UR) esperadas
incluso a concentraciones de 1 uM, ni tampoco permite calcular las constantes segin
un modelo cinético ni tampoco de afinidad. Cuando se introdujeron mutaciones en
la posicion 11 de cada una de las cajas, se observé que mientras que en el caso de la
caja FixKz la afinidad disminuy6 dando lugar a una KD de 7,7 x 108 M (Figura
5.4.2C), en el caso de la caja NnrR mutada, a diferencia de su caja parental (no union),
FixK2 fue capaz de interaccionar con una KD de 8 x 10-8¢ M (Figura 5.4.2D). Con el
objeto de analizar el efecto de la palindromia en las interacciones observadas, se
incluy6 individualmente un segundo intercambio en cada una de las cajas, en la
posicién 10 de la caja FixK2 (Figura 5.4.2E) y en la posicidn 4 de la caja NnrR (Figura
5.4.2F). Ninguna de las dos mutaciones introducidas dio lugar una diferencia
considerable en la afinidad (KD de 8,6 x 10-8 M para la caja FixKzy KD de 1 x 107 M
para la caja NnrR). Como era de esperar en el derivado con mutaciones en los
nucledtidos 1 - 5 + 10 - 14 de la caja de FixK2 no se observé interaccion de la
proteina FixKz (Figura 5.4.2G). Los calculos de las constantes de afinidad (KD) en los

promotores mutados se calcularon segiin un modelo de afinidad.
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Figura 5.4.2. Interaccion de la proteina FixK; con las cajas FixK; y NnrR presentes en
los promotores de los genes fixNOQP y norCBQD, respectivamente y con derivados
mutantes de dichas cajas. Mediante resonancia de plasmoén de superficie_se analizoé la
interaccion que se produce al pasar un flujo de distintas concentraciones de proteina FixKo,
que se inicia en el segundo 50 y se mantiene durante 2 minutos. Se obtienen sensogramas
donde se representa las unidades de respuesta (UR) con respecto al tiempo (s) en cada uno
de los experimentos. La columna de sensogramas de la izquierda corresponde con los
experimentos llevados a cabo los derivados de la caja FixK, del promotor de fixNOQP
(paneles A, G, E y G), mientras que la columna de la derecha son los sensogramas de los
derivados de la caja NnrR del promotor de norCBQD (paneles B, D y F). En la parte superior
de cada sensograma se indica la secuencia nucleotidica de la caja especifica usada, con las
mutaciones introducidas respecto a la caja parental indicadas en azul (caja FixK3) o fucsia
(caja NnrR). A. Interaccion de FixK; con la caja FixK; parental. B. Interaccion FixK; con la
caja NnrR parental. C. Interaccién de FixK; con la caja FixK,; mutada en la posicién 11. D.
Interaccién de FixK; con la caja NnrR mutada en posicién 11. E. Interaccion de FixK; con la
caja FixK; mutada en las posiciones 10 + 11. F. Interaccion de FixK; con la caja NnrR FixK;
mutada en las posiciones 4 + 11. G. Interaccién de FixK; con la caja FixK; mutada en las
posiciones 1 -5+ 10 — 14.

Tabla 5.4.2. Derivados de las cajas FixK2 (fixNOQP) y NnrR (norCBQD) usados en este
estudio. Se detallan las mutaciones y la secuencia de cada uno de los derivados junto con la
constante de afinidad (KD) obtenida en los experimentos de RPS de la interaccién de la
proteina FixKz con cada caja. Se indican en rojo los nucleétidos mutados.

Figura Caja Mutacion Secuencia KD (M)
A FixK> - TTGATTTCAATCAA 4,4x10°
C FixK; Avs. T en posicion 11 TTGATTTCAAACAA 7,7x10-8

Avs. T y viceversa en posiciones 10

E FixK> +11 TTGATTTCATACAA 8,6x1038
G FixK; Transversion Avs. T, G vs. Cy AACTATTCATAGTT o hay
viceversa (posiciones 1-5+10-14) union
B NnrR : TTGCGCCCTGACAA o hay
unién
D NnrR T vs. A en posicién 11 TTGCGCCCTGTCAA 8x108
Avs. Cen posicion 4y T vs. Aen
F NnrR posicién 11 TTGAGCCCTGTCAA 1,0x107
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5.4.2.2. Efecto de la mutacion en las posiciones 4, 10 y 11 en la

activacion de la transcripcion mediada por FixK>

5.4.2.2.1. Mutagénesis de la caja FixKz de fixNOQP

Para la construccidn de los derivados de la caja FixKz con mutaciones en la posiciéon
11 (Avs. T)y4+ 11y 10+ 11 (Avs. Ty viceversa) se siguio la siguiente estrategia.
En primer lugar, se amplificé por PCR un fragmento de 378 pb con extremos EcoRI
y HindlIll empleando como molde ADN gen6mico y los oligonucleétidos fixN7_for y
fixN7_rev (Tabla 4.3), el cual se clond en el vector pBluescript KS+ (Tabla 4.2), para
dar lugar al plasmido pMB1300 (Tabla 4.2). El extremo 5’ de dicho fragmento
contiene la secuencia 3’ de la caja FixKz presente en el promotor de fixNOQP y
permite la clonacién de fragmentos con mutaciones en la caja FixK2 mediante el
empleo de una enzima compatible como Munl (Mfel). La ligacién con extremos Munl
y EcoR], por un lado, reconstruye la secuencia CAA de la caja FixKz (posiciones 12-
14), por el otro, permite introducir mutaciones puntuales en el oligonucleétido
reverso hasta la posicién 11 (Figura 5.4.3). A continuacién, se amplificaron por PCR
tres fragmentos independientes con extremos BamHI y Munl empleando las
combinaciones de oligonucle6tidos fixN8_for/fixN11_rev, fixN8_for/fixN27_rev y
fixN8_for/fixN12_rev (Tabla 4.3), que incluyen en su extremo 3’, respectivamente,
mutaciones de las posiciones 11, 10 + 11 y 4 + 11 de la caja FixKz. El clonaje
individual de los tres fragmentos con extremos BamHI y Munl en el plasmido
pMB1300 digerido con BamHI y EcoRI dié lugar a los plasmidos pMB1307,
pBM1357 y pMB1310 (Tabla 4.2).

Para la construccion del derivado del promotor fixNOQP con transversiones
en las posiciones 1-5 y 10-14 de la caja FixK2, se solicit6 a la empresa Eurofins
Genomics la sintesis de un fragmento de 1040 pb con el promotor de fixNOQP que
incluia las mutaciones de interés. El fragmento de ADN se suministro por la empresa

clonado con extremos Mrel en el vector pEX-K4, el cual se nombré como pMB1316.
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A
P .
Mutagénesis fixNOQP

'\ Munl |

Oligo 5'rev ¢~ GAACTAAAGTTTGTTARAC BamHI_s, £ Munl
ACCTATCTTGATTTCAATCAATTCCCCGCG
TGGATAGAACTAAAGTTAGT TARGGGGCGC EcoRll 7  Tindin
GAATTCCCCGCG — Oligo 3'for
| EcoRI Amplificacion PCR
TATCTTGATTTCAAAC Munl » Sl — - -
ATAGAACTAAAGTTTGTTAR: unl — Fragmento < Trtunt < ¢ THindIll
anTTCCCC EcoRl
Fragmento 5’ - EcoRI E}}___1GGGG
‘ Ligacion extremos %,4
compatibles
pMB1300
\L frag 3’
TATCTTGATTTCARACAATTCCCC
ATAGAACTAAAGTTTGTTAAGGGG
pMB1307
frag 3'+5"
mutado
B , .
Mutagénesis norCBQD
Oligo rev \

o ¢ CGCGAGTAACGCGGGACAGTTTCTTGGCCGGCGCG w
CTGATCTGACGCGCTCATTGCGCCCTGACARAGARCCGGCCGCGE pMB1408
GACTAGACTGCGCGAGTAACGCGGGACTGTTTCTTGGCCGGCGCG arental %

i GCGCTCATTGCGECCTGTCAARGAACCGGCCGEGE — Oligo for P

Amplificacion PCR

Dpnl

|on g \
CTEATCTGACGCGCTCATTGCGCCCTGACAAAGAACCGECCECGE / o
GACTAGACTGCGCGAGTAACGCGGGACTGTTTCTTGGCCGGCGCE f pMB1408

Hy

pMB1409

nueva sintesis

parental

ATCTGACGCGCTCATTGCGCCCTGTCAAAGAACCGGCCG!
TAGACTGCGCGAGTAACGCGGGACAGTTTCTTGGCCGGC

Digestién Dpnl

3 ~~

ATCTGACGCGCTCATTGCGCCCTGTCAAAGAACCGGCCG Fragmentos \\
TAGACTGCGCGAGTAACGCGGGACAGTTTCTTGGCCGGC no viables

\

pMB1409

Figura 5.4.3. Estrategia de mutacion de la caja FixK; del promotor de fixNOQPy la caja
NnrR del promotor de norCBQD. A. Mutagénesis de la caja FixK; mediante la fusiéon de dos
fragmentos de PCR empleando las dianas compatibles Munl y EcoRI. Los fragmentos 5’
contienen las mutaciones puntuales en la caja FixK; hasta la posicion 11 y el lugar de
reconocimiento de Munl. La ligacién individual de dichos fragmentos con el plasmido
pMB1300 cortado con EcoRI y Hindlll reconstruye la secuencia CAA de la caja FixK;
(posiciones 12-14), dando lugar a los distintos derivados de la caja FixK». B. Esquema de la
metodologia de mutacién puntual dirigida por la técnica de QuikChange de un nucleétido
(marcado en rojo) en la caja NnrR. Para ello se amplifica el pldsmido completo con el
fragmento de interés, empleando dos oligonucle6tidos antiparalelos que incluyen la
mutacion en el centro de su secuencia. La seleccion de los plasmidos de nueva sintesis se
realiza por digestion con Dpnl (el ADN sintetizado de novo presenta las dianas Dpnl
metiladas, por lo que no es susceptible a digestion).
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5.4.2.2.2. Mutagénesis de la caja NnrR de norCBQD

Para la construccién de derivados con mutaciones en la caja NnrR presente en el
promotor de los genes norCBQD se empled el plasmido pR]J2499 como molde (fusiéon
norC-lacZ; Mesa et al., 2003). Con tal objeto, se amplific6 un fragmento de 1098 pb
por PCR con los oligonucledtidos norC8_For y norC8_Rev (Tabla 4.3), el cual, previa
digestion con las endonucleasas de restriccion HindlIIl y Pstl, se ligd con el plasmido
pBluescript KS+ (Tabla 4.2) digerido con las mismas enzimas. La fidelidad de la
secuencia del inserto se verificé con los oligonucle6tidos M13for y M13rev (Tabla
4.3). La construccion obtenida se denominé pMB1408 (Tabla 4.2), que contiene la

version parental de la caja NnrR.

Para la introduccion de la transversiéon T vs. A en posicion 11 de la caja NnrR,
se empled la técnica de mutagénesis puntual dirigida (apartado 4.4.8) empleando
como molde el pldsmido pMB1408 y los oligonucle6tidos norC9_mut_for y
norC9_mut_rev (Tabla 4.3), para dar lugar al plasmido pMB1409 (Figura 5.4.3B;
Tabla 4.2).

En el caso de la construccion del derivado con mutaciones en las posiciones
4 (Avs.C)y 11 (T vs. A) de la caja NnrR se emple6 el plasmido pEX_K168 NnrRbox
mut 4, 11 (Eurofins Genomics; Tabla 4.2), el cual contiene un fragmento EcoRI/Pstl

de 243 pb con las mutaciones de interés clonado en el vector pEX-K4.
5.4.2.2.3. Construccion de plasmidos empleados en ensayos de [VT

Para determinar el efecto de cada una de las mutaciones introducidas, tanto en el
promotor de fixNOQP como en el de norCBQD, en la activacién de la transcripcidn in
vitro mediada por FixK2 se construyeron una serie de plasmidos que se emplearon

como molde en experimentos de IVT.

Los derivados del promotor de fixNOQP con las mutaciones en las posiciones
11,4 + 11, 10 +11 y 1-5+10-14 se construyeron amplificando por PCR fragmentos
de 573 pb con los oligonucleétidos fixN4_for y fixN4_rev (Tabla 4.3), empleando
como molde los plasmidos pMB1307, pMB1310, pMB1357 y pMB1316 (Tabla 4.2),
respectivamente. Estos fragmentos se digirieron con las enzimas BamHI y EcoRIl y
se clonaron a continuacién en el plasmido pRJ9519 (Tabla 4.2) cortado con las

mismas enzimas para dar lugar a los plasmidos pMB1363, pMB1364, pMB1366 y
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pMB1367. Cabe mencionar, que para estas construcciones se siguié la misma
estrategia que para el plasmido pR]8816 (Mesa et al., 2005), que contiene la caja
genuina del promotor fixNOQP el cual se emple6 como referencia en los

experimentos.

Los derivados del promotor de norCBQD se generaron a partir de los
plasmidos pMB1408, pMB1409 y pEX_K168 NnrRbox mut 4, 11 (Tabla 4.2)
descritos en el apartado anterior. Para ello, se amplificaron por PCR fragmentos de
243 pb con extremos EcoRI/HindIll con los oligonucleétidos norC11_for y
norC12_rev (Tabla 4.3) que se clonaron individualmente en el plasmido pR]J9519
cortado con las mismas enzimas (Tabla 4.2). Las construcciones finales se
nombraron como pMB1414 (caja parental), pMB1415 (caja con mutacién en

posicion 11), pMB1417 (caja con mutacién en posicién 4 + 11) (Tabla 4.2).

5.4.2.2.4. Ensayos de IVT en presencia de FixK2z de los derivados de
fixNOQP y norCBQD

En los experimentos de IVT en presencia de distintas concentraciones de FixKz se
espera detectar dos transcritos, uno control de 107 nt, independiente de FixK2 y otro
especifico de 243 nt, en el caso del promotor fixNOQP (Figuras 5.4.4), o de 231 nt, en
el caso del promotor norCBQD (Figura 5.4.5). Cabe mencionar que la intensidad del
transcrito especifico es la que se considera para determinar la capacidad de FixK2

de activar la transcripcién de cada uno de los derivados.

En el caso del promotor fixNOQP, la transversion A vs. T en posicion 11 de la
caja FixKz dio lugar a una reduccién considerable de la intensidad del transcrito
dependiente de FixKz (Figura 5.4.4 carriles 5 y 6), en comparacion con la intensidad
de la banda especifica obtenida con el derivado que contiene la caja parental (Figura
5.4.4 carriles 2y 3), lo cual se relaciona con una disminucidn de transcripcion debido
a la mutacion introducida. Cuando se incluyd una segunda mutacidn en posicion 4
(Figura 5.4.4 carriles 8 y 9) o en posicion 10 (Figura 5.4.4 carriles 11y 12) en la caja
FixKz, el transcrito especifico que se detect6 fue practicamente imperceptible, con
una intensidad similar a la que se observéd con el derivado con mutaciones en las
posiciones 1 - 5 + 10 - 14 (Figura 5.4.4 carril 14) que se emple6 como control

negativo. En los carriles 1, 4, 7, 10 y 13 se cargaron reacciones de IVT realizadas con
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cada uno de los plasmidos usados como molde en ausencia de proteina FixKz por lo

que, como era de esperar, solo se detecto6 el transcrito control de 107 nt.

Promotor fixNOQP
Plasmidos pRJ8816 pMB1363 pMB1364 pMB1366 pMB1367
CajaFixK, parental AllvsT A4vsT/ T10vsA/ 1-5/
AllvsT AllvsT 10-14
[Fiszl —- —— — el = +

1 2 3

fanor | )

(243 nt)

8 o9 10 11 12 13 14
<

P RV

Transcrito
control s»
(107 nt)

Figura 5.4.4. Activacion de la transcripcion in vitro por la proteina FixK; de derivados
del promotor del operdn fixNOQP. Los plasmidos pR]8816, pMB1363, pMB1364 y
pMB1367 se usaron para ensayos de IVT de ronda multiple con proteina FixK; purificada y
ARNP de B. diazoefficiens (reacciones sin proteina en los carriles 1, 4, 7, 10 y 13; con 1,25
uM de FixK; los carriles 2, 5, 8 y 11; con 2,5 uM de FixK; en los carriles 3, 6,9, 12 y 14). Se
detallan las mutaciones introducidas de la caja FixK; presentes en los plasmidos empleados.
En el margen izquierdo de la figura se indican los transcritos obtenidos con sus tamafios
moleculares. nt, nucleétidos.

Cuando se analizé la capacidad de activar la transcripcién de los distintos
derivados del promotor norCBQD por la proteina FixKz, no se detectd transcrito
especifico ni con la caja NnrR parental (Figura 5.4.5, carriles 2 y 3) ni tampoco con
el derivado con la transversion T vs. A en la posicién 11 (Figura 5.4.5, carriles 5y 6).

Sin embargo, la introduccién de una segunda mutacién en posicién 4 (A vs. C) did

208



Capitulo 4

lugar a un transcrito dependiente de FixK: cuya intensidad incrementé con la

concentracion de proteina (Figura 5.4.5, carriles 8 y 9).

Promotor norCBQD
Plasmidos  ,MB1414 pMB1415 pMB1417
Caja NnrR parental T11vsA  A4vsC/
[FixK,] il sl ﬂ’r

1 2 3456 7 8 9

norC (231 nt) &

Transcrito

control & |« o o = . &= &
(107 nt) ek &
2

Figura 5.4.5. Ensayos de IVT en presencia de proteina FixK. de derivados del
promotor de los genes norCBQD. Los plasmidos pMB1414, pMB1415 y pMB1417 se
usaron para ensayos de IVT de ronda multiple con proteina FixK; purificada y ARNP de B.
diazoefficiens (reacciones sin proteina en los carriles 1,4, 7; con 1,25 uM de FixK; los carriles
2,5, 8; con 2,5 uM de FixK; en los carriles 3, 6, 9). Se detallan las mutaciones introducidas
de la caja NnrR presentes en los plasmidos empleados. En el margen izquierdo de la figura
se indican los transcritos obtenidos con sus tamafios moleculares. nt, nucleétidos.
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5.4.3. Estudio in vivo del efecto de las mutaciones de las cajas FixKz y
NnrR en la expresion de los genes fixNOQP y norCBQD,

respectivamente

5.4.3.1. Construccion de fusiones fixN-lacZ y norC-lacZ con

mutaciones en las cajas FixKz y NnrR

Los resultados obtenidos en ensayos de RPS e IVT se compararon con estudios in
vivo mediante determinacion de actividad [-galactosidasa de una bateria de
fusiones transcripcionales fixN-lacZ 'y norC-lacZ con las mutaciones en las cajas FixK2
y NnrR de los genes fixNOQP y norCBQD, respectivamente, analizadas en capitulos

anteriores.

Para la construccion de las fusiones fixN-lacZ se amplificaron
individualmente productos de PCR de 574 pb empleando los oligonucle6tidos
fixN28_for y fixN28_rev y como molde los plasmidos pMB1307, pMB1310, pMB1357
y pMB1316, para la construccion de derivados con las mutaciones en las posiciones
11,4+ 11,10+ 11y 1-5 + 10-14, respectivamente. En el caso de la construccién con
la caja FixKz parental se emple6 como molde ADN gen6mico. Los oligonucledtidos
fixN28_for y fixN28_rev incluyen en sus secuencias, respectivamente, dianas para
las enzimas de restriccién EcoRly Pstl lo que permite la clonacién de los fragmentos
amplificados con la orientacién correcta en el vector pSUP3535 cortado con las
mismas enzimas. Las construcciones finales se nombraron como pMB1370 (caja
parental), pMB1373 (caja con mutaciéon en posicion 11) y pMB1374 (caja con
mutaciones en posicion 4 + 11), pMB1376 (caja mutaciones en posiciéon 10 + 11) y
pMB1377 (caja con mutaciones en posiciones 1 - 5 + 10 - 14) (Figura 5.4.1; Tabla
4.2)

En la construccion de las fusiones norC-lacZ se emplearon como molde los
plasmidos pMB1408 y pEX_K168 NnrRbox mut 4, 11 (Tabla 4.2). Para ello, se
amplificaron fragmentos EcoRI/Pstl de 243 pb con los oligonucle6tidos norC11_for
y norC11_rev (Tabla 4.3), que contienen diferentes mutaciones de la caja NnrR, que
se ligaron en el plasmido pSUP3535 digerido con las mismas endonucleasas para
dar lugar a los plasmidos pMB1412 (caja NnrR parental) y pMB1416 (caja con

mutacion en posiciones 4 + 11) (Tabla 4.2).
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Finalmente, los plasmidos pMB1370, pMB1373, pMB1374, pMB1376 y
pMB1377, derivados de la fusion fixN-lacZ, y pMB1412 y pM1416, derivados de la
fusion norC-lacZ se transfirieron por conjugacion a la cepa parental de B.
diazoefficiens 110spc4 para dar lugar a las cepas 110spc4-MB1370, 110spc4-
MB1373, 110spc4-MB1374, 110spc4-MB1376, 110spc4-MB1377, 110spc4-MB1412
y 110spc4-MB1416.

5.4.3.2. Determinacion de la expresion de los derivados de las
fusiones fixN-lacZ y norC-lacZ en células de B.

diazoefficiens

Las cepas se cultivaron en medio YEM en condiciones de microoxia (0,5% O2
mantenido) partiendo de una DOeoo de 0,2 durante 24 h. En el caso de la fusién norC-
lacZ, 1as cepas también se cultivaron en medio YEM suplementado con 10 mM de
NOs3-y bajo condiciones de 2% 02 mantenido (condiciones para la maxima induccién

de los genes norCBQD).

La actividad f-galactosidasa de la fusién fixN-lacZ con la mutacién en la
posicién 11 fue 4 veces inferior que la observada en la fusiéon parental (Figura
5.4.6A) en células cultivadas en condiciones microéxicas (0,5% 02). La introduccién
de mutaciones en las posiciones 4 y 10, ademas de la posicion 11, resulté en valores
basales de actividad (-galactosidasa, similar a la mutacién de las posiciones 1+5 y

10+14. Estos resultados confirman los obtenidos en ensayos de RPS y de IVT.

En cuanto a la fusion norC-lacZ, el intercambio de las posiciones 4 y 11 redujo
aproximadamente al 50% los valores de actividad (-galactosidasa en células
cultivadas microoxicamente (2% O2) en presencia de nitrato (Figura 5.46B),
condiciones necesarias para su maxima expresion, la cual depende de la proteina
NnrR. Curiosamente, cuando las células se cultivaron en microoxia (0,5% 02) en
ausencia de nitrato (condiciones iddneas para el control por la proteina FixK2), la
fusion norC-lacZ con mutaciones las posiciones 4 y 11 dio lugar a valores de
expresion superiores (casi el doble) a los observados en la fusién con el promotor
parental (Figura 5.4.6C). Estos resultados confirman lo observado en experimentos

de RPS e IVT, en los que las posiciones 4 y 11 de la caja NnrR parecen ser importantes
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para la interaccion con el promotor y consecuentemente la activaciéon de los genes

norCBQD por la proteina FixKa.

A ;
fixN-lacZ
2500 0,5 %0,
2000 -
1500 -
=
o]
1000 -
— H
0 e - - | E—— “ B
110spc4- 110spc4- 110spc4- 110spc4- 110spc4-
MB1370 MB1373 MB1374 MB1376 MB1377
Caja FixK, Parental A11vsT A4vsT/ T10vsA/ 1-5/
Al1lvsT All1vsT 10-14
norC-lacZ norC-lacZ
= 29%0, + NO; C 0,5% O,
80 -
800 - }
700 - # |
600 - 50" 1
500 - S0 1
s ] = 40 -
5 400 = ‘
300 - 30 A
200 - 20 -
100 - 10 -
110spc4- 110spc4- 110spc4- 110spc4-
MB1412 MB1416 MB1412 MB1416
Caja NnrR Parental A11vsT/C4vs A CajaNnrR Parental Al1vsT/C4vsA

Figura 5.4.6. Efecto de las mutaciones en las cajas FixK; y NnrR de fixNOQP y norCBQD,
respectivamente, en la expresion de las fusiones fixN-lacZ y norC-lacZ. La expresion de
los derivados de las fusiones fixN-lacZ (A) y norC-lacZ (B) se analiz6 en células cultivadas
microdxicamente (0,5% O:) durante 24 horas. También se determiné la actividad (-
galactosidasa de los derivados de la fusion norC-lacZ en células cultivadas en medio con
nitrato bajo condiciones microéxicas (2% 0z) (C). Los valores de actividad 3-galactosidasa
representan la media y desviacion estandar de dos cultivos independientes ensayados por
triplicado. Se muestran los datos de un experimento representativo de los tres realizados.
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6. DISCUSION GENERAL

Expandiendo el regulon del factor transcripcional NnrR de B. diazoefficiens:

Nuevos descubrimientos en la ruta de la desnitrificacion

La desnitrificacion en bacterias (revisado en Zumft, 1997; Kraft et al.,, 2011; van
Spanning et al,, 2007; Richardson, 2011; Bueno et al,, 2012; Torres et al,, 2016), y
especificamente en el organismo modelo B. diazoefficiens (revisado en Bedmar et al.,
2005, 2013) ha sido un proceso ampliamente estudiado hasta la fecha. La proteina
reguladora NnrR desempefia un papel importante en B. diazoefficiens, ya que
expande la cascada reguladora FixL]-FixKz e integra la sefial de 6xidos de nitrégeno
(Mesa et al., 2003). Sin embargo, el regulén de NnrR adn no habia sido estudiado al
completo. En este trabajo, se realizé un analisis del transcriptoma de una mutante
nnrR en comparaciéon con la cepa parental, ambas cultivadas bajo condiciones de
anoxia, y se comparo6 con el grupo de genes inducidos por anoxia en la cepa parental.
Esta comparacion llevd a la identificacion de 175 genes inducidos por anoxia bajo el
control positivo de NnrR (Tabla Suplementaria S1). Dentro de este grupo, hay tres
genes diana (nirK, norCBQD, nosRZDFYLX) que habia sido previamente descritos
bajo el control directo o indirecto de NnrR (Mesa et al., 2003; Robles et al., 2006;
Bueno etal., 2017; Torres et al., 2017). En particular, nuestros resultados confirman
aquellos que mostraron una expresion reducida de las fusiones nirK-lacZ, norC-lacZ
y nosR-lacZ en una mutante nnrR (Bueno et al., 2017; Torres et al. 2017). Sin
embargo, la Unica diana directa conocida para NnrR es el grupo de genes norCBQD,
ya que la proteina NnrR recombinante purificada fue capaz de unirse a su region
promotora de forma especifica bajo condiciones de anoxia (Bueno et al., 2017),
mientras que la disminucion de la expresion de nirK 'y nosRZDFYLX se atribuy6 al
efecto toxico de la acumulacion de NO en la mutante nnrR (Torres et al., 2017). En
este trabajo, también identificamos como genes diana de NnrR a genes involucrados
en el transporte electrénico implicado en el proceso de desnitrificacion. Este es el
caso de cycA que codifica un citocromo csso que actiia como donador de electrones
de NirK (Bueno et al., 2008) y cyz que codifica el citocromo cz, descrito previamente
como un gen regulado indirectamente por FixKz (Mesa et al., 2008). Otros genes
supuestamente activados por NnrR son hemN: y hemNz, siendo el producto de este

ultimo requerido para la desnitrificacién, asi como para la fijacién de nitrégeno
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simbidtico seglin se describe en Fischer et al. (2001). Ademas de los genes descritos
anteriormente, encontramos que rpoN: es un gen bajo el control positivo de NnrR,
lo que indica un control cruzado adicional entre las dos cascadas reguladoras
sensibles al oxigeno RegSR-NifA y FixL]-FixKz-NnrR. De hecho, 14 de los 65 genes
que constituyen el regulén directo NifA + RpoN1 (Hauser et al., 2007) mostraron una
expresion regulada a la baja en la mutante nnrR (Tabla suplementaria S1). Tomados
en conjunto, estos resultados expanden el reguléon de B. diazoefficiens en
condiciones desnitrificantes. En otros rizobios como E. meliloti, los estudios
transcriptomicos confirmaron nuestros hallazgos e identificaron los genes de la
desnitrificacion (nirK y norC), asi como otros genes asociados a la desnitrificaciéon
(azul, hemN, nnrU y nnrS) como genes diana de NnrR (Meilhoc et al,, 2010). A
diferencia de lo que ocurre en B. diazoefficiens, las proteinas NnrR y FixK presentes
en E. meliloti son parte de dos cascadas reguladoras diferentes (revisado en Cabrera

etal.,, 2011).

Los ortélogos NnrR estan presentes en otros organismos, tales como NnrR de
R. sphaeroides 2.4.1. En células expuestas a estrés nitrosativo, los genes norCBQD y
otros genes codifican putatitvas proteinas accesorias para el ensamblaje de cNor
(Arai et al, 2013). De manera similar, como se encontr6 para NnrR en B.
diazoefficiens, el analisis de microarrays de células mutantes en DNR, en la bacteria
P. aeruginosa, cultivadas en condiciones anaerdbicas reveld que los genes
estructurales de la desnitrificacion nirS, norCB y nosR, asi como hemN, y los genes
que codifican los citocromos tipo ¢ estan controlados por esta proteina (Trunk et al.,
2010; Rodionov et al.,, 2005). Del mismo modo, se requiere DnrF de la bacteria
marina D. shibae para la induccion de la expresién de norCB, hemA que codifica la 5-
aminolevulinato sintasa y un gen responsable de la biosintesis del citocromo ¢

(Ebertetal, 2017).

También realizamos una caracterizacion en profundidad de cycA, uno de los
genes bajo el control positivo de NnrR. Al realizar los analisis de qRT-PCR y de
deteccion de citocromos ¢, pudimos validar el requisito de NnrR para la induccién
de cycA en células cultivadas bajo condiciones desnitrificantes. Ademas de NnrR, la
induccién maxima de cycA en respuesta a la anoxia también fue controlada por

FixKz. Sin embargo, cycA no parecia ser un gen controlado directamente por FixKz
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en analisis previos de microarrays de una mutante fixK> cultivado bajo condiciones
de microoxia (Mesa et al., 2008). Por lo tanto, postulamos que la anoxia podria ser
necesaria para el control por FixKz de la induccién del gen cycA. De hecho, niveles
similares de proteina CycA fueron encontrados en los ensayos de detecciéon de
citocromos c en la mutante fixK2 con respecto a los niveles observados en células de
la cepa salvaje, ambas cultivadas bajo microoxia y 6xia. Sin embargo, la induccién
significativa de CycA que se observo en la cepa salvaje en respuesta a condiciones
anédxicas desnitrificantes en comparacion con condiciones 6xicas y microéxicas no
fue percibida en células mutantes en fixK>. La participacion de FixKz en la induccién
de cycA en condiciones anoxicas también se confirmé a nivel transcripcional en
experimentos de qRT-PCR. Ademas, también pudimos identificar cycA como gen
controlado directamente por FixKz, basandonos en el transcrito dependiente de
FixK2 perteneciente al gen cycA detectado en los experimentos de IVT. En estudios
previos, se demostré que la proteina FixK2 purificada transcribe eficientemente
desde los promotores napEDABC, nirK' y nosRZDFYLX, pero no desde el promotor de
norCBQD (Bueno et al., 2017; Torres et al., 2017), siendo NnrR el candidato para
controlar directamente la expresion de los genes norCBQD. En este trabajo,
demostramos que nnrR y nnrS (genes divergentes que comparten el mismo
promotor) son dos genes directamente activados por la proteina FixKz. Estos
resultados estan de acuerdo con la dependencia de FixK2 para la inducciéon de ambos
genes observada previamente (Mesa et al, 2003; Mesa et al, 2008) y también
ratificaron que el control de FixK2 sobre los genes norCBQ@D es indirecto a través de

NnrR.

CycA es un citocromo soluble involucrado en el crecimiento anaerébico de B.
diazoefficiens utilizando nitrato o nitrito como aceptor final de electrones, lo que
sugiere un papel de este citocromo en la desnitrificacion (Bott el al., 1995; Bueno et
al., 2008). Especificamente, esta involucrado en la transferencia de electrones del
complejo de membrana bcia la nitrito reductasa (NirK) (Bueno et al., 2008). Ahora
hemos demostrado, por primera vez, el papel de CycA en el funcionamiento de la
o0xido nitroso reductasa, dada la reducida actividad de N20R observada en la
mutante cycA en comparaciéon con la cepa salvaje. Ademads de su participacion en el

proceso de desnitrificaciéon, CycA desempefia un papel en el crecimiento
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quimiolitotréfico de B. diazoefficiens cuando se usa tiosulfato como donador de
electrones (Masuda et al., 2017). En esta condicién de crecimiento, los electrones se
canalizan preferentemente a través del citocromo CycA a la citocromo oxidasa
hemo-cobre aa-stipo codificada por los coxBAFC genes. Cabe destacar que NirK,
NosZ y CoxB tienen centros de cobre (Cu), en particular NosZ y CoxB contienen
centros de Cu tipo A (Cua) (Btuhler et al,, 2010). Estas observaciones nos permiten
sugerir que CycA podria ser responsable de la transferencia de electrones a

proteinas que contienen Cu pertenecientes a diferentes vias respiratorias.

En particular, la mutante cycA conservo cierta actividad N20R, lo que sugiere
que donadores de electrones alternativos también podrian participar en la
transferencia de electrones a Nos. Del mismo modo que se observd para la
desnitrificacion, también se propuso la presencia de rutas alternativas para la
transferencia de electrones en el crecimiento quimiolitoautotréfico segin Masuda y
colaboradores (2017). Para identificar a otros candidatos como posibles donantes
de electrones a Nos, determinamos la actividad N20R en cepas de B. diazoefficiens
mutantes en los citocromos solubles c2 codificado por el gen bll2388 y CycS
codificado por bll6062 (Mesa et al., 2008). Como se muestra en la Figura 5.1.6,
ninguno de estos mutantes mostré un efecto negativo en la actividad N20R en
comparacién con los niveles de actividad de la cepa salvaje. En consecuencia,
ninguno de estos citocromos esta implicado en la transferencia de electrones a Nos,
al menos cuando CycA esta presente. Por lo tanto, proponemos el citocromo soluble

CycA como el principal donante de electrones a la 6xido nitroso reductasa.

En resumen, este trabajo ha contribuido a aumentar la comprension de la
regulacion de la desnitrificacion en el modelo desnitrificante de rizobios B.
diazoefficiens al expandir el regulon de NnrR, una de las proteinas clave involucradas
en el control de este proceso. El gen cycA, uno de los objetivos identificados, también
resultd activado directamente por el factor de transcripcion FixKz. Ademas,
demostramos el vinculo directo entre FixKz y nnrR, reforzando el papel de NnrR
como intermediario en el control mediado por FixK: de ciertos genes diana.
Finalmente, descubrimos un nuevo papel para el citocromo soluble CycA en la
transferencia de electrones a la Nos, afladiendo un nuevo jugador en la reduccién

del 6xido nitroso en las bacterias endosimbidticas del suelo.
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La proteina FixKz: es el principal activador transcripcional de los genes

nosRZDFYLX de B. diazoefficiens en respuesta a bajo oxigeno

Dado el efecto perjudicial que posee el N20, sobre el cambio climatico, por ser un
potente GEI, se deben desarrollar estrategias para mitigar sus emisiones con el fin
de aumentar la eficiencia agricola y disminuir los niveles actuales de produccion de
N20, y asi satisfacer las demandas del crecimiento continuo de la poblacién
(Richardson et al.,, 2009 y Thomson et al., 2012). Estas estrategias deben incluir una
mejor comprension de los factores ambientales y moleculares que contribuyen a la
generacion y al consumo bioldgico de N20. B. diazoefficiens, el endosimbionte de la
soja, contribuye a las emisiones de N20, dada su capacidad para llevar a cabo el
proceso de desnitrificacion, tanto en condiciones de vida libre como simbiéticas. A
pesar del importante conocimiento disponible en esta especie de rizobio sobre la
regulacion de las tres primeras enzimas de desnitrificaciéon (Nap, NirK y cNor)
involucradas en la produccion de N20 (Bueno et al, 2017), los mecanismos
reguladores involucrados en el control del paso clave en la mitigacién de N20 (la
reduccion de N20 a Nz) en respuesta al bajo nivel de oxigeno y NOx no se han
estudiado en detalle. Estudios anteriores han demostrado que la expresion de una
fusion nosZ-lacZ depende de bajo Oz, la presencia de NOs;, las proteinas reguladoras
FixL], FixKz y NosR (Velasco et al., 2004). La capacidad de B. diazoefficiens para
acoplar la reduccidn de N20 al crecimiento, asi como el papel del sistema regulador
NasST en la modulacién de la transcripcion del gen nosZ también se ha descrito
(Sanchez et al, 2013; Sanchez et al, 2014). Ademas, estudios recientes han
demostrado la capacidad de NasT para interactuar con el ARN lider 5’ del gen nosR

de B. diazoefficiens (Sanchez et al., 2017).

En este trabajo, hemos analizado, por primera vez, la organizacién
transcripcional de los nosRZDFYLX en B. diazoefficiens. Mediante el uso de RT-PCR,
encontramos que los genes nosRZDFYLX se transcriben como un solo ARNm
policistrénico y, por lo tanto, se organizan como un operon. La disposicion
transcripcional de los genes nos en otros desnitrificantes indica la existencia de una
diversidad de promotores transcripcionalmente activos detectados a lo largo de los
genes nos entre diferentes especies bacterianas (Zumft y Kroneck, 2007). Apoyando

nuestros hallazgos, los genes nos de P. aeruginosa estan dispuestos en un solo
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operéon nosRZDFYL hexacistrénico (Arai et al., 2013). También, solo se identificé un
Unico transcrito nosZ en P. fluorescens (Philippot et al., 2001). Sin embargo, en P.
stutzeri se ha propuesto la existencia de tres unidades monocistrénicas a partir de
nosR, nosZ, y del operén nosDFYLtatE (Cuypers et al.,, 1992; Vollack y Zumft, 2001;
Honisch y Zumft, 2003). De manera similar, la organizacion transcripcional de los
genes nos de E. meliloti y P. denitrificans comprende tres transcritos: nosR, nosZ 'y
nosDF(Y), y nosCR, nosZ y nosDFYLX, respectivamente (Holloway et al., 1996 y van
Spanning, 2011). Con el fin de confirmar los resultados obtenidos por RT-PCR, se
buscaron promotores transcripcionalmente activos dentro del operén nosRZDFYLX
de B. diazoefficiens, analizando la fuerza transcripcional impulsada por las regiones
5’ de ADN de los genes nosR, nosZ'y nosD. Curiosamente, la actividad transcripcional
mas alta se derivo de la regidon 5’ del gen nosR en comparacién con la detectada del
gen nosZ, y no se observo transcripcion de la region de 5 'del gen nosD. La presencia
de un promotor transcripcionalmente activo en laregion 5’ del gen nosZ se demostré
previamente mediante el uso de una fusion transcripcional nosZ-lacZ (Velasco et al.,
2004) y con larealizacién del ensayo de 5°-RACE (Sanchez et al.,, 2017). Sin embargo,
dado que sdlo se detecta la presencia de un motivo de unioén para los reguladores de
tipo FixK en la regiéon promotora de nosR, sugerimos que este promotor desempefia

el papel principal en la regulacién de los genes nosRZDFYLX de B. diazoefficiens.

En este trabajo, hemos identificado dos TSS de nosR, es decir, TSS1 y TSSz,
posicionados a +40,5 y +67,5 pb, respectivamente, desde el eje de simetria del sitio
de union tipo FixK (TTGATCCAGCGCAA). De manera similar, un TSS en +40,5 desde
el eje de simetria de la caja FixK ha sido identificado recientemente por Sanchez y
colaboradores (2017). En contraste con nuestros resultados, el TSS a +67,5 pb no se
identifico en los ultimos estudios. Esta discrepancia podria deberse a las diferentes
condiciones de crecimiento utilizadas por Sanchez y colaboradores, donde las
células se cultivaron en medio HMM (Sameshima-Saito et al., 2006) en condiciones
anodxicas (reemplazo de Oz por Nz en la fase gaseosa). Cajas tipo FixKz estan
presentes dentro de los promotores de los genes napEDABC (TTGATCCAGATCAA),
nirK (TTGTTGCAGCGCAA) y norCBDQD (TTGCGCCCTGACAA)de B. diazoefficiens
(Velasco et al.,, 2001; Mesa et al., 2002; Delgado et al., 2003). Curiosamente, solo la
caja FixKz asociada a los genes napEDABC, asi como la caja de nosR identificada en

este trabajo, coinciden bastante bien con la caja consenso FixKz, TTG(A /C)-Ne-
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(T/G)CAA (Mesa et al., 2008; Mesa et al., 2009; Bonnet et al., 2013). La eliminacion
de esta caja FixKz dio como resultado la desaparicion completa de la nosR-lacZ
expresion, lo que indica su papel esencial en la transcripciéon del operén

nosRZDFYLX.

Células de B. diazoefficiens cultivadas en condiciones éxicas mostraron una
expresion basal de la fusion nosR-lacZ. En este sentido, observaciones previas
mostraron que el gen nosZ de P. stutzeri también se puede expresar a altas
concentraciones de 02 (Miyahara et al, 2010). Apoyando estos hallazgos,
recientemente se demostro la capacidad de P. stutzeriy P. denitrificans para reducir

el N20 en condiciones 6xicas (Desloover et al., 2014; Qu et al.,, 2015).

De manera similar a lo descrito para los genes napEDABC (Bueno etal., 2017),
encontramos que la microoxia es suficiente para inducir la expresion de la fusién
nosR-lacZ,los niveles de NosZ y la actividad N20R. A diferencia de lo observado para
la expresion de nosR y la actividad de NosZ, resultados previos demostraban que la
expresion microoxica de los genes norCBQD de B. diazoefficiens requerian la
presencia de NO3-, NO2- o NO (Bueno et al,, 2017). La ligera induccién de la fusién
nosR-lacZ en células de la cepa salvaje cultivadas en presencia de NO3- no se observé
en las células de una mutante napA que no reduce el NOs3-. Sin embargo, los
resultados de la Figura 5.2.3A sugieren que cualquiera de los NOx deriva de NOs-
reduccion (NO2,NO o N20) no son inductores de la expresion de nosR-lacZ. Ademas,
no se requiere NO para la induccién de nosR-lacZ, ya que los niveles de expresién de
nosR presentes en células parentales se observaron en una cepa mutante nirK, que
no reduce el NO2- a NO. Del mismo modo que encontramos en este trabajo, estudios
previos sugirieron que N20 es un inductor débil de los genes nosZ en varias bacterias
(Kronecketal,, 1989; Richardson et al., 1991 y Sabaty et al., 1999). En conjunto, estas
observaciones sugieren un efecto muy leve de los NOx en la expresion de los genes
nos. Por lo tanto, podria ser posible que un cambio en el estado redox celular
derivado de la reduccion de NO3- por Nap esté involucrado en la induccion de nosR-
lacZ. De hecho, propios resultados previos demostraron la participacion de la
proteina reguladora sensible a redox RegR de B. diazoefficiens, en la expresion de los

genes nos (Torres et al., 2014). Alternativamente, el sistema NasST podria estar
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involucrado en la respuesta de la expresion de los genes nos mediada por NOs-

(Sanchez et al., 2014).

La induccién microoxica de los genes nosRZDFYLX, asi como la expresion de
NosZ en B. diazoefficiens depende de FixKz, pero no de NnrR. La dependencia de la
transcripcion de nosRZDFYLX por FixK: se demostr6 por experimentos de
transcripcion IVT llevadas a cabo con la proteina purificada en condiciones 6xicas,
en colaboracién con la RNAP de B. diazoefficiens. Del mismo modo, la induccién
microoxica de los genes napEDABCB de B. diazoefficiens depende de FixKz, pero no
de NnrR, probablemente debido a su expresién independiente de NOx (Bueno et al,,
2017). De hecho, FixKz también activa la transcripcion de los napEDABC genes
(Bueno etal,, 2017).

En contraste con nuestros resultados, el NO se ha propuesto como la sefial
que regula al alza los promotores nosR, nosZ'y nosD en P. aeruginosa, P. stutzeriy P.
denitrificans (revisado por Zumft y Kroneck, 2007). En R. sphaeroides 1L106 la
expresion de nosZ depende de uno de los productos de reduccién de NOs;, lo que
sugiere también al NO como la molécula sefal (Sabaty et al, 1999). Ademas, el
analisis global de la expresion génica llevado a cabo en E. meliloti mostré una
induccién de los genes nos en respuesta a NO (Meilhoc et al,, 2010). La induccién
dependiente de NO de los genes nos de P. aeruginosa, P. stutzeri o P. denitrificans se
procesa a través de las proteinas reguladoras DNR / DnrD / NNR, respectivamente
(van Spanning et al., 1999; Vollack y Zumft, 2001 y Arai et al., 2013). Mientras que
DNR de P. aeruginosa estd bajo el control de ANR, proteina que detecta la baja
tension de Oz (Trunk et al., 2010), la transcripcion de dnrD de P. stutzeri se activa en
células cultivadas bajo condiciones de limitacion de O, siendo particularmente
fuerte en condiciones desnitrificantes, pero no bajo el control del FnrA, detector de
bajo Oz (Vollack et al., 1999). Un caso particular encontramos en P. denitrificans,
donde la reducciéon de N20 se somete a una regulacion robusta por FnrP y NNR en
respuesta a bajo nivel de oxigeno (a través de FnrP) o NO (a través de NNR)

(Bergaust et al,, 2012).

La reduccion de la induccion de la expresion de nosR observada en células
mutantes en el gen nnrR cultivadas con NO3- también se ha descrito anteriormente

para la expresion de los genes napEDABC (Bueno et al., 2017), podria ser una
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consecuencia de una mayor capacidad para acumular NO por la cepa mutante nnrR
en comparacion con la cepa salvaje (Bueno et al., 2017). En apoyo de esta hipétesis,
cuando el NO se eliminé por la adicién de cPTIO, un secuestrador de NO, en cultivos
de células mutantes nnrR con NOs-, la expresiéon de nosR-lacZ, asi como la actividad
N20R se restauro a niveles de cepa salvaje. Podria ser posible que el centro catalitico
de NosZ, Cuz, el cual permanece en un estado redox-inerte, estado paramagnético
Cuz* (Wunsch y Zumft, 2005), se inactive en presencia de NO acumulado en la
mutante nnrR (Dell'Acqua et al, 2011). Sin embargo, el mecanismo preciso

involucrado en la inactivacién de NosZ por NO es ain desconocido.

Este trabajo realizado con el rizobio modelo para el estudio de la
desnitrificacion, B. diazoefficiens, amplia la comprensidn de los factores ambientales
y reguladores involucrados en la reduccién de N20, el paso clave que mitiga las
emisiones de N20. Esperamos que nuestros resultados ayuden a establecer planes
de accion para el desarrollo de estrategias practicas para la mitigacién de las

emisiones de N20 de los cultivos de leguminosas.

Estudio del mecanismo molecular de la proteina reguladora NnrR de
Bradyrhizobium diazoefficiens: Influecia del hemo en la deteccion de NO
Debido a que la estructura de la proteina NnrR no ha sido aun resuelta, se
decidio realizar varias predicciones bioinformaticas para conocer su posible
estructura secundaria, terciaria y cuaternaria. La estructura secundaria, basada en
la secuencia aminoacidica, confirma que la proteina consta de los cuatro dominios
tipicos que aparecen en todas las proteinas tipo CRP/FNR (Korner et al., 2013).
Ademas, se pudo obtener un buen modelo de estructura terciaria y cuaternaria
basandose en la estructura resuelta de la proteina DNR de P. aeruginosa, cristalizada
por Giardina y colaboradores en 2008. El modelo muestra a NnrR como un
homodimero, cuyos mondmeros interaccionan entre si por una gran hélice a de
dimerizacion. Al igual que en la proteina FixKz,ambos mondmeros presentan un giro
pronunciado de sus estructuras, entre la hélice de dimerizacion y el dominio de
interaccion con la ARN polimerasa (Figura 5.3.2A), pero con la diferencia de que este
giro, en la proteina NnrR, provoca un entrelazado entre ambos mondémeros del
mismo modo que en la proteina DNR (Giardina et al., 2008). Este entrelazado entre

los dos monomeros no aparece en la estructura de FixKz, resuelta por Bonnet y
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colaboradores en 2013 (Figura 2.7). Por otro lado, en la proteina DNR se observa la
presencia de un bolsillo hidrofébico en el extremo N-terminal, en cuya formacién
intervienen dos residuos de histidina (His13 e His14; Giardina et al., 2008). Por
analogia en la prediccién de la estructura de NnrR, también se puede distinguir una
zona hidrofébica (Figura 5.3.2.B) en la parte amino terminal, en la cual intervienen

los residuos de histidina 11 y 56.

Datos publicados anteriormente en Bueno et al.,, 2017, muestran que tanto el
nitrato, nitrito o el NO, son necesarios para la maxima induccién de los genes
norCBQD, sin embargo, en cepas mutantes en el gen napA (Nitrato reductasa
periplasmica) o nirK (Nitrito reductasa) crecidas en presencia de NO3 o NOz,
respectivamente, no se induce la expresion de norC. Esos resultados avalan los datos
obtenidos en esta tesis que sefialan al NO como la molécula que ejerce esa induccién
directamente, ya que cuando se retira del medio, esa inducciéon de expresion se
reduce. La induccidén por nitrato y nitrito se explicaria por la formacién de NO que

tiene lugar a partir de ambos NOx durante el proceso de desnitrificacion.

En las cepas mutantes fixKz y nnrR, la induccién de los genes nor no tiene
lugar en ninguna de ellas, ni en ausencia ni presencia de NO, por lo que para
discernir cudl de las dos proteinas reguladoras, FixK2 o NnrR, regula la activacién de
los genes norCBQD, se complementaron ambas cepas mutantes con el gen nnrR in
trans. La expresion de los genes nor se restaurd en ambas cepas complementadas,
incluso hasta niveles mas altos que la parental, lo que puede ser explicado debido a
que el nimero de copias del gen nnrR en las cepas complementadas es mas alto que
en la parental, ya que se inserta en un plasmido de alto niumero de copias. Estos
datos indican que NnrR esta implicada en la activacion de los genes norCBQD de
manera independiente a FixKz, lo cual estd de acuerdo con resultados obtenidos
anteriormente en Bueno et al., 2017, donde se demuestra la interaccion entre NnrR
y el promotor de los genes norCBQD. Ademas, la disminucion de expresion de los
genes nor en la mutante fixKz es logica, ya que NnrR se encuentra jerarquicamente
por debajo en la cascada regulatoria, y su expresion esta directamente controlada
por FixKz (apartado 5.1.5), por lo que en una mutante fixK> no esta presente la

proteina NnrR.
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Para el estudio del mecanismo molecular de la proteina NnrR se realizaron
ensayos tanto in vivo como in vitro. Entre los reguladores CRP/FNR conocidos que
detectan cambios redox, los Unicos cofactores que se han identificados son, por un
lado, grupos Fe-S, como es el caso de la proteina FNR y ANR, las cuales detectan
oxigeno en E. coliy P. aeruginosa (Korner et al., 2003), y por otro lado el grupo hemo,
presente en CooA, proteina que detecta CO (Lanzilotta et al., 2000), en DNR de P.
aeruginosa (Giardina et al., 2008) y en DnrF de D. shibae (Ebert et al., 2017). En la
proteina NnrR la presencia de un grupo Fe-S como cofactor esta excluida ya que no
posee ningun residuo de cisteina en la secuencia aminoacidica completa, necesario
para la formacién de un enlace con un grupo Fe-S. Por ello se propone la hipotesis

de que NnrR pueda consistir en una proteina que contiene hemo como cofactor.

En primer lugar, para determinar si la molécula de hemo es un posible
cofactor de NnrR, se analiz6, en experimentos in vivo, la expresién de una fusién
norC-lacZ introducida en una cepa mutante hemNz, gen necesario en B. diazoefficiens
para la sintesis de hemo, ya que codifica la proteina HemN: que cataliza la
conversion de protoporfirinégeno III a protoporfiringeno IX (hemo), bajo
condiciones de anoxia. En esta cepa mutante no se produce la induccién de los genes
norCBQD en respuesta a NO. Ya que, como anteriormente se ha demostrado, NnrR
controla estos genes independientemente del regulador FixKz, la bajada de
induccién observada en la mutante hemN: indicaria una disfuncionalidad de la
proteina NnrR. Sin embargo, al afiadir hemo al medio, de forma exdgena, se vuelve
a recuperar la actividad de NnrR, ya que se vuelve a observar la induccion del
promotor de norC en respuesta a NO, demostrandose asi que NnrR requiere de hemo
para poder detectar la presencia de NO y activar la transcripcidon de sus genes
dianas. Esta deficiencia de actividad de la proteina NnrR cuando carece de hemo
apoya la observacion realizada por Fischer y colaboradores (2001) de que la
mutacion del gen hemN: afecta a la eficiencia simbiodtica y a la capacidad de crecer

de B. diazoefficiens en condiciones desnitrificantes.

Cuando se analiza las actividades NR y NiR de esa cepa mutante, podemos
verificar que es incapaz de sintetizar hemo, ya que carece de actividad NR, pero no
de NiR. Este comportamiento se explica ya que, tanto la subunidad NapC como la

NapB, de la nitrato reductasa respiratoria de B. diazoefficiens, requieren de grupos
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hemo para su actividad, mientras que la enzima Nir respiratoria es de tipo NirK, y
por tanto contiene como cofactor cobre, por lo que no requiere de hemo para su
actividad, y por ello la actividad de Nir no se ve afectada en esta mutante. De hecho,
el andlisis de los citocromos ¢ de membranas, aisladas de la mutante hemN: cultivada
en condiciones desnitrificantes, reveld la ausencia en las mismas de un citocromo de

25 kDa correspondiente a NapC (Fischer et al.,, 2001; Delgado et al., 2003).

Por otro lado, los ensayos in vitro de unién de hemo a NnrR mostraron una
estequiometria de unién de 1:1 (monoméro NnrR:hemo), de la misma manera que
se observa en la proteina DNR (Giardina et al., 2008), cuando se analiza la titulacién
con hemo de proteina NnrR, ya que se observa una grafica que alcanza un platé a
una concentracién de hemina igual a la concentracién de proteina titulada. La
reconstitucion con hemo también indica una unién entre NnrR y hemo, ya que las
propiedades espectrales tanto de la forma oxidada (férrica) del hemo como la
reducida (ferrosa) se ajustan a una unién entre hemo y proteina, cambiando el pico
de 411 nm a 427, respectivamente. Ademas, la forma NnrR-hemo ferrosa es capaz
de unir NO, de igual manera a lo observado tanto en DNR como en DnrF. (Giardina

etal., 2008; Ebert et al,, 2017).

Determinantes moleculares implicados en la interaccion diferencial de las
proteinas FixKz y NnrR con ADN

Con el objeto de investigar los determinantes moleculares implicados en la
interaccidn diferencial de las proteinas FixKz y NnrR con ADN se realizé un estudio
comparativo de alineamiento de las cajas tipo FixK2 presentes en 23 promotores, de
los cuales 18 estaban activados directamente por FixKz, ente ellos se encuentra la
caja FixKz de los genes fixNOQP que se considera prototipo de la proteina FixKz
(Mesa et al.,, 2005), y 5 promotores no eran directamente activados, resultados
conocidos por ensayos previos de IVT, entre esos 5 se encuentra el de los genes
norCBQD (Caja NnrR) ya que hasta el momento es la tnica diana directa conocida de
la proteina NnrR (Bueno et al., 2017), a partir de experimentos de CIT. El analisis
indic6 que la principal diferencia entre ellos se encontraba en el nucleétido de la
posicion 11 de la caja. Ademas, estudios llevados a cabo in silico con las proteinas
FixKf, homologo de FixKz y NnrR de R. etli muestran una interaccion diferencial de

ambas proteinas con las cajas. De tal manera que FixKf interacciona con el

226



Discusion

nucleotido 12 de la caja a través de un residuo de glutamato con un enlace de
hidrégeno. Sin embardo, dicho enlace desaparece por la presencia de un residuo de
histidina que posee NnrR en el dominio de unién a ADN, lo cual provoca que se
genere una interaccion hidrofébica con el nucleétido de la posicién 11 de la caja.
(Zamorano-Sanchez y Girard, 2015). Tanto FixKz como NnrR de B. diazoefficiens
poseen el mismo motivo de unién a ADN, EXXSR y HTVSR, presente en FixKfy NnrR,

de R. etli, respectivamente.

A parte del estudio de la posiciéon 11, también se analiza el efecto de la
posicién 4 6 10 de la caja FixKz y la posicion 4 de la caja NnrR, con el objetivo de
analizar la influencia de la palindromia de la caja, ya que este tipo de cajas son
reconocidas por proteinas homodiméricas, por lo que ambos mondmeros reconocen

un extremo de la caja, por ello su estructura palindrémica.

Es estudio del efecto de las mutaciones mencionadas se realizé tanto a nivel
in vitro, por RPS y IVT, como in vivo, a través del anadlisis de la expresién de una

fusion fixN o norC con el gen reportero lacZ, mediante actividad (-galatosidasa.

Los resultados de PRS muestran que la proteina FixKz interacciona de forma
especifica con la caja parental FixKz presente en el promotor de fixNOQP, de manera
que se pueden calcular constantes de asociacion, disociacion y de afinidad de
acuerdo a un modelo cinético de interaccion de proteina dimérica por molécula de
ADN. Mientras, que para el caso de la caja NnrR, la proteina FixK2 es incapaz de
interaccionar ni incluso a altas concentraciones, lo que no permite calcular
constantes ni por modelo cinético, ni por afinidad. Ambos resultados son esperables,
ya que la caja FixKz de fixNOQP se sabe que su transcripcion es activada in vitro por
FixK2 (Mesa et al.,, 2005), mientras que a partir de la caja NnrR de los genes norCBQD,
FixK2 no genera transcrito especifico (Bueno et al., 2017). Los resultados obtenidos
de la mutacién de ambas cajas en posiciéon 11, ya revelan una implicacién de ese
nucleotido en la interaccion, ya que en el caso de la caja FixKz disminuye la KD un
rango de magnitud, y para el caso de la caja NnrR se observa interaccién por parte
de FixKz, y se pueden calcular constantes, a diferencia de lo que ocurre con la caja
parental NnrR, donde no hay union. Para el estudio de la palindromia se muta la
posiciéon 10 ademas de la 11 en la caja FixKz y la posicién 4 junto ala 11 en la caja
NnrR. En ambos casos no se observan cambios considerables con respecto a la
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mutacién so6lo en la posicién 11, por lo que no se considera la palindromia un

requisito indispensable en la unién de FixKa.

Los datos obtenidos en los ensayos de IVT para la mutacion de la posicion 11
de ambas cajas provoca un empeoramiento de la transcripcién por FixK2 de la caja
FixKz, lo que confirma los resultados mostrados por RPS, sin embargo, en el caso de
la caja NnrR, se comienza a observar transcripcién cuando se muta, ademas del
nucleétido 11, el 4. Las mutaciones en posiciéon 4 + 11 y 10 +11 en la caja FixK2 da

lugar a un transcrito mucho menos visible que para el caso de la mutacién 11 sola.

Los estudios in vivo corroboran los resultados obtenidos in vitro, ya que la
expresion de una fusion fixN-lacZ con la mutacion en posiciéon 11 fue 4 veces menor
que la de la fusion parental, cuando se cultivan las células a 0,5% de O2 mantenido,
las mutaciones 4 y 10 ademas de la 11 dio lugar a expresiones basales, de igual
manera que ocurrio con esos derivados en IVT. Las condiciones de cultivo (0,5% 02)
son las necesarias para la maxima induccién de los genes fixNOQP (Bueno et al.,
2017). Sin embargo, las condiciones de cultivo para la maxima induccién de los
genes norCBQD son 2% 02 con nitrato (Bueno et al,, 2017), en esas condiciones la
cepa con la caja NnrR mutada en posiciéon 4 + 11 presenté6 menos actividad f3-
galactosidasa que la parental, lo que corrobora de nuevo los resultados in vitro.
Cuando se analiza la misma cepa en condiciones de 0,5% de Oz se puede observar
un aumento de expresion norC-lacZ de casi el doble con respecto a la parental. Estos
resultados sugieren que FixKz estd activando los genes norCBQD cuando se
encuentra la caja NnrR mutada en la posicion 4 + 11 y las condiciones son de 0,5%
de Oz. Sin embargo, en condiciones de 2% de O2 con nitrato es NnrR la que funciona
y esta interaccionando de peor manera con la caja mutada, de ahi la disminucion de

expresion de los genes norCBQD.

Con estos resultados se puede concluir que la posicion 11 de la caja tipo FixKz
esta implicada en la discriminacion de las proteinas FixKz y NnrR para interaccionar
con su ADN diana. Pero no debe ser el uUnico determinante molecular de la
discriminacidon de secuencias, ya que no se pierde completamente la interaccién
cuando esta mutada la caja FixKz, ni tampoco se recupera totalmente la interaccion

con la caja NrnR. Hay que seguir profundizando en el estudio de otros determinantes
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moleculares y posiciones de la caja que puedan estar también implicadas en la

especificidad de la unién entre proteinas reguladoras y promotores.
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6. CONCLUSIONES

1. Elreguldn dela proteina NnrR de Bradyrhizobium diazoefficiens determinado
en condiciones desnitrificantes esta constituido por 175 genes, entre los que
se encuentran genes estructurales (nirK, norCBQD, nosRZDFYLX), genes
accesorios (cycA, cy2y hemN1+2) y genes reguladores (rpoN1).

2. Los factores transcripcionales NnrR y FixKz son necesarios para la inducciéon
de cycA en respuesta a anoxia y nitrato.

3. El citocromo soluble CycA estd implicado en la actividad de la 6xido nitroso
reductasa, por lo que podria actuar como intermediario en la transferencia
de electrones a esta enzima.

4. Los genes nosRZDFYLX constituyen una unidad transcripcional policistrénica
con dos inicios de la transcripcion.

5. La proteina FixK2 es el regulador clave que regula la expresion del operén
nosRZDFYLX en respuesta a microoxia.

6. Los genes cycA, nnrR, nnrS y nosRZDFYLX son dianas directas de FixKo.

NnrR activa la expresion de los genes norCBQD en respuesta a 6xido nitrico
(NO) de forma independiente a FixKa.

8. Se propone al grupo hemo como cofactor de NnrR, siendo el complejo NnrR-
hemo ferroso el responsable de la unién a NO in vitro.

9. El nucledtido 11 de las cajas FixKz y NnrR es el determinante principal
implicado en la interaccion diferencial de estas proteinas con sus respectivas
dianas.

1. The Bradyrhizobium diazoefficiens NnrR regulon in anoxic denitrifying
conditions comprises 175 genes, including nirK, norCBQD, nosRZDFYLX,
accessory genes for denitrification (cycA, cyzy hemN1+2), and genes encoding
regulatory factors (rpoN1).

2. NnrR and FixKz are both required for the induction of cycA in response to
anoxia and nitrate.

3. The soluble cytochrome CycA is involved in nitrous oxide reductase activity,
probably acting as electron transfer intermediary for this enzyme.

4. The nosRZDFYLX gene cluster constitutes a single polycistronic
transcriptional unit transcribed from two transcriptional start sites.

5. FixKz is the main regulator that controls the expression of the nosRZDFYLX
genes in response to microoxia.

6. cycA, nnrR, nnrS, and nosRZDFYLX genes are direct targets for FixKo.

7. NnrR activates norCBQD genes expression is response to nitric oxide (NO) in
a FixKz-independent manner.
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8. Heme is likely the cofactor for NnrR, being the NnrR-ferrous heme complex
the responsible for NO binding in vitro.

9. The nucleotide position eleven within the FixKz and NnrR boxes constitutes
the main determinant in the differential control of FixK: and NnrR
transcription factors of their target genes.
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Supplementary Table S1. List of the 175 genes induced under anoxic denitrifying conditions in the WT and at the same time, their expression is

downregulated in the nnrR mutant in comparison to the WT, both cultivated in anoxic denitrifying conditions.

FC (DnnrR anoxia

FC (WT anoxia

Query? vs. WT anoxia)® vs. oxia)¢ Locus_tagd Gene name® Productf
bl10225 -2,7 3,1 Bdiaspc4_00775 phbB acetoacetyl-CoA reductase
blr0314 -4,8 23,1 Bdiaspc4_01230 nosRk regulatory protein NosR
blr0315 -6,4 25,7 Bdiaspc4_01235 nosZ TAT-dependent nitrous-oxide reductase
blr0316 -6,4 15,4 Bdiaspc4_01240 nosD nitrous oxide reductase family maturation protein NosD
blr0317 -7,5 13,7 Bdiaspc4_01245 nosF ABC transporter ATP-binding protein
blr0318 -9,3 23,1 Bdiaspc4_01250 nosY ABC transporter permease
blr0319 -6,2 10,2 Bdiaspc4_01255 nosL copper resistance protein CopZ
blr0320 -6,0 13,1 Bdiaspc4_01260 nosX FAD:protein FMN transferase
blr0328 -4,2 2,7 Bdiaspc4_01305 hypothetical protein
blr0329 -5,7 2,3 Bdiaspc4_01310 response regulator
bl10389 -5,5 2,4 Bdiaspc4_01620 PilZ domain-containing protein
bsr0398 -39 4,8 Bdiaspc4_01665 hypothetical protein
bl10888 -2,1 2,7 Bdiaspc4_04280 acyl CoA:acetate/3-ketoacid CoA transferase
branched-chain amino acid ABC transporter substrate-binding
bl10913 -4.1 2,5 Bdiaspc4_04400 protein
blr0964 -4,3 2,0 Bdiaspc4_04660 NAD(P)/FAD-dependent oxidoreductase
branched-chain amino acid ABC transporter substrate-binding
bl10979 -7,3 4.6 Bdiaspc4_04745 protein
bl10980 -6,5 4,1 Bdiaspc4_04750 long-chain-fatty-acid--CoA ligase



blr0984 -5,6 2,4 Bdiaspc4_04770 AraC family transcriptional regulator

bll1047 -12,8 2,5 Bdiaspc4_05090 MarR family transcriptional regulator

blr1309 -2,4 3,5 Bdiaspc4_06495 propionyl-CoA synthetase

blr1311 -7,6 52,2 Bdiaspc4_06505 OmpW family protein

bsl1442 -2,8 2,3 Bdiaspc4_07255 Flp family type IVb pilin

blr1564 -3,2 2,4 Bdiaspc4_07905 hypothetical protein

bll1636 -4,2 2,3 Bdiaspc4_08255 hypothetical protein

bll1718 -2,8 2,1 Bdiaspc4_08720 C4-dicarboxylate transporter 1

blr1743 -13,8 23,7 Bdiaspc4_08825 nifD nitrogenase molybdenum-iron protein alpha chain
blr1744 -11,9 22,4 Bdiaspc4_08830 nifK nitrogenase molybdenum-iron protein subunit beta
blr1745 -15,1 9,3 Bdiaspc4_08835 nifE nitrogenase iron-molybdenum cofactor biosynthesis protein NifE
blr1747 -4,8 3,9 Bdiaspc4_08845 nifX nitrogen fixation protein NifX

blr1748 -4,9 6,0 Bdiaspc4_08850 NifX-associated nitrogen fixation protein

bsr1749 -5,7 4,7 Bdiaspc4_08855 hypothetical protein

bsr1750 -6,1 7,7 Bdiaspc4_08860 fdxB ferredoxin III, nif-specific

blr1755 9,1 18,9 Bdiaspc4_08885 iron-sulfur cluster assembly accessory protein
blr1756 -11,8 7,7 Bdiaspc4_08890 nifs cysteine desulfurase NifS

bsr1757 -5,2 9,0 Bdiaspc4_08895 nifT putative nitrogen fixation protein NifT

blr1759 -7,8 4,2 Bdiaspc4_08905 nifB nitrogenase cofactor biosynthesis protein NifB
bsr1760 -8,9 5,6 Bdiaspc4_08910 ferredoxin-like protein in nif region

blr1761 -4,2 2,6 Bdiaspc4_08915 nitrogen fixation protein NifZ

bll1766 -7,1 19,6 Bdiaspc4_08945 OmpW family protein

blr1770 -3,7 5,0 Bdiaspc4_08965 nitrogen fixation protein NifQ

blr1771 -3,2 6,6 Bdiaspc4_08975 nifW nitrogenase stabilizing/protective protein NifW
blr1773 -3,1 2,3 Bdiaspc4_08985 protein FixB

blr1774 -4,1 2,4 Bdiaspc4_08990 protein FixC



bll1872
bll1875
blr1880
blr1883
bll1906
blr1912
bll1944
bll1981
blr2006
bl12007
blr2106
blr2133
blr2134
blr2135
blr2136
blr2146
blr2169
bsl2328
bll2329
bll12330
bll12388
blr2485
blr2486
bsl2560
blr2589
bll2664

-4,0
-8,8
-2,9
-2,6
-22,2
-5,6
-3,7
-2,6
-2,3
-8,3
-45,0
-16,4
-9,4
-7,6
-7,7
-4,0
-3,1
-3,5
-3,7
-4,2
-11,3
-3,5
-4,9
-4,4
-8,3
-2,3

4,3
4,1
2,1
9,5
46,9
4,5
8,5
4,7
2,1
56,9
40,5
15,1
8,3
53
4,2
11,2
2,0
6,6
7,2
21,6
15,2
2,7
2,2
2,3
3,2
3,9

Bdiaspc4_09500
Bdiaspc4_09515
Bdiaspc4_09540
Bdiaspc4_09550
Bdiaspc4_09680
Bdiaspc4_09710
Bdiaspc4_09875
Bdiaspc4_10055
Bdiaspc4_10180
Bdiaspc4_10185
Bdiaspc4_10735
Bdiaspc4_10880
Bdiaspc4_10885
Bdiaspc4_10890
Bdiaspc4_10895
Bdiaspc4_10950
Bdiaspc4_11095
Bdiaspc4_11920
Bdiaspc4_11925
Bdiaspc4_11930
Bdiaspc4_12230
Bdiaspc4_12760
Bdiaspc4_12765
Bdiaspc4_13165
Bdiaspc4_13340
Bdiaspc4_13755

rpoN:

id676
hemN:

petA

omptin family outer membrane protease

SET domain-containing protein-lysine N-methyltransferase
LuxR family transcriptional regulator

RNA polymerase sigma-54 factor

GNAT family N-acetyltransferase

hypothetical protein

porin family protein

Nif11 family protein

hypothetical protein

oxygen-independent coproporphyrinogen III oxidase
L-ectoine synthase

phytanoyl-CoA dioxygenase family protein

cupin domain-containing protein

hypothetical protein

PLP-dependent aminotransferase family protein
short-chain type dehydrogenase/reductase
transketolase family protein

DUF2783 domain-containing protein
FAD-dependent oxidoreductase

VOC family protein

cytochrome c family protein

ubiquinol-cytochrome c reductase iron-sulfur subunit
cytochrome b/c1

hypothetical protein

EAL domain-containing protein

DUF1254 domain-containing protein



blr2668
blr2763
blr2764
blr2809
bsr2847
bll12905

blr2932
blr2933
bsr3073
bsl3211
blr3212
bsr3213
blr3214
blr3215
blr3216
blr3217
blr3218
blr3221
blr3222
blr3223
blr3224
blr3225
blr3226
blr3227

blr3350
blr3500

-10,6
-2,1
-2,9
-2,3
-3,7
-2,7
-7,6
-6,2
-3,8

-35,6

-105,4
-14,6
-70,4

-159,2

-69,9

-16,8
-3,0
-4,4
-7,7

-10,0

-10,8

-19,7
-4,4
-7,8

-4,5
-6,1

10,4
58,7
55,5
2,8
23,2
2,8
7,3
2,8
4,2
36,5
53,8
7,5
81,2
71,2
56,3
17,6
15,8
67,0
56,8
41,7
75,9
51,3
7,1
8,5

2,4
2,5

Bdiaspc4_13780
Bdiaspc4_14290
Bdiaspc4_14295
Bdiaspc4_14525
Bdiaspc4_14720
Bdiaspc4_15020
Bdiaspc4_15155
Bdiaspc4_15160
Bdiaspc4_15875
Bdiaspc4_16610
Bdiaspc4_16615
Bdiaspc4_16620
Bdiaspc4_16625
Bdiaspc4_16630
Bdiaspc4_16635
Bdiaspc4_16640
Bdiaspc4_16645
Bdiaspc4_16655
Bdiaspc4_16660
Bdiaspc4_16665
Bdiaspc4_16670
Bdiaspc4_16675
Bdiaspc4_16680
Bdiaspc4_16685

Bdiaspc4_17315
Bdiaspc4_18085

ccoN/fixN
cco0/fix0

norE

norC
norB
norQ

norD

phenol degradation protein meta
cytochrome-c oxidase, chbs-type subunit I
cytochrome-c oxidase, chbs-type subunit II
nitrate reductase

hypothetical protein

cytochrome P450

methyl-accepting chemotaxis protein

PAS domain S-box protein

hypothetical protein

hypothetical protein

cytochrome c oxidase subunit 3 family protein
hypothetical protein

cytochrome ¢

nitric oxide reductase subunit B
CbbQ/NirQ/NorQ/GpvN family protein
VWA domain-containing protein

HAD family hydrolase

sugar ABC transporter substrate-binding protein
sugar ABC transporter permease
carbohydrate ABC transporter permease
ABC transporter ATP-binding protein

SDR family oxidoreductase

ribulokinase

carbohydrate kinase
xanthine dehydrogenase family protein molybdopterin-binding
subunit

type Il and III secretion system protein family protein



6S¢

blr3501
blr3502
bll3611
blr3679
blr3680
bl13835
blr4116
blr4117
blr4191
blr4352
bll4354
bsl4407
bsl4623
blr4629
blr4770
blr4934
bl15026
bl15085
bsr5172
blr5174
blr5406
bll5471
bll5555
bll5770
blr5774
blr5775

-6,9
-8,8
-4,3
-5,8
-2,0
-6,0
-3,6
-5,5
-6,7
-7,5
-2,1
-29
-3,4
-2,1
-2,8
-4,5
-7,0
-8,8
-3,0
-4,2
-2,0
-2,3
-2,4
-2,4
-2,7
-4,1

2,8
3,3
2,3
2,6
2,4
31,6
15,8
11,0
6,0
3,2
2,4
3,0
4,9
4,4
2,3
2,2
2,3
2,5
2,2
2,1
2,0
2,1
4,8
51
11,7
10,8

Bdiaspc4_18090
Bdiaspc4_18095
Bdiaspc4_18640
Bdiaspc4_18985
Bdiaspc4_18990
Bdiaspc4_19825
Bdiaspc4_21305
Bdiaspc4_21310
Bdiaspc4_21720
Bdiaspc4_22595
Bdiaspc4_22610
Bdiaspc4_22935
Bdiaspc4_24190
Bdiaspc4_24230
Bdiaspc4_25015
Bdiaspc4_25905
Bdiaspc4_26405
Bdiaspc4_26730
Bdiaspc4_27195
Bdiaspc4_27205
Bdiaspc4_28495
Bdiaspc4_28845
Bdiaspc4_29330
Bdiaspc4_30475
Bdiaspc4_30495
Bdiaspc4_30500

hppa

trxC

hypothetical protein

tetratricopeptide repeat protein

caspase family protein

toluene hydroxylase

monooxygenase

PepSY domain-containing protein

CBS domain-containing protein

3'-5' exonuclease

histidine kinase

porin family protein

porin family protein

hypothetical protein

hypothetical protein

hypothetical protein

lytic transglycosylase domain-containing protein
hypothetical protein

K+-insensitive pyrophosphate-energized proton pump
hypothetical protein

hypothetical protein

porin family protein

FAD-dependent monooxygenase

hypothetical protein

phasin

carboxymuconolactone decarboxylase family protein
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Bdiaspc4_32625
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DNA-binding response regulator
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group III truncated hemoglobin

carbon-nitrogen hydrolase family protein
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NAD-dependent malic enzyme
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cupin domain-containing protein
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2-oxoacid:ferredoxin oxidoreductase subunit beta
HypC/HybG/HupF family hydrogenase formation chaperone
molybdate ABC transporter substrate-binding protein
cytochrome C

Crp/Fnr family transcriptional regulator

DUF1858 domain-containing protein
oxygen-independent coproporphyrinogen III oxidase
copper chaperone PCu(A)C

nitrite reductase, copper-containing
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2,5
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2,9
4,5

4,3
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Bdiaspc4_41345
Bdiaspc4_41350

Bdiaspc4_41415
Bdiaspc4_41945
Bdiaspc4_42105
Bdiaspc4_42205

cycA

formylglycine-generating enzyme family protein
DUF1269 domain-containing protein
cytochrome c family protein

U32 family peptidase

U32 family peptidase

sterol-binding protein

UbiD family decarboxylase

NUDIX domain-containing protein

DUF1236 domain-containing protein
ferritin-like domain-containing protein
hypothetical protein

PilZ domain-containing protein

hypothetical protein

hypothetical protein

acyl-CoA dehydrogenase

acyl-CoA synthetase

enoyl-CoA hydratase/isomerase family protein
SDR family NAD(P)-dependent oxidoreductase
acetyl-CoA C-acyltransferase

acyl-CoA synthetase

flagellar biosynthesis protein FIgA

ABC transporter substrate-binding protein

branched-chain amino acid ABC transporter substrate-binding

protein

ABC transporter ATP-binding protein
Hsp20/alpha crystallin family protein
dehydrogenase
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bll7982 -4,3 31,2 Bdiaspc4_42210 class I SAM-dependent methyltransferase
trnfM-
CAU -2,6 11,1 - tRNA-fMet(CAT)

a Best blast hit in the B. diazoefficiens USDA 110 genome (Kaneko et al., 2002; GenBank acc. # NC_004463.1; RefSeq annotation as from January 2016).
b Fold change (FC) values of gene expression in the nnrR mutant in comparison to the WT, both cultured in anoxic dentrifying conditions.

¢ FC values of gene expression in wild-type cells cultured anoxic denitrifying conditions in comparison to those in cells cultured oxically.

d Nomenclature of B. diazoefficiens 110spc4 genes according to the NCBI annotation (GenBank acc. # CP032617); Fernandez et al., 2019.

e Gene name according to the NCBI annotation with modifications marked in grey (GenBank acc. # CP032617); Fernandez et al., 2019.

fProtein/gene product according to the NCBI annotation (GenBank acc. # CP032617); Fernandez et al., 2019.
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A Adenina C
aa Aminoacido CBD
ABC ATP-binding cassette CIT
ABS Absorbancia

Cm

ADN/DNA Acido desoxirribonucleico

i CRP
ADNc/cDNA ADN complementario
o cPTIO
ADP Adenosin difosfato
AEBSF 4-(2-aminoethyl)
benzenesulfonyl fluoride
) C-terminal
hydrochloride
. Cu
AOA Arqueas oxidantes de
amonio Cys
Ap Ampicilina DEPC
APS Persulfato aménico DMSO
ARN/RNA Acido ribonucleico DNR
ARNm/mRNA ARN mensajero
) DNRA
ARNP ARN polimerasa
ATP Adenosin trifosfato
DO/0D
b Base nitrogenada
DPM
bp Par de bases
DTT
Biofenol  Fenol: cloroformo: alcohol
E
isoamilico
] o EBP
Biot Biotina
. . EDTA
BOA Bacterias oxidantes de
amonio
. . o Fe-S
BON Bacterias oxidantes de nitrito

263

Citosina
Chitin Binding Domain

Calorimetria isotérmica de

titulacion
Cloranfenicol
Cyclic AMP receptor protein

2-4-carboxyphenyl-
4,4,5,5tetramethylimidazolin

e-1-oxyl-3-oxide
Carboxi terminal
Cobre

Cisteina

Dietil policarbonato
Dimetilsulféoxido

Dissimilative nitrate

respiration regulator

Dissimilatory nitrate

reduction to ammonium
Densidad o6ptica
Desintegraciones por minuto
Ditiotreitol

Glutamato
Enhancer-binding protein

Acido etilendiaminotetra-

acético

Grupo hierro-azufre
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FNR Fumarate-nitrate reductase
regulator

For Forward

FPLC Fast protein liquid
chromatography

FSN Fijacion simbidtica de N2

G Guanina

GAF cGMP-specific
phosphodiesterases,
Adenylyl cyclases and FhlA

GEI Gas de efecto invernadero

Gm Gentamicina

H20d Agua desionizada

[HF Integration host factor

IMPACT  Intein-Mediated Purification
with an Affinity Chitin-
binding Tag

IPTG Isopropil-B-D-1-
tiogalactopirandsido

IVT Transcripcion in vitro

Ka Constante de asociacién

Kd Constante de disociacion

KD Constante de equilibrio

Km Kanamicina

Lb Leghemoglobina

MEFS Major Facilitator Superfamily

Mo-bis-MGD Mo-bis-molibdeptorin

guanina dinucleotido

NAD+/NADH Nicotin adenin

dinucleétido

NADP+/NADPH Nicotin adenin

NCBI

NEB
Nir/NiR
NNEDA

NnrR

Nor
cNor
gCuANor
gNor

Nos

NOX

NR

Nap

Nar

Nas

NssR

nt

dinucledtido fosfato

National center for

biotechnology information
New England Biolabs
Nitrito reductasa
N-(1-Naftill) etilenodiamina

Nitrite/nitric oxide

reductase regulator
Oxido nitrico reductasa
tipo c

tipo qCuA

tipo q

Oxido nitroso reductasa
Oxidos de nitrégeno
Nitrato reductasa

Nitrato reductasa

peripladsmica

Nitrato reductasa de

membrana
Nitrato reductasa asimilativa

Nitrosative stress-sensing

regulator

Nucleétido

N-terminal Amino terminal

N20R
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Oxido nitroso reductasa
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ONPGOrto-nitrofenil-3- Spc Espectinomicina
alactosido
8 sRNAs  Small RNAs
ORF Open reading frame T Timi
imina
P/p Promotor . L )
Tat Twin arginine translocation
pb Pares de bases Tc Tetraciclina
pBS Vector pBluescript
TCS Two-component system
PCR Reaccién en cadena de la o o
TEMED Tetra-metiletilendiamina
polimerasa
TSS Transcription start site
gRT-PCR  PCR cuantitativa a tiempo
real UM/MU  Unidades Millers
r Resistencia UR Unidades de respuesta
RACE Rapid amplification of uTP Uridin trifosfato
cDNA ends uv Ultravioleta
Rev Reverso v/v Volumen/volumen
ROS Especies reactivas de w/v Peso/volumen
oxigeno
X-gal 5-bromo-4-cloro-3-
rpm Revoluciones por minuto indolil-B-D-
RPS Resonancia de galactopirandésido
plasmén de superficie \Y Volumenes de columna
rt Transcrito de referencia A Delta. delecién
RT-PCR PCR con transcripcion . Factor sigma
inversa
X2 Chi cuadrado
S Serina
Unidades
SA Estreptavidina
°C Grado centigrado
SDS Dodecilsulfato sodico
A Amperio
SDS-PAGE Electroforesis en gel de
poliacrilamida-SDS ba balton
g Gramo

Sm Estreptomicina
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g Fuerza gravitatoria
h Hora
1 Litro
m Metro
M Molar
min Minuto
Pa Pascal
S Segundo
\' Voltio

Prefijos
T Tera
M Mega
k Kilo
m Mili
u Micro
n Nano
p Pico

Moléculas
CO; Di6xido de carbono
CuS04 Sulfato cuprico
FeCls Cloruro férrico
FeSO. Sulfato ferroso
H:0; Peréxido de hidrégeno
H2S04 Acido sulfirico
H3BO3 Acido bérico
HCI Acido clorhidrico

HNO3
KCl
KH2PO,
MgCl;
MgS0.4
MnCl,

N;

N0
Na,CO3
Na;MoO4
Na;HPO.
NaCl
NaH;PO.
NaOH
NH,OH
NH;
NH4+
(NH4)2S504
NO

NO:

NO»
NOs

0

RbCl

ZnS0,
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Acido nitrico
Cloruro potasico
Fosfato monopotasico
Cloruro magnésico
Sulfato magnésico
Cloruro de manganeso
Nitrégeno molecular
Oxido nitroso
Carbonato s6dico
Molibdato de sodio
Fosfato disddico
Cloruro sédico
Fosfato monosodico
Hidréxido sédico
Hidroxilamina
Amoniaco

Amonio

Sulfato amoénico
Oxido nitrico
Di6xido de nitrégeno
Nitrito

Nitrato

Oxigeno molecular
Cloruro de rubidio

Sulfato de cinc
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9.3. Abreviaturas de especies

Achromobacter cycloclastes
Agrobacterium tumefaciens
Alcaligenes eutrophus
Alcaligenes faecalis

Bacillus nitroreducens
Bacillus subtilis
Bradyrhizobium diazoefficiens
Bradyrhizobium oligotrophicum
Brucella abortus

Brucella melitensis

Brucella suis

Dinoroseobacter shibae
Ensifer meliloti

Escherichia coli

Geobacillus stearothermophilus
Haemophilus influenza
Marinobacter hydrocarbonoclasticus
Mycobacterium tuberculosis
Paracoccus denitrificans
Paracoccus pantotrophus
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas stutzeri
Ralstonia eutropha

Rhizobium etli

Rhodobacter capsulatus
Rhodobacter spharoides
Rhodovulum sulfidophilum
Roseobacter denitrificans
Staphylococcus carnosus
Streptomyces coelicolor
Sulfurimonas denitrificans
Thermus thermophiles

Vibrio cholerae

Wolinella succinogenes
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