CSIC

CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS

UNIVERSIDAD
DE GRANADA

UNIVERSIDAD DE GRANADA

PROGRAMA DE DOCTORADO DE
BIOLOGIA FUNDAMENTAL Y DE SISTEMAS

TESIS DOCTORAL

Efecto del cobre sobre la emision del dxido nitroso
procedente de la desnitrificacion en la simbiosis
rizobio-leguminosa

Effect of copper on the nitrous oxide emission
from denitrification by the rhizobium-legume
symbiosis

Departamento de Microbiologia del Suelo y Sistemas Simbidticos
Estacion Experimental del Zaidin (EEZ-CSIC), Granada

Pedro José Pacheco Marquez
Granada, 2022



Editor: Universidad de Granada. Tesis Doctorales
Autor: Pedro José Pacheco Marquez

ISBN: 978-84-1117-633-0

URI: https://hdlL.handle.net/10481/79159



https://hdl.handle.net/10481/79159




CSIC

CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS

UNIVERSIDAD
DE GRANADA

UNIVERSIDAD DE GRANADA

PROGRAMA DE DOCTORADO DE BIOLOGIA FUNDAMENTAL Y DE SISTEMAS

Departamento de Microbiologia del Suelo y Sistemas Simbidticos
Estacion Experimental del Zaidin (EEZ-CSIC), Granada

Efecto del cobre sobre la emision del oxido nitroso
procedente de la desnitrificacion en la simbiosis
rizobio-leguminosa

Effect of copper on the nitrous oxide emission
from denitrification by the rhizobium-legume
symbiosis

Memoria de Tesis Doctoral presentada por el graduado en Biologia
Pedro José Pacheco Marquez para aspirar al Grado de Doctor

Fdo. Pedro José Pacheco Marquez

VeB® Los Directores

Fdo.: Maria Jesus Delgado Igefio Fdo.: German Tortosa Muiioz
Doctora en Biologia Doctor en Quimica
Investigadora Cientifica del CSIC E. Tec. Especializados de OPIs

Granada, 2022






This Doctoral Thesis has been carried out in the Nitrogen Metabolism Group from
Department of Soil Microbiology and Symbiotic Systems from Estacién Experimental del
Zaidin (Consejo Superior de Investigaciones Cientificas, CSIC), Granada, Spain.

Part of the results obtained during this Doctoral Thesis have been published in the
following scientific journals:

Copper modulates nitrous oxide emissions from soybean root nodules. Tor-

tosa, G., Pacheco, P. J., Hidalgo-Garcia, A., Granados, A., Delgado, A., Mesa, S.,

Bedmar, E. J., Delgado, M. J. (2020). Environmental and Experimental Botany,

180, 104262, https://doi.org/10.1016/j.envexpbot.2020.104262. (Impact Factor:

6.028 (JCR), Q1, Plant Science).

Effect of copper on expression of functional genes and proteins associated
with Bradyrhizobium diazoefficiens denitrification. Pacheco, P. J., Cabrera, J.
J., Jiménez-Leiva, A., Bedmar, E. J., Mesa, S., Tortosa, G., Delgado, M. J. (2022).

International Journal of Molecular Sciences, 23, 3386,
https://doi.org/10.3390/ijms23063386. (Impact Factor: 6.208 (JCR), Q1, Bio-
chemistry).

Ensifer meliloti denitrification is involved in infection effectiveness and N.O
emissions by alfalfa root nodules. Pacheco, P. J., Bedmar, E. J., Mesa, S., Tor-
tosa, G., Delgado, M. J. (2022).. Plant and Soil (under review),
https://doi.org/10.21203/rs.3.rs-2033464/v1.

The results obtained in this Doctoral Thesis have been presented in the following

national and international meetings and congresses:

Efecto del cobre (Cu) en la expresidn de genesy proteinas funcionales asocia-
dos a la desnitrificacion en Bradyrhizoboium diazoefficiens. Pacheco, P.J., Ca-
brera, J.J., Jiménez-Leiva, A., Mesa, S., Bedmar, E.J., Tortosa, G., Delgado, M.J.
XV Reunion Nacional del Metabolismo del N. Coérdoba, Spain. 2-4 February

2022. Oral communication.

Copper involvement in Bradyrhizobium diazoefficiens denitrification.
Pacheco, P.J., Cabrera, J.J., Mesa, S., Bedmar, E.J., Tortosa, G., Delgado, M.J.
14th European Nitrogen Fixation Conference (on-line event). Aarhus, Denmark.

From 22 September to 22 October 2021. Poster communication.



Greenhouse gas emissions by legume root nodules. Salas, A., Tortosa, G., Hi-
dalgo-Garcia, A., Pacheco, P.J., Mesa, S., Bedmar, E.J., Richardson, D.J., Gates,
A.., Delgado, M.J. 21 International Congress on Nitrogen Fixation. Wuhan,
China. 10-15 October 2019. Oral communication.

Copper reduces nitrous oxide (N2O) emissions from soybean nodules. Tor-
tosa, G., Pacheco, P.J., Mesa, S., Bedmar, E.J., Delgado, M.J. XVII Reunion Na-
cional de la Sociedad Espafiola de Fijacion de Nitrégeno (SEFIN)/VI Portuguese-

Spanish Congress on Nitrogen Fixation. Madrid, Spain. 10-12 July 2019. Oral

communication.

Emission of the greenhouse gas nitrous oxide by alfalfa root nodules.
Pacheco, P.J., Bedmar, E.J., Delgado, M.J., Tortosa, G. XVII Reunién Nacional
de la Sociedad Esparfiola de Fijacion de Nitrogeno (SEFIN)/VI Portuguese-Span-
ish Congress on Nitrogen Fixation. Madrid, Spain. 10-12 July 2019. Oral commu-

nication.

La desnitrificacion en Ensifer meliloti es clave para la mitigacion de los nive-
les de N>O emitidos por nodulos de alfalfa. Pacheco, P.J., Bedmar, E.J., Del-
gado, M.J., Tortosa, G. Il Congreso Nacional/lV Jornadas de Investigadores en
Formacion, Fomentando la Interdisciplinariedad (JIFFI). Granada, Spain. 26-28

June 2019. Oral communication.

Ensifer melioti nitrous oxide reductase is a key for mitigation of N20O reléase
from alfalfa root nodules. Pacheco, P.J., Bedmar, E.J., Delgado, M.J., Tortosa,
G. 23" European Nitrogen Cycle Meeting. Alicante, Spain. 19-21 September

2018. Poster communication.



The following activities of science communication were carried out during this

Doctoral Thesis and fall within its scope:

Plantas resfriadas, infectadas y estresadas. Afio de la Salud Vegetal. Matilde
Bardn Ayala, Emilio Benitez Ledn, Pedro José Pacheco Méarquez. Tripartite con-
ference about plant health as part of the project called “Granada, ciudad para la
Ciencia, ciencia para la ciudad”, developed by the Granada City Hall, the Univer-
sity of Granada and the Spanish National Research Council (CSIC). Granada,
Spain. 29 January 2020.

Leguminosas y gas de la risa: ¢como se relacionan? Pedro José Pacheco Mar-
quez. Video recorded and uploaded to YouTube as part of the event called “I Con-
curso de divulgacion cientifica Yo Investigo, Yo Soy CSIC”. Madrid, Spain. No-
vember 2019. Link to the video: https://youtu.be/dRMa8AWIfOM.






Agradecimientos

Quiero dar las gracias:

Al Ministerio de Ciencia, Innovacién y Universidades, por haberme otorgado un
contrato del programa FPU y por la financiacion que ha permitido la realizacion de esta
Tesis Doctoral en la EEZ.

Por supuesto, a mis directores de tesis, la Dra. Maria Jesus Delgado Igefio y el Dr.
Germéan Tortosa Mufioz, por haberme servido de apoyo y guia durante toda esta etapa.
Gracias al conocimiento, a la experiencia y a la comprensién de ambos, esta tesis ha sido
posible.

También me gustaria agradecer al que ha sido hasta hace poco el jefe del Grupo
del Metabolismo del Nitrégeno en Bacterias Rizosféricas, el Dr. Eulogio Bedmar Goémez,
por su disponibilidad, su sabiduria y sus consejos. Que disfrutes de tu jubilacion.

Asimismo, a la Dra. Socorro Mesa, por haberme permitido usar su laboratorio

cuando me fue necesario, y también por sus ideas y acertadas opiniones.

A la Dra. Maria Jesus Torres Porras (Chudi), por su paciencia en los dos afios de
Maéster y su compafierismo y profesionalidad durante mi estancia en Norwich. Y al Dr.

Andrew Gates, por la supervision de mitrabajo durante mi estancia en su laboratorio.

A todos mis comparieros de laboratorio, por su disposicion a echarme una mano
cuando lo necesitaba, y por los agradables ratos que hemos pasado en el laboratorio y

fuera de él. Sois los mejores.

Y por ultimo, pero no menos importante, a mis amigos José Antonio y Lionel, y

a toda mi familia, por su apoyo incondicional.

Todos habéis sido parte fundamental en esta etapa de alguna u otra manera. Por

todo lo que me habeéis aportado:

GRACIAS y un enorme abrazo a todos






Indice

RESUMEN/SUMIMARY ....ccoicereeerecrneeeecssneeseessssesscsssssssssssnsessssssnessssssnsessssssnessssssnsesssssnnsesssssnnens 7
LRL=E] U [ 1= o PP PP PPt 9
SUIMIMIAIY Lottt ettt e e ettt e ettt e e et ta s e eetaa s e eaaaa s eeteaan e eesaassasesanseensnnssesesnnnsenennnseerennnsene 13
INTRODUGCCION.......coeeeeerrererresnesessessessessesessessessessessessessessessessessessessessessessessessessessessessesnans 17
I. Papel del N2O en el cambio climatico.......ccoeiiiiiiii 19
L EIN20 €N 1a @griCUUra. ..o, 22
2.1. La agricultura como principal sector de emision antropogénica de N2O .........ccceeeeenneee 22
2.2. Fuentes bioldgicas de NaO ....cooeeeeiiiiiii e 24
P2 B N1 44 o Lol o o FO PP UR PSRRI 26
2.4, DESNILIITICACION .e.uvieeieiiieeieestee ettt sttt ettt e sbe e st et e bt e eteenaees 27
2.4.0. NITrato redUCASE. .. ceeeiriiiiieeiiieee ettt e e s e e 29
2.4.2. NITHTO r@AUCTASA. ...vveeeietiiee ettt et e e s e e s 31
2.4.3. OXidO NItFHCO FEAUCTASA...c.evevieiietieiietceeeee ettt eb et se s 33
2.4.4. OXidO NItrOSO rEAUCTASA......veviveieririieteeieietese ettt s s s st st s s se s s seasesesens 34

Il. Las leguminosas y su SIMbiosis CON FiZOBI0S .......cuveieiiiuiiieeiieee ettt e 37
3.1. Las leguminosas y su importante papel frente al cambio climatico................................ 37
3.2, CURIVO 08 SOJa.cciiiiiiiiicec e 39
3.3. Cultivo de alfalfa.......cooeeieiee e 40

R IR N W o1 2] o1 o - PP PP PP OPPUPPOPPPPPt 41
RIS \oTe [T -l o] o DU PP U P PP OPPUPPOPPPPPNt 42
3.6. Fijacion bioldgica de N, 45
IV. Desnitrificacion en la simbiosis rizobio-1egumMiNOSa ..........cccovveeeeeiiereeeireeee e 46
4.1. B. diazoefficiens como modelo de estudio de la desnitrificacién en rizobios.................. 46
4.2. Desnitrificacion €N E. MeJIIOLi............ccouvueeieiniiiiiiiiiie e 50
4.3. Metabolismo de NO y N,O en nédulos de leguminosas..........eeueveveereeeeeeeeeeeeereeeeeeseeennn. 52
V. Relevancia del Cu en la simbiosis rizobio-leguminosa ...........ccccceuveeeieiieieiiiiiieeeee e, 56
5.1. Importancia del Cu para el desarrollo vegetal y de los nddulos...................l. 56
5.2. Regulacién de la respuesta a Cu en bacterias.........cccceeeeiiiiiii 58
5.3. El Cu como factor regulador emergente en la desnitrificacion....................................... 61
OBJETIVOS/OBIECTIVES ....eeeiecerureerecrneerscsssneesesssneesssssssessssssneesssssnsessssssnsesssssnsessssssnessssssnnensans 63
(0] oY =1 4 177013 U 65
(@] oY =T 1 Y7 S 66



MATERIALY IMETODOS.......coeueuerereeeeaeaesaesesesssesesssessssssessssssesssssssssssssssssssenssssenssssssssesenes 69

Y Y (T S | L= PP PP PPUPPPPPPPOt 71
1.1. Cepas bacterianas ¥ PlasmMidOs ........uueuuueuuui s 71
1.1.1. Cepas bacterianas....cccceeii i, 71

00 B o = ' 1 T o L PP P PP PPPPPPPPP 72
1.2, OliONUCIEOLIOS ...ttt s 72
1.3. MeEdiOS A€ CUITIVO ..evrieiiiiiiiiiitee ettt e e e e s e rr e e e e e e e s enreeeees 73
1.4, ANTIDIOTICOS .eeeenviieeieiieee ettt e e s 76
[I. Métodos MicrobiolOgiCoS ....ccociiiiiiiiie 77
2.1. Conservacion de cepas bacterianas ... 77
2.2. CUIEIVO d@ CEIUIAS. ...eeeeeeiieeeee et e 78
2.2.1. Siembra en Placa d€ PeLri ......uuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeieeeeeeeeeer e eee e e eeereeeeeereereererareeraraaaee 78
2.2.2. Cultivos en Mmedio HQUIdO..........euiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiveeeseeeeeeeeeeseeeeeseseeeeeeeeeresserareerreaaaee 78
2.2.2.1. Precultivos @BrODICOS .. ...iiiii ittt 78
2.2.2.2. CUItiVOS @BIODICOS ...ttt ettt e s e e 78
2.2.2.3. Cultivos MICroaerobiCOS .......oiuviiiiiiiie ettt 79
2.2.2.4. CUItiVOS @NAEIODICOS ....eeeeiiiiiieeiiiite ettt ettt e e s e s e e 80
2.3. Obtencién de membrana, periplasma y citosol de células de B. diazoefficiens .............. 80
[, MELO0S @N@lITICOS . eveeeeitiieeeiiie ettt st st e s e s ee e s 82
3.1. Determinacién de actividad B-galactosidasa.........ccccceiiiiiiiiii 82
3.2. Determinacion de proteina........ccceeeeiiiiiii 84
3.3. Determinacion de NQ3™y NQy s 85
3.4. Determinacion de NoO......cooiiiiiiiiiiee ettt 86
3.5. Determinacidn de actividades enzimaticas .........cooevieieiiiiieii i 86
3.5.1. Actividades nitrato (NR, EC 1.7.99.4) y nitrito reductasa (NIR, EC 1.7.2.1)............... 86
3.5.2. Actividad dxido nitrico reductasa (NOR, EC 1.7.2.5).....uuuuiiiiiiiiiciciccceceeeeeeee e 88
3.5.2.1. Preparacion del sistema electrodo-membrana ..........ccccceeiiiiiiiiiiiiiiesisseeeeeeeeennn 88
3.5.2.2. Preparacion de una solucion saturada de NO ........ccccoiiiiiiiiiiiiiiiieiiieecceeeeeeeee 89
3.5.2.3. Calibracion del SIStEMA ........uuviiiiiiiiii e 89
3.5.2.4. Determinacion del consumo de NO (actividad NOR) ......ccoeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiceeeeenn, 90
3.5.3. Actividad dxido nitroso reductasa (N2OR, EC 1.7.2.4) ....uuuuiiiiiiiiiieiiecicceeeeeeeeean 90
3.6. Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)..........cccoooeiiiiiii 91
3.7. Transferencia a membranas de nitrocelulosa..........ocveeiiiiiiiiiiiiiie e 92
3.8. Deteccion de citocromos tipo ¢ mediante heme-staining.............cccceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee.... 93
3.9. Ensayos de inmunodeteccidn (western-blot).............cccccccoeiiiiiiiiii 94
3.10. Visualizacion de proteinas en geles de poliacrilamida con azul de Coomassie®........... 95



IV. Métodos de biologia molecular........ccccoiiiiiiiiii 95

4.1. Obtencion de ADN plasmidicode E. €COli........cccovvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee, 95
4.2. Obtencion del ADN total de B. diazoefficiens............cccccccevvviviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeea, 96
4.3. Determinacion de la concentracion de ARN Y ADN......cuuviiiiiieiiieeereereeeeererereeerereeeereennnee 97
4.4. Amplificacion de ADN mediante PCR .........cuiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeieieeeeseeereereeeeeeeeereeeeeeers. 97
4.5. Electroforesis de ADN 0 ARN en geles de @garoSa .......uuuuuueeereeereeereereerereererererrrerenreennnn 99
4.6. Purificacidn de fragmentos de ADN producto de PCR...........uvviiviiiiiiiveeeeieiiieieieneeereenennn 99
4.7. SecuenciaCion del ADN .......coooiiiiiiiiiiie ettt 100
4.8. Digestiéon de ADN con endonucleasas de restricCion ..........uuvvevveveeeriieeeeeererireeeeeeeeennnn. 100
4.9. Ligacién de fragmentos de restriccidn a vectores de clonacidn..............evvvvvvvvevvveennnnnns 101

4.9.1. Desfosforilacion de vectores de clonacion ...........cccceveieeeeiiieie e, 101

4.9.2. Ligacidn a vectores de clonacion..........ccceeeeeei 101
4.10. Preparacién y transformacion de células competentes de E. cOli...........cccvvvvvvveeenn.. 102

4.10.1. Preparacion de células competentes de E. coliconRbCl...................... 102

4.10.2. Transformacidn de E. coli con el plasmido de interés .............ccccoeeeeeii, 103

4.11. Transferencia de ADN a células de B. diazoefficiens o E. meliloti mediante conjugacion

......................................................................................................................................... 104
4.12. Aislamiento y purificacidon del ARN total de B. diazoefficiens................ccuuuvvvevevennnn.n. 105
4.12.1. Extraccion del ARN total de B. diGzo€effiCiens.............ccuvvvvvvvvvvvvuvenennennvnnnnnnnnnnnns 105
4.12.1.1. Protocolo ManUal ........cueiiiiiiiiie et 105
4.12.1.2. Protocolo COMEICIal.....c.uueiiiiiiiieiiiieee et 106
4.12.2. Purificacién del ARN total obtenido ........ccceeevriiiiiiniiiiie e 107
4.13. TranscripcCion inversa 0 retrotranSCripCioN ........uvvviieeeerreerrereeeeeeeeereererrrerrrrrer——————. 108
4.14. PCR cuantitativa @ tiemMpPo r€al........evviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeveeeeeeereereseeeseeereeersereraaaee 109
V. ENSayos CON Plantas.....cccoeeeeeeeieei i 109
5.1. Esterilizacién y germinacién de semillas.............cccc 109
5.2. Solucién nutritiva para el cultivode las plantas...........ccccc 110
5.3. Cultivode 1as plantas........ccoooviiiiiiii i 110
5.4. Tratamientos de las plantas.......ccccooiiii 114
5.4.1. Tratamientos de 1as plantas de SOJa ........uuuuuuuuuiiiiiicc e 114
5.4.2. Tratamientos de las plantas de alfalfa........ccccooooiiiiiiiiiiiiiiiiiccccc 114
5.5. C0OSEChA A NOAUIOS. ...ttt et s e e e e s 117
5.6. Determinacioén de los parametros fisioldgicos de las plantas...................cl. 117

5.6.1. Numero de nddulos, peso fresco y seco de nédulos y peso fresco y seco de planta



5.6.2.1. Determinacién del contenido en N total ..........ovviviiiiiiiiii i, 118

5.6.2.2. Determinacion de N procedente de la BNF ..........uuvuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnns 118
5.6.2.3. Determinacion de Cu en las plantas y en la solucidn nutritiva...........ccccceennnnns 119

5.7. Determinaciones analiticas y enzimaticas en nddulos de sojay alfalfa ........................ 120
5.7.1. Contenido de leghemoglobina en [0S NOAUIOS ..........coiiiiiiiiiiiiiiiicccccc 120
5.7.2. Determinacién de las emisiones de N,O en raices noduladas y nédulos................ 121
5.7.3. Aislamiento de bacteroides procedentes de los NOdulos............vveeeeeeeiiiieiiinnnnn... 122
5.7.4. Siembra en placa de bacterias procedentes de 1os NOdulos........cccceeeviiiiiiiiiiiinnnn. 123
5.7.5. Actividades MV*-NR y MV*-NIR en bacteroides ..........ccoceevuvrreeeeeeeiiiciiireeeee e e 124
5.7.6. Actividad NOR €N bacteroides.........ccueeevriiieeeiiiieie e 124
5.7.7. Actividad N;OR en bacteroides ..........eeevvieeeiiiiiieiiieee e 125

VI. Analisis estadisticos y programas bioinformaticos............cccccce 125
6.1. AnAlisis @STadiSTICOS ......vviiiiiiiiieiiiee e 125
6.2. Programas bioinformaticos.........cccceeeeiiiii 126
RESULTS ..eveiiiiiiueiiiinneienirnesionmmmesisimssssisrensssssmsnesssmmssssssmesssssssssssssssassssssssssssssasssssssnsssssssnsssssses 127
Chapter 1: Copper modulates nitrous oxide emissions from soybean root nodules............. 129
0 Y o { - ot PP PSP P PP PPPPPO 131
1.2. Copper effect on plant physiology and nodulation ..........ccccceeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiccccecccc, 131
1.3. Copper effect on SNF by using the *N isotope dilution methodology........c..cceeuven.... 133
1.4. Copper accumulation in soybean plant 0rgans........ccccceeeeeeeeiiiiiciieeeieccccccee e 134
1.5. Copper effect on nitrous oXide €MISSIONS .........uuuuiiiiiiiiii e 135

1.6. Copper effect on denitrifying enzymes activity in the bacteroids from soybean nodules

......................................................................................................................................... 137
Chapter 1: supplementary Material..... ..o 139
Chapter 2: Ensifer meliloti denitrification is involved in infection effectiveness and N,O
emissions by alfalfa root NOAUIES............ s s e s e s 141

P B Y o1 1 - [ o1 A O T PO PO PP UPPTUPPPPPRIN 143

2.2. BaCterial SEraiNs.....eeee ettt e e 143

2.3. Periplasmic nitrate reductase has a role in infectivity and competitiveness for nodulation

[0 1] -1 - O P PSP PPPPT 143

2.4. Periplasmic nitrate reductase is involved in N,O emissions by alfalfa root nodules...... 145

2.5. Copper modulates N,O emissions by alfalfa nodules and bacteroidal nitrous oxide
=T U Lot o= F <1 [ 4 1V Y R 148

Chapter 2: supplementary Material...... ... e 151
Chapter 3: Effect of copper on expression of functional genes and proteins associated with
Bradyrhizobium diazoefficiens denitrification ..........cccccciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiirrrrrccreceeeeeeceeeeeeeeeee e 153

L Y o 3 o = ot (N 155



3.2, BaCterial StrainNS...ccueiieeiiii et e e e e e e a e et e e aas 155

3.3. Cu effect on B. diazoefficiens 110spc4 growth under different oxygen conditions ....... 155
3.4. Disparate response of denitrification gene expression to Cu ..........ccceevveiiiiiiiinnnnnnn, 157
3.5. Influence of Cu on expression and activity of denitrification enzymes........................ 161
3.6. Investigating the possible role of NosR in nos gene expression and Nos activity .......... 167
Chapter 3: supplementary Material...... ... .. s 169
Chapter 3.1: Role of the Cu response regulator CsoR in denitrification ............ccceereeeaneeee. 173
20 Y o 1 1 - ot PRSP OPPPPPOPPPPR 175
3.1.2. Construction of a csoR deletion mutant strain.......ccoccccevveieieeiiieec e 175
3.1.3. Growth of the csoR deletion Mutant strain .........cccoeceieiniiceei i 179
3.1.4. Expression of denitrification genes in the csoR mutant strain..........ccccveeeeeeiinnnes 180
DISCUSION ....eouenirrrnrnssenecestssssssssesesessessssssssssssessssssssssssssssesssssssssssssassesssssssssssssssensssssssssns 183
El cobre modula las emisiones de d6xido nitroso procedentes de nédulos de soja................... 185

La desnitrificacion de E. meliloti esta implicada en la efectividad de lainfeccidn y en las emisiones

de N2O por NOdulos de alfalfa.........eeeeeeie s 189
Efecto del Cu sobre la expresidn de genes y proteinas funcionales asociados a la desnitrificacion
(o L2 Ao 1o 7o 1=y ol =14 IOt 192
Papel de CsoR en la expresidn de los genes de la desnitrificacion ........................l, 199
CONCLUSIONES/CONCLUSIONS........ccocereerrneerecrsnnereesssneseesssssesssssssesssssssessssssnsssssssnsssssssnsssesns 203
CONCIUSIONES. ....eeeeeiieeee ettt ettt e e s e e sttt e s st e e e ssb e et e s aabr e e e e snreeeesanreeeens 205
CONCIUSIONS. ...ttt ettt e s e e s bt e e e s eab bt e e s s bt e e e e aabr et e e snreeeesanneeeens 206
REFERENCES ...ttt reeenee e e ssa st s s s s e s saa s s s s s s s e e aa s s s s s e e e e e nnnnssssssnns 207
2 N =30 237
Anexo |: Listado de abreviaturas, acrénimos, siglas y simbolos ............ccccccoeveeiiieeineennen. 239
Anexo |l: Listado de especies mencionadas y sus abreviaturas.............ccccccceeie, 246
ANEXO 11z TNAICE A FIGUIAS ...ttt 249
ANEX0 IV: INICE dE taDIaS ......c.cevivieiictiecietcte ettt 252






RESUMEN/
SUMMARY






Resumen

Resumen

El 6xido nitroso (N20) es uno de los principales gases de efecto invernadero de
origen bioldgico. Su potencial para causar efectos relacionados con el calentamiento glo-
bal es 296 veces superior al del CO> de acuerdo a su capacidad radiativa, y es responsable
del 6% del calentamiento global actual. En general, en el siglo pasado, la concentracién
de N20 en la atmdsfera incrementd un 25%, aumentando actualmente cerca de un 0,25%
anual tras haber permanecido estable durante, al menos, 800.000 afios. Segun el informe
especial del IPCC en 2019, las actividades humanas englobadas en el acrénimo AFOLU
(en espafiol, agricultura, silvicultura y otros usos del suelo) representaron el 81% de las
emisiones antropogeénicas de N2O en el periodo 2007-2016 y, dentro de estas actividades,
la agricultura representd, aproximadamente, el 95% de dichas emisiones. La razon prin-
cipal de esta enorme contribucion de la agricultura a la concentracion atmosférica de N.O
es la intensificacion de las practicas agricolas de fertilizacion quimica, que han resultado

en un desbalance antropogénico severo del ciclo biogeoquimico global del nitrogeno (N).

En los suelos agricolas, una gran diversidad de rutas biologicas se encuentra im-
plicada en las emisiones de N.O. Entre ellas, la nitrificacion y la desnitrificacion micro-

bianas constituyen las principales fuentes microbianas de N2O a la atmdsfera.

Actualmente, se conoce que la liberacion de N2O por los suelos agricolas consiste
en un balance entre el N2O emitido y consumido por los microorganismos del suelo, y su
ecologia y diversidad son cada vez mas relevantes en las estrategias de mitigacion. De
hecho, la rizosfera de las plantas y su microbioma asociado se consideran el foco central
del ciclo del N y de las emisiones de N2O derivadas de la desnitrificacion. Las legumino-
sas constituyen uno de los principales cultivos empleados en alimentacién animal, en la
obtencién de proteina vegetal, y también en la transicion agroecologica de los sistemas
agroalimentarios, puesto que, al incrementar la fertilidad del suelo, representan una alter-
nativa ecologica al uso de fertilizantes nitrogenados. Las leguminosas pueden establecer
asociaciones simbioticas con bacterias del suelo colectivamente denominadas rizobios a
través de la formacion de unas estructuras en sus raices, llamadas noédulos, en cuyo inte-
rior, estas bacterias se convierten en bacteroides, que son capaces de llevar a cabo la fija-
cién simbiotica del N2 (SNF), através de la cual, el N2 atmosférico se convierte en amonio
(NH4™), facilmente asimilable por la planta. Sin embargo, los bacteroides de algunas es-
pecies de rizobios pueden también realizar el proceso de desnitrificacion, necesario para

poder sobrevivir en las condiciones restrictivas de oxigeno que se pueden dar en el suelo
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o0 en el interior de los nddulos. Durante este proceso, el nitrato (NO3") o el nitrito (NO2)
se convierten en nitrogeno molecular (N2) mediante la formacion de los intermediarios

gaseosos 0xido nitrico (NO) y N20.

La soja (Glycine max L.) establece simbiosis con su endosimbionte natural
Bradyrhizobium diazoefficiens, que contiene todas las enzimas implicadas en la ruta de la
desnitrificacion: una nitrato reductasa periplasmica (Nap), una nitrito reductasa que
contiene Cu (NirK), una 6xido nitrico reductasa dependiente de citocromo ¢ (cNor) y una
6xido nitroso reductasa (Nos), codificadas por los genes nap, nirK, nor y nos, respectiva-

mente.

El Cu es un micronutriente esencial para las plantas y, en general, para todos los
organismos vivos. Las plantas requieren Cu para su crecimiento y desarrollo normal, y
cuando no se encuentra biodisponible, desarrollan sintomas especificos de deficiencia, la
mayoria de los cuales afectan a las hojas jovenes y a los 6rganos reproductores. Sin em-
bargo, las propiedades redox que hacen al Cu esencial también contribuyen a su inherente
toxicidad. El ciclo redox entre los dos cationes de Cu (Cu* y Cu?*) puede catalizar la
produccidn de radicales hidroxilo altamente toxicos, con el consiguiente dafio a las célu-
las a nivel de lipidos, membranas, acidos nucleicos, proteinas y otras biomoléculas. Aun-
que el Cu normalmente se une a las proteinas, su capacidad para iniciar dafio oxidativo
posibilita que pueda interferir con importantes procesos celulares, como la fotosintesis, la
sintesis de pigmentos, la permeabilidad de la membrana plasmatica, y otros procesos
metabolicos, causando una fuerte inhibicion del desarrollo vegetal. EI Cu en exceso puede
ser extremadamente toxico, provocando sintomas como clorosis y necrosis, o inhibicién
del crecimiento de las raices y el tallo. Por consiguiente, tanto la deficiencia como el

exceso de Cu pueden provocar desordenes en el crecimiento y desarrollo de la planta.

Ademas del oxigeno y el NO, el cobre se perfila como un nuevo factor ambiental
implicado en el control de la desnitrificacion. De hecho, el requerimiento de Cu por parte
de las enzimas NirK y Nos sugiere la implicacion de este elemento en el metabolismo del
NO y del N2O. Un estudio transcriptomico global llevado a cabo por Sullivan y colabo-
radores (2013) reveld que la deficiencia de Cu no sélo afecta a la maduracién funcional
de la enzima Nos, sino que, ademas, ejerce un notable impacto sobre la expresion génica
de los genes responsables de su sintesis en Paracoccus denitrificans. En otro estudio,
Black y colaboradores (2016) confirmaron que existe un umbral éptimo de concentracion

de Cu que permite maximizar el consumo de N2O en Pseudomonas stutzeri. Ademas,
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sefialaron que la biodisponibilidad de Cu podia influir tanto en la sintesis como en la
actividad de las enzimas Nir y Nos, asi como en la tasa de crecimiento de P. stutzeri, lo
que implicaba que podia ser posible usar la estequiometria para reducir las emisiones de
N20 en suelos.

Dada la relevancia a nivel mundial del cultivo de soja, y que B. diazoefficiens se
considera el rizobio modelo en el estudio de la desnitrificacion, en esta tesis se ha llevado
a cabo un estudio acerca de la implicacién del Cu en la modulacion de las emisiones de
N20 por nédulos generados por B. diazoefficiens en su simbiosis con plantas de soja. Los
resultados obtenidos indicaban que tanto la simbiosis como la fisiologia de la planta po-
dian verse afectadas por un exceso de Cu afadido, siendo 20 uM el umbral de Cu que la
soja podia tolerar sin sufrir estrés por Cu. Respecto a las emisiones de N2O, la acumula-
cion de Cu en los nddulos fue responsable de la reduccién del N2O liberado por nodulos
de soja, lo que se debia principalmente al efecto del Cu sobre las actividades de las enzi-
mas de la desnitrificacion, especialmente el descenso simultaneo de las actividades de las
enzimas Nap y NirK y el aumento de la actividad de la enzima Nos. Finalmente, se pro-
pone que la actividad de Nap puede resultar una diana alternativa probablemente mas
efectiva que la modulacion de la actividad de Nos en las estrategias de mitigacion del N2O

liberado por cultivos de soja inoculados con B. diazoeffciens.

A este respecto, Torres y colaboradores (2018) demostraron previamente que la
Nap de Ensifer meliloti estaba implicada en la emision de N2O por cultivos de vida libre,
y que existia una limitacion en la expresion de los genes nap en este microorganismo que
lo incapacitaba para crecer a expensas de la desnitrificacion en condiciones andxicas (To-
rres et al., 2014b), a pesar de contener todos los genes de la desnitrificacion, al igual que
B. diazoefficiens. La alfalfa (Medicago sativa L.) es el cultivo forrajero mas importante a
nivel mundial y, en Espafa, constituye el cultivo forrajero de mayor relevancia productiva
y econémica. Sin embargo, al comienzo de esta Tesis se desconocia si los nddulos pro-
ducidos en la asociacion simbiotica entre las plantas de alfalfa y E. meliloti eran capaces
de producir N20O. En esta tesis, se demuestra por primera vez la capacidad de los nddulos
de alfalfa de producir N2O en respuesta a nitrato y encharcamiento. Ademas, se evidencia
el papel de Nap tanto en competitividad en nodulacién como en las emisiones de N2O por
plantas noduladas de alfalfa. Asimismo, se demuestra que un aumento en la disponibili-
dad de Cu ocasiona un descenso en la produccion de N2O probablemente debido a la

induccion de la actividad Nos de los bacteroides, por lo que la modulacion de esta enzima
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Se propone como una estrategia a tener en cuenta para reducir los niveles de N2O liberados

por los cultivos de alfalfa.

Aunque en el grupo de Metabolismo del Nitrdgeno en Bacterias Rizosféricas
(GMNBR, EEZ-CSIC) se ha avanzado considerablemente en el estudio del control de la
desnitrificacion en respuesta a condiciones limitantes de oxigeno y presencia de 6xidos
de nitrégeno (revisado por Salas et al., 2021), al comienzo de esta tesis, se desconocia la
influencia del Cu en el proceso de desnitrificacion en rizobios. Por ello, se consider
interesante abordar este estudio en el rizobio modelo B. diazoefficiens en vida libre. Asi,
se planted un estudio integrado en el que se investigd como afectaba el Cu a la expresion
de los genes de la desnitrificacion, asi como a la expresion y actividad de las enzimas que
codificaban. En sintesis, se demuestra en esta tesis, por primera vez, el papel del Cu en el

control transcripcional y postranscripcional de la desnitrificacion en B. diazoefficiens.

Adicionalmente, durante el desarrollo de dicho estudio, se identifico en el genoma
de B. diazoefficiens un gen con elevada homologia a un represor en respuesta a Cu de la
familia CsoR. A continuacion, se investigd la posible implicacion de CsoR en la
regulacion de la desnitrificacion en B. diazoefficiens. Para ello, se construyd una cepa
mutante por delecion en el gen csoR (denotada como AcsoR), y se llevaron a cabo estudios
de expresion génica. Los resultados sugieren que CsoR podria jugar un posible papel en

el control mediado por Cu de la expresién de nirK y nor.

En resumen, el efecto del Cu sobre la emision del gas de efecto invernadero N.O
por los nédulos de plantas de soja y alfalfa, asi como la implicacion de la desnitrificacion
de sus respectivos endosimbiontes constituyen el foco central en esta Tesis. Ademas, tam-
bién se incrementa el conocimiento relacionado con el control de la desnitrificacion en el
rizobio modelo B. diazoefficiens. Dicho conocimiento nos ha permitido proponer al Cu
como otro factor esencial en el control de la desnitrificacion tanto a nivel transcripcional
como post-transcripcional. La participacion del regulador CsoR en la respuesta a Cu en
este control se propone como perspectiva futura de investigacién. En conclusion, el co-
nocimiento generado en esta Tesis es clave para disefiar estrategias que permitan reducir

las emisiones de N2O de cultivos agricolas y, mas concretamente, de leguminosas.
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Nitrous oxide (N20) is one of the main biogenic greenhouse gases with a global
warming potential 296-fold greater than that of CO. due to its radiative forcing and is
responsible for the 6% of current global warming. Generally, over the last century, the
atmospheric concentration of N2O has increased by roughly 25% and it further increases
currently by about 0.25% per year after having remained stable for at least 800,000 years.
During the period 2007-2016, AFOLU (Agriculture, Forestry and Other Land Use) hu-
man activities represented 81% of the anthropogenic emissions of N2O, and agriculture
was responsible for the 95% of these emissions, according to the special IPCC report in
2019. The main reason for the great contribution of agriculture to the rising N2O concen-
tration is the drastic intensification of agricultural fertilization practices that has resulted
in a severe anthropogenic imbalance of the global biogeochemical nitrogen (N) cycle.

Several biological pathways occurring in agricultural soils are involved in N.O
emissions. Among all of them, nitrification and denitrification are the main microbial N2O

sources.

Nowadays, it is known that N.O release from agricultural soils is a balance be-
tween the N2O emitted and the N>O consumed by soil microorganisms, and their ecology
and biodiversity are getting more relevance for mitigation strategies. Indeed, the rhizo-
sphere of plants and their associated microbiome are considered one of the main hotspot
for the N-cycle and N2O emissions derived from denitrification. Legumes are one of the
main worldwide crops used for providing animal feed, vegetable protein and, also for the
agroecological transition to sustainable agrifood systems, where they can be an environ-
mental-friendly alternative to N fertilizers by increasing soil fertility. Legumes can stab-
lish symbiotic associations with soil bacteria, collectively termed as rhizobia, through the
formation of certain organs in their roots, called nodules. Once nodules are formed, rhi-
zobia differentiate into bacteroids inside the nodules, acquiring the capacity of the sym-
biotic N> fixation (SNF), where atmospheric N is converted into ammonium (NH4"),
which plants can assimilate easily. However, bacteroids from certain rhizobia species also
perform another process called denitrification, which allow them to survive in the restric-
tive oxygen conditions found in the soil or inside the nodules. During this process, nitrate
(NO3") or nitrite (NO2") is converted into molecular nitrogen (N2) through the formation

of the gaseous intermediates nitric oxide (NO) and N»O.
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Soybean plants (Glycine max L.) establish symbiosis with its natural endosymbi-
ont Bradyrhizobium diazoefficiens, which contains all the enzymes involved in the deni-
trification process: a periplasmic nitrate reductase (Nap), a Cu-containing nitrite reduc-
tase (NirK), a c-type cytochrome-dependent nitric oxide reductase (cNor) and a nitrous

oxide reductase (Nos), encoded by nap, nirK, nor and nos genes, respectively.

Copper (Cu) is an essential micronutrient for plants as well as for all living organ-
isms. Plants require Cu for normal growth and development, and when this ion is not
available, plants develop specific deficiency symptoms, most of which affect young
leaves and reproductive organs. Nevertheless, the redox properties that make Cu an es-
sential element also contribute to its inherent toxicity. Redox cycling between the two Cu
cations (Cu* and Cu?*) can catalyze the production of highly toxic hydroxy! radicals, with
subsequent damage to cells at the level of lipids, membranes, nucleic acids, proteins and
other biomolecules. Although Cu usually binds to proteins, it has capacity to initiate ox-
idative damage and interfere with important cellular processes such as photosynthesis,
pigment synthesis, plasma membrane permeability and other metabolic mechanisms,
causing a strong inhibition of plant development. Cu in excess can become extremely
toxic causing symptoms such as chlorosis and necrosis, and inhibition of root and shoot
growth. Therefore, either Cu deficiency or excess can cause disorders in plant growth and

development.

Apart from oxygen and NO, Cu is arising as a new environmental factor involved
in the control of denitrification. In fact, Cu requirement by NirK and Nos enzymes suggest
the participation of this element in the metabolism of NO and N20O. A global tran-
scriptomic study carried out by Sullivan and colleagues (2013) revealed that Cu defi-
ciency does not only affect functional maturation of Nos, but it has also an important
impact on gene expression in Paracoccus denitrificans. In another study, Black and
colleagues (2016) confirmed that an optimal Cu concentration threshold exists for Pseu-
domonas stutzeri, allowing to maximize N>O consumption. Moreover, they pointed out
that Cu bioavailability can influence the expression and activity of Nir and Nos, as well
as the growth rates of P. stutzeri, and implied that it may be possible to use stoichiometry

to manage N-O emissions from agricultural soils.

Taking into account the global importance of soybean cultures and that B. diaz-
oefficiens is considered the model rhizobium in the study of denitrification, in the present

thesis we have carried out a research about the involvement of Cu in the modulation of
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N20 emissions by nodules formed during the symbiosis between B. diazoefficiens and
soybean plants. The results obtained indicated that Cu excess could affect plant physiol-
ogy and symbiosis. Furthermore, 20 uM was the Cu threshold that soybean plants could
tolerate without suffering Cu stress. Concerning N2O emissions, Cu accumulation in nod-
ules was responsible for the decrease of N2O release emitted by soybean nodules and this
reduction was mainly due to the effect of Cu on denitrifying enzymes activities, especially
the simultaneous decrease of Nap and NirK activities, and the increase of Nos activity.
Finally, Nap can be proposed as an alternative target for the strategies of the mitigation
of N2O emissions derived from soybean crops inoculated with B. diazoeffciens, probably
more effective than Nos activity modulation.

In this regard, Torres and colleagues (2018) demonstrated previously that the Nap
of Ensifer meliloti was involved in N>O emissions by free-living cultures. Additionally,
a limitation in nap genes was responsible for the incapacity of this bacterium to grow
anaerobically through denitrification (Torres et al., 2014b), despite of containing all the
denitrification genes, as it occurs in B. diazoefficiens. Alfalfa (Medicago sativa L.) is the
most important forage legume worldwide, and represents the most extensive, productive
and profitable forage crop in Spain. However, at the beginning of this Doctoral Thesis,
the capacity of alfalfa nodules elicited by E. meliloti to produce N2O was still unknown.
In the present thesis, it has been demonstrated for the first time the capacity of alfalfa
nodules to produce N-O in response to nitrate and flooding. In addition, the involvement
of nap genes expression in nodulation competitiveness as well as in N2O emissions has
also been highlighted. Moreover, it has also been demonstrated that an increase in Cu
availability triggers a decrease in N2O production probably due to an induction of bac-
teroidal Nos activity. Therefore, we propose the modulation of the bacteroidal Nos as an

effective target for the mitigation strategies of NoO emissions derived from alfalfa crops.

Although the study in denitrification control in response to oxygen-limiting con-
ditions and nitrogen-derived oxides has reached a great advance in the GMNBR (re-
viewed by Salas et al., 2021), at the beginning of this Doctoral Thesis, the influence of
Cu on denitrification by rhizobia was yet unknown. Consequently, we considered of in-
terest to investigate this issue in the model rhizobium B. diazoefficiens under free-living
conditions. Thus, an integrated study in which we analyzed the effect of Cu on denitrifi-
cation genes expression, as well as on expression and activities of denitrification en-

zymes, was performed. In summary, in this thesis, it has been demonstrated for the first
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time the role of Cu in the transcriptional and post-transcriptional control of B. diazoeffi-

ciens denitrification.

In addition, during the development of that integrative study, a search of the B.
diazoefficiens genome revealed the presence of a putative gene encoding a Cu-responsive
repressor from the CsoR family. Then, the possible involvement of CsoR in the regulation
of denitrification in B. diazoefficiens was investigated. For this purpose, a mutant strain
was constructed by deletion of the csoR gene. This strain, denoted as AcsoR, was used in
gene expression studies. The results suggest that CsoR may play a possible role in the Cu-

mediated control of nirK and nor expression.

In summary, Cu effect on the greenhouse gas N2O emissions by soybean and al-
falfa nodules, as well as the involvement of denitrification of their respective endosym-
bionts, represent the central subject of this Thesis. Furthermore, the understanding about
the control of denitrification in the model rhizobium B. diazoefficiens is also developed.
This knowledge has allowed us to propose Cu as another essential factor in denitrification
control at both transcriptional and post-transcriptional levels. The involvement of the
CsoR regulator in this control is suggested as future research perspectives. To conclude,
the knowledge provided by this Thesis is a key to design efficient strategies to reduce

N20 emissions from crops and, more specifically, from legumes.
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I. Papel del N2O en el cambio climatico

La radiacion del Sol es la fuente de energia de la Tierra que dirige el clima global,
abarcando un amplio espectro. Cerca de la mitad de la radiacion solar se localiza en el
espectro visible (i.e., 400-700 nm, espectro electromagnético de onda corta), y la otra
parte se encuentra repartida entre la zona alta de energia (radiacién ultravioleta, UV) y la
zona baja (radiacion infrarroja, IR). (Le Treut et al., 2007). Cerca del 31% de esta energia
solar se refleja de vuelta al espacio por las nubes, los aerosoles, los gases atmosféricos, y
la superficie de la Tierra. Esta fraccion de la energia total se conoce como albedo y esta
influida por las condiciones de la superficie, como nieve, hielo, proporcion de tierra y
mar, tipo de vegetacion, y otros factores de superficie. También se ve afectada por las
condiciones atmosféricas, que incluyen la cubierta nubosa y la longitud de onda de la
energia solar recibida (Pinty et al., 2008). Por consiguiente, el albedo total es altamente
variable de un lugar a otro. Segun Sellers y colaboradores (1997), la energia restante (235
W-m2) se absorbe por la superficie de la Tierra-tanto tierra como océano (168 W-m 2)-
y, en menor parte, por la atmdsfera (67 W m™2). La energia absorbida por la capa de
vegetacion conduce procesos como la evapotranspiracion, la fotosintesis, y la asimilacion
de carbono, mientras que el resto de la radiacion, absorbida por el suelo subyacente
controla la evaporacion, la fusion de la nieve, y otros procesos relacionados con la

temperatura (Sellers et al., 1997).

Para mantener el balance energético en un clima estable, la Tierra debe radiar al
espacio cerca de la misma cantidad de energia (235 W-m2). Sin embargo, la Tierra se
calienta y radia en torno al 114% de la radiacion solar en forma de ondas largas,
principalmente, radiacion IR (i.e., calor radiante). La atmosfera absorbe la mayor parte de
esta radiacion térmica, radiandola de vuelta a la Tierra, lo que causa un calentamiento
mayor que si la radiacion solar directa fuera la Unica fuente de energia. Como resultado,
la temperatura global de la superficie de la Tierra es de 14 °C, 33 °C mas alta de la

esperada. Este proceso se conoce como efecto invernadero natural (Le Treut et al., 2007).

Los gases de efecto invernadero (GHG, del inglés, greenhouse gases), también
conocidos como gases traza, ocupan menos del 1% del volumen total del aire seco en la
atmosfera, pero ejercen un papel importante en el balance energético de la Tierra,
absorbiendo y emitiendo de vuelta radiacién IR emitida por la superficie de la Tierra,
previniendo que escape al espacio. Fundamentalmente, estos gases son vapor de agua
(H20), diéxido de carbono (CO-), metano (CHs), 6xido nitroso (N2O) y ozono (Os).
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Ademéas de estos, existen otros GHGs, como los hidrofluorocarbonos (HFCs), los
perfluorocarbonos (PFCs), los clorofluorocarbonos (CFCs), los hexafluoruros de azufre
(SFe) o los trifluoruros de nitrogeno (NF3), generados por una amplia variedad de
procesos industriales (Le Treut et al., 2007).

Las concentraciones atmosféricas de GHGs han cambiado de forma natural a lo
largo de la historia de la Tierra. Sin embargo, las actividades humanas en la era
postindustrial han causado un aumento dréstico en la emision de CO,, CHas, y N2O,
considerados como gases con alto potencial de calentamiento global y cuyo origen
también puede ser bioldgico (Baede et al., 2001). Concretamente, de acuerdo al informe
de 2022 del Panel Internacional del Cambio Climético (IPCC, del inglés, International
Panel on Climate Change) (https://www.ipcc.ch/reports/ar6), desglosando en % la
contribucion de los diferentes sectores economicos en 2019, el 34% de las emisiones de
GHGs procedieron del sector de la energia, el 24% de la industria, el 22% de las
actividades humanas englobadas en el acronimo AFOLU (del ingles, Agriculture,
Forestry and Other Land Use), el 15% del transporte, y el 6% de los edificios (Figura 1).
De acuerdo también a dicho informe, diferentes actividades emiten distintas
combinaciones de gases. Generalmente, la mayor fuente de CO. es la quema de
combustibles fosiles en sistemas de conversion de energia tales como calentadores de
centrales eléctricas, motores de aviones y automdviles, y cocina y calefaccion en hogares
y negocios, lo que supone en total, aproximadamente, el 64% de las emisiones. Los
combustibles fosiles representan asimismo una fuente principal de CHa, el segundo gas
de los mayores contribuidores al calentamiento global. Mientras que la mayoria de las
emisiones de GHGs proceden de la quema de combustibles fésiles, en torno a 1/4 de ellas
proceden de actividades relacionadas con el suelo , como la agricultura (principalmente,
CHs y N20) y la deforestacion (mayormente CO2), con emisiones adicionales
provenientes de procesos industriales (sobre todo, CO,, N.O y gases fluorados (HFCs,
PFCs, etc.) y de los residuos y aguas residuales municipales (CH4 en su mayor parte)
(IPCC, 2022). Todos estos compuestos constituyen los GHGs mas potentes al presentar
una gran capacidad para atrapar el calor, y algunos de ellos poseen tiempos de vida en la
atmosfera extremadamente largos, por lo que, una vez emitidos, pueden permanecer en la
atmosfera durante siglos, haciendo practicamente irreversible su acumulacion (Forsteret
al., 2007).
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Evolucién de las emisiones globales de GHG por sector
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Figura 1. Evolucion de las emisiones globales de GHG por sector a lo largo de las tres Gltimas décadas.
Adaptada del IPCC de 2022 (Mitigation of Climate Change. Summary for Policymakers).

El N2O (conocido tradicionalmente como gas de la risa) es el gas nitrogenado de
efecto invernadero dominante en la Tierra. Su potencial para causar efectos relacionados
con el calentamiento global es 296 veces superior al del CO2 de acuerdo a su capacidad
radiativa, y es responsable del 6% del calentamiento global actual (Erisman et al., 2011,
2015; IPCC, 2019). Su vida media en la atmosfera es de 120-150 afios, lo que hace posible
su transporte a la estratosfera, donde se convierte a 0xido nitrico (NO) por fotolisis, el
cual reacciona con el Os, generando dioxido de nitrogeno (NOy), el cual reacciona, a su
vez, con el agua, produciendo &cido nitrico (HNOs3) que, al disolverse en el agua de lluvia,
ocasiona la llamada lluvia acida, que contamina los suelos, el agua y los sedimentos
(Erisman et al., 2015). Las emisiones globales de estos 6xidos derivados del nitrégeno
(NOx), NO y NOg2, junto con el amoniaco (NHs), se han triplicado desde la era
preindustrial. Dado que las reacciones quimicas del NO y el NOz en la atmdsfera son
relativamente lentas, eéstos pueden dispersarse y depositarse mas ampliamente que el NHs,
y, de esta manera, estos tres gases pueden llegar a tasas de acumulacién que superan
sobradamente los niveles naturales en amplias regiones del mundo. Estos gases, ademas,
forman en la atmdsfera Os troposférico y materia particulada (i.e., nitrato y sulfato
amonicos) al reaccionar con &cidos nitricos y sulfdricos. Todo ello ocasiona la
eutrofizacion y acidificacion de habitats terrestres y acuaticos, como rios, lagos,
reservorios de agua dulce y zonas costeras, causando el deterioro de las condiciones
medioambientales naturales, lo que impide la utilizacién de estos recursos por los
humanos (Payne et al., 2013). Ademas, los protones (H™) de la lluvia &cida pueden
arrastrar algunos iones del suelo, como hierro (Fe), calcio (Ca), aluminio (Al), plomo
(Pb), zinc (Zn), etc., y como consecuencia, pueden empobrecer el suelo en nutrientes

esenciales para el crecimiento vegetal, aparte de causar pérdidas de biodiversidad,
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cambios en las comunidades ecoldgicas y alteraciones en la cadena alimentaria (Erisman
et al., 2015). Todo ello hace del N2O un factor relevante no sélo en el clima global y en
la quimica del Oz atmosférico (Ussiri y Lal, 2013), sino también en la degradacion
medioambiental y de la salud humana (Erisman et al., 2015), siendo necesario
incrementar el conocimiento acerca de su evolucion global en la atmdsfera, asi como de

sus fuentes y sumideros, para controlar y mitigar su emision.

Il. ElI N2O en la agricultura

2.1. La agricultura como principal sector de emision antropogénica de N2O

El anélisis de nucleos de hielo polar para determinar las concentraciones
atmosféricas de N2O proporciona informacién acerca de sus emisiones anuales y ayuda a
identificar el papel de las actividades humanas en el ciclo global del N y en la distribucion
global del N2O. Todas las fuentes conocidas de N2O se encuentran en la superficie de la
Tierra. Las fuentes naturales de N2O son los procesos microbianos que se dan en los
suelos terrestres y en los océanos. En la era preindustrial, la emisién y eliminacién de N2O
de la atmosfera se encontraban cerca del equilibrio, por lo que su concentracion en |a
atmosfera permanecio practicamente constante (Forster et al., 2007). La industrializacion
a finales del siglo X1X caus6 cambios notables en la agricultura y la urbanizacion. El
crecimiento economico aumenté la demanda de alimentos, induciendo la mecanizacion
de la agricultura y un incremento en la produccion de carne y leche. La transformacion
de la agricultura en Europa y América del Norte produjo una rapida intensificacion en el
uso de la fijacion bioldgica de N y de abono animal, lo que aumentélas emisiones de N2O
por los cultivos y los sistemas de explotacion ganadera. Entre 1850y 1950, la tasa anual de
emision de N2O a la atmoésfera crecio lentamente, pero se mantuvode manera persistente en
torno a las 0,1-0,2 partes por billén volumen (ppbv, nmol-:mol!),llegando rapidamente a
0,7 ppbv en los afios 90 (MacFarling-Meure et al., 2006). En general, en el siglo pasado,
la concentracion de N2O en la atmdsfera incrementd un 25%,aumentando actualmente
cerca de un 0,25% anual tras haber permanecido estable durante, al menos, 800.000 afios
(Rockstrom et al., 2009).

Segun el informe especial del IPCC de 2019, las actividades humanas englobadas
en el acrénimo AFOLU representaron el 81% de las emisiones antropogeénicas de N2O en
el periodo 2007-2016 y, dentro de estas actividades, la agricultura represento,
aproximadamente, el 95% de dichas emisiones. Generalmente, 2/3 de las emisiones

antropogénicas globales de N>O proceden de la agricultura, siendo la principal
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responsable de la tendencia ascendente de la concentracion de N2O en la atmosfera (IPCC,
2019). La razén principal de esta enorme contribucidn de la agricultura a la concentracion
atmosférica de N0, y del drastico incremento de este gas en la atmdsferamencionado
anteriormente, es la intensificacion de las practicas agricolas de fertilizacion, que han
resultado en un desbalance antropogénico severo del ciclo biogeoquimico globaldel
nitrogeno (N) (Steffen et al., 2015; Kanter et al., 2016). Todo esto fue posible despuésde
la invencion de la fijacién de N artificial (i.e., el proceso Haber-Bosch), en torno a 1913,
que permitié la aplicacion expansiva de fertilizantes de N sintéticos (Erisman et al.,2008).
Los ultimos datos de la FAO (del inglés, Food and Agriculture Organization of the United
Nations, 2021) reflejan un aumento del 40% en el uso global de fertilizantes nitrogenados
entre 2002 y 2020, lo que se correlaciona con el asociado incremento de lasemisiones de
N20. De hecho, la agricultura, junto con la ganaderia, son las principales actividades
humanas que contribuyen a las emisiones de N2O de origen antropogénico, relegando la
contribucién de otras como la quema de combustibles fosiles o de biomasa, o el

tratamiento de aguas residuales (Rockstrom et al., 2009; Steffen et al., 2015).

Debido a la clara evidencia que existe acerca del efecto perjudicial del N2O
atmosférico en el clima global, las estrategias de mitigacion de las emisiones de N2O que
se pretenden aplicar a las practicas agricolas intensivas han de perseguir un incremento
en la eficiencia agricola al mismo tiempo que un descenso en los niveles actuales de
produccion de N20O, en particular, en un contexto de crecimiento continuo de la poblacion
(Richardson et al., 2009; Thomson et al., 2012). En este contexto, las estrategias que

pueden adoptarse incluyen:

i. Gestion tanto de la quimica como de la microbiologia del suelo para asegurar
que los procesos que liberan N2O, como es el caso de la desnitrificacion, se completen

hasta la liberacién de nitrdgeno molecular (N2).

ii. Reduccion de la dependencia de fertilizantes a través de cultivos mejorados por
ingenieria genética para fijar N2 por ellos mismos o, alternativamente, a través de la

aplicacion de bacterias fijadoras de No.

iii. Promocion de la agricultura sostenible, i.e., producir mayor biomasa en el
mismo terreno, reduciendo de esta manera los impactos ambientales negativos de la

agricultura extensiva.
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iv. Incremento del conocimiento sobre los factores ambientales y reguladores que

contribuyen a la generacién y consumo bioldgicos de N-O.

2.2. Fuentes biologicas de N,O

El N esté presente en la atmosfera en un 78,08% (v/v), y posee uno de los enlaces
quimicos mas estables, el triple enlace. Debido a la barrera de alta energia que presenta,
su ruptura requiere de catalizadores efectivos o enzimas altamente eficientes. Sin
embargo, todos los seres vivos requieren N para sintetizar aminoacidos, proteinas, acidos
nucleicos, y otros cofactores adicionales. El N total combinado con la materia organica
procede originalmente de la atmdsfera, a donde regresa en forma de gas N». A través del
ciclo del N, éste transita por todos sus estados redox accesibles, desde el mas reducido,
-3, en el NH,4", hasta el mas oxidado, +5, en el anion NOs;™. Ademas, a lo largo del ciclo,
se generan especies de los estados de oxidacion intermedios, como el nitrito (NO2") (+3),
el NO (+2) o el N2O (+1) (Thomson et al., 2012) (Figura 2).

El N2O se produce por numerosos procesos biologicos, aunque también existen
procesos abioticos que generan N.O. La siguiente lista engloba resumidamente los
procesos que contribuyen a los flujos de N2O en los suelos agricolas (Butterbach-Bahl et
al., 2013):

v Descomposicion quimica de la hidroxilamina (NH2OH) durante la nitrificacion
autotrofa y heterotrofa

v Quimio-desnitrificacion del NO2™ del suelo y descomposicién abidtica del nitrato
de amonio en presencia de luz, humedad y superficies reactivas

v" Desnitrificacion nitrificante por los microorganismos nitrificantes

v" Acoplamiento de nitrificacion y desnitrificacion por distintos microorganismos
(produccion de NOs™ por oxidantes del N, el cual es inmediatamente desnitrificado
in situ por los desnitrificantes)

v" Desnitrificacion por organismos capaces de usar 6xidos nitrogenados como
aceptores alternativos de electrones en condiciones medioambientales de
limitacion de oxigeno (O2)

v" Desnitrificacion conjunta de NO y compuestos organicos de N

v" Amonificacion de NOs™ o reduccion no asimilativa de NOz™a NHs" (DNRA, del

inglés, dissimilatory nitrate reduction to ammonium)

24



Introduccion

La oxidacién del amonio (NH4™) es un proceso aerébico productor de energia en
el que éste se oxida a NO2 a través del intermediario NH>OH (Figura 2). Aunque la
oxidacion abidtica de la NH>OH produce también N.O (Heil et al., 2016), se ha
demostrado que la oxidacién del NH4* acoplada a la reduccién enzimatica del NO,™ y del
NO (i.e., desnitrificacion nitrificante) es la principal ruta que emite N.O durante la
oxidacion del NH4™ (Kool et al., 2011). Estudios recientes indican que las arqueas
oxidantes de NH4" generan N2O a través de una reaccion espontanea entre NH,OH y NO
aunque, probablemente, produzcan menos N2O en comparacion con las bacterias
oxidantes de NH4" (Kozlowski et al., 2016; Hink et al., 2017). Durante la amonificacion
respiratoria 0 DNRA, los aniones NO3~ y NO;™ se reducen a NH4*, con la formacién
concomitante de pequefias cantidades de N.O (Streminska et al., 2012) (Figura 2).
Cuando la celula detoxifica NO, también se produce N2O (Spiro, 2012). Algunas bacterias
que llevan a cabo la DNRA, también pueden unir la conservacion de la energiaa la
reduccion de N2O a Nz (Simon y Klotz, 2013). La contribucion de la DNRA a los flujos
totales de N2O es incierta, aunque la mayoria de las evidencias sugieren que se tratade una
contribucion marginal en comparacion con la desnitrificacion y la oxidacion del NHs*
(Kool et al., 2011; Rtting et al., 2011). EI NO2 también reacciona quimicamente con el
ion ferroso (Fe?*), originando NO, que consecutivamente reacciona con el Fe?*, formando
N20, y este proceso de quimio-desnitrificacion puede contribuir de manera relevante a la
generacion de N2O en ambientes donde habitan microrganismos activos reductores de ion
férrico (Fe3*). Por Gltimo, parece ser que las bacterias oxidantes de CHa,
las oxidantes de NO2" y las anaer6bicas oxidantes de NH4*y de CH. también producen
N20 (Stein y Klotz, 2011; Schreiber et al., 2012; Butterbach-Bahl et al., 2013), pero su
contribucion aun no esta clara. No obstante, la mayor parte del N>O emitido a la atmdsfera
(méas del 65%) se atribuye a la desnitrificacion y a la oxidacion del NH4"a NO2™, que

constituye la primera etapa de la nitrificacion (Thomson et al., 2012; Torres et al., 2016).
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Figura 2. Rutas bioldgicas relacionadas con los flujos de NO y N,O del ciclo del N. Adaptada de Schreiber
et al. (2012).

2.3. Nitrificacion

El NH4* puede oxidarse a NO3™ a través de un proceso llamado nitrificacion, que
genera NH2OH y NO; como intermediarios. Este proceso esta conformado por dos
etapas: oxidacion de NH4s"a NO2" y, subsecuentemente, la oxidacion de NO2™ a NOs~
(Figura 2). Los aniones NOz~ y NO2 generados por este proceso pueden entonces
reducirse por DNRA o desnitrificacion. Durante esta etapa, se puede liberar N.O como
subproducto (Thomson et al., 2012). En la ruta de la desnitrificacion, NO y N2O son
intermediarios obligados, mientras que, en la nitrificacion, son subproductos, y se ha
sugerido que operan en condiciones subdptimas para la oxidacién posterior a NO3~
(Baggs, 2008). Ambos procesos tienen lugar en las mismas microzonas del suelo, pero
incluso haciendo uso de las tecnologias modernas, como marcaje isotopico,
microelectrodos o analisis molecular, es complicado elucidar al detalle las rutas
biologicas responsables de la produccion de NO y N.O en diferentes condiciones
(Schreiber et al., 2012). Generalmente, las emisiones de NO se asocian a condiciones
nitrificantes, y las de N2O, a condiciones desnitrificantes (Fowler et al., 2015). La
nitrificacion tiene lugar en todos los suelos y sistemas acuosos, e implica a una amplia
gama de microorganismos. En los suelos, la oxidacion del NHs* a NO2 ocurre
principalmente gracias a la actividad de bacterias oxidantes del NH4™ (AOB, del inglés,

ammonium-oxidizing bacteria), principalmente pertenecientes al género Nitrosomonas, y
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de arqueas oxidantes del NHs" (AOA, del inglés, ammonium-oxidizing archaea), mientras
que la siguiente etapa, la conversion de NO2 a NOgz, la lleva a cabo mayormente el género
Nitrobacter. No obstante, algunos organismos heterétrofos pueden llevar a cabo la
nitrificacion en los suelos, pero a unas tasas mucho mas bajas que las bacterias autotrofas
de los dos géneros mencionados; las bacterias heterdtrofas pueden contribuir a la
nitrificacién en condiciones medioambientales adversas, como las que se dan en suelos
acidos (Sahrawat, 2008; Tzanakakis et al., 2022). Recientemente, se ha identificado una
nueva especie oxidante de NH4* (denominada "comammox™) dentro delgénero Nitrospira
capaz de oxidar el amoniaco (NHs) a nitrato (NO3™) (Daims et al., 2015). Esta nueva
especie también desempefia un papel activo en la nitrificacion en suelosagricolas (Li et al,
2019).

2.4. Desnitrificacion

La desnitrificacion es un proceso microbiano heterétrofo en el que el NO3 o
NO. se reducen gradualmente a N2O y N2, generando NO como intermediario (Zumft,
1997). Este proceso, llevado a cabo por bacterias, arqueas y hongos (Takaya, 2002;
Treusch et al., 2005; Prendergast-Miller et al., 2011), emplea compuestos nitrogenados
oxidados, como el NOz 0 el NO.", como aceptores alternativos de electrones en ausencia
de Oz y ocurre en suelos, sedimentos o cuerpos de agua si las condiciones
medioambientales resultan desfavorables para la degradacion aerdbica de la materia
organica (Butterbach-Bahl et al., 2013). La desnitrificacion incluye a menudo la
reduccion de N2O a N2, pero no siempre los microorganismos desnitrificantes completan
el proceso, lo que resulta en la liberacion de N2O como producto final- ya sea por carecer
de la capacidad genética que permita la reduccién del N2O a Nz o porque los factores
ambientales suprimen la reaccion (Philippot et al., 2011; Graf et al., 2014). Un ejemplo
de la primera circunstancia son los hongos que desnitrifican (Shoun et al., 2012; Maeda
et al., 2015; Higgins et al., 2016). Para que la desnitrificacion tenga lugar, al menos, tres
condiciones deben cumplirse: (a) limitacion de O, (b) disponibilidad de 6xidos de N, y
(c) disponibilidad de sustratos de C organico facilmente degradables. En las aguas
residuales, la desnitrificacion constituye el principal proceso que elimina el NOs™, pero es
la principal via de pérdida del N aportado con la fertilizacion en suelos agricolas (Fowler
et al., 2015).
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Aunque muchas especies bacterianas tienen el potencial de adaptar sus rutas
respiratorias, tanto la posesion de los genes codificantes de enzimas activas de la
desnitrificacion como las condiciones medioambientales, determinan ampliamente si un
organismo desnitrificante actuara como fuente o sumidero de N>O cuando se encuentre
en condiciones limitantes de oxigeno (Thomson et al., 2012). La desnitrificacion esta
distribuida extensamente en el dominio Bacteria y parece que domina en el filo
Proteobacteria (Shapleigh, 2006). La mayoria de los estudios sobre desnitrificacién se han
enfocado en bacterias Gram negativas que ocupan nichos terrestres, usando como
organismos modelo la a-proteobacteria P. denitrificans y las y-proteobacterias P. stutzeri
y Pseudomonas aeruginosa. Las reacciones de la desnitrificacion estan catalizadas por la
nitrato reductasa periplasmica (Nap) o de membrana (Nar), la nitrito reductasa que
contiene cobre (Cu) (NirK) o citocromo cdz (NirS), la 6xido nitrico reductasa dependiente
de citocromo ¢ (cNor), del pool de quinonas (gNor) o que contiene Cu (CuaNor), y la
oxido nitroso reductasa (Nos), codificadas por los genes nap/nar, nirK/nirS, nor y nos,
respectivamente (revisado por van Spanning et al. (2005), (2007), Kraft et al. (2011),
Richardson (2011), Bueno et al. (2012), Torres et al. (2016), Salas et al. (2020) y Yang
et al. (2020)) (Figura 3).
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Figura 3. (A) Esquema general de la ruta y (B) de los genes de la desnitrificacion. La figura A es una
adaptacion de Salas etal. (2021). Q, quinona; QH, hidroguinona; cit, citocromo. En la figura B, se muestran
operones representativos de cada enzima de la ruta de la desnitrificacion. Los operones nap, nor y nos, asi
como los genes nirKV, se corresponden con la organizacion que éstos presentan en B. diazoefficiens
USDAL110 (revisado por Salas et al., 2021). Los operones nar y nirS se representan como aparecen en P.
denitrificans PD1222 segun Olaya-Abril et al. (2018). Se representa s6lo el operon codificante de la cNor
por ser el tipo mejor estudiado de enzima Nor.

2.4.1. Nitrato reductasa
El proceso de la desnitrificacion comienza con la reduccion de NOs™ a NO; :
NOs;™ + 2H" + 2e” — NO2 + H20

Esta reaccion esta catalizada por dos tipos de nitrato reductasas: respiratoria o de

membrana (Nar) y periplasmica (Nap) (Figura 3A).
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Las Nar son enzimas heterotriméricas ancladas a la membrana y que contienen
molibdeno (Mo) en su centro activo formando el cofactor Mo[MGD]> (del inglés, bis
molybdopterin guanine dinucleotide), y Fe en la forma de grupos hierro-azufre (Fe-S) y
de grupos hemo como cofactores redox adicionales (Gonzalez et al., 2006; Tavares et al.,
2006; Dobbek, 2011). La subunidad catalitica a NarG y la subunidad  de transferencia
de electrones NarH se localizan en el citoplasma y estan asociadas a la subunidad integral
de membrana quinol oxidasa Narl, que contiene un citocromo con dos grupos hemo b
(Figura 3A). La reduccién de NOz~ a NO2 por Nar es un proceso que conserva la energia
(i.e., se encuentra acoplada a la translocacion de H* al periplasma para generar la fuerza
H*-motriz necesaria para la sintesis de ATP) (Richardson y Sawers, 2002; Jormakka et
al., 2003). Las proteinas Nar estan codificadas por el operon narGHJI; mientras que
narGHI codifica las subunidades estructurales para quinol/nitrato oxido reductasa, narJ
codifica una chaperona citoplasmatica necesaria para la maduracion de la holoenzima
funcional de Nar. Estudios recientes han demostrado en P. denitrificans que NarJ sirve
no solo como chaperona de Nar, sino también para la nitrato reductasa asimiladora (NasC)
(Pinchbeck et al., 2019). En P. denitrificans, los genes narGHIJ se localizan en el cluster
narK1-K2GHIJ. El gen narK1-K2 codifica un transportador transmembrana fusionado
que pertenece a la superfamilia de proteinas transportadoras MFS (del inglés, major
facilitator superfamily). ElI dominio similar a NarKl (o NarK1-like) funciona
principalmente como transportador de NO3", mientras que el dominio similar a NarK2 (o
NarK2-like) esta mas especializado en el transporte de NO3 /NO, (Goddard et al., 2017).

La enzima Nap se encuentra codificada por el operon napEDABC (Figura 3B).
Dependiendo de la especie, Nap se emplea en la respiracién anaerobica de NO3™ como
parte de la DNRA o de la desnitrificacion, o como sumidero de e durante el crecimiento
aerobico (foto)organoheterotrofo a partir de fuentes reducidas de C con el fin de asegurar
la homeostasis redox y asi disipar el exceso de poder reductor. Este es el caso de P.
denitrificans que, ademas de Nar, sintetiza Nap. En esta bacteria, Nar reduce el NO3~
como primera etapa de la desnitrificacion anaerdbica. Sin embargo, Nap no es
electrogénica y sirve para disipar el exceso de equivalentes reductores originados durante
el crecimiento aerobico (Richardson, 2011; Simon y Klotz, 2013). El sistema Nap se
encuentra en muchas bacterias Gram negativas diferentes. Las enzimas Nap mejor
estudiadas se han aislado de Paracoccus pantotrophus, Escherichia coli, Rhodobacter

sphaeroides y Desulfovibrio desulfuricans. EI gen napA codifica la subunidad catalitica,
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NapA, la cual contiene un cofactor Mo[MGD]. y un cluster [4Fe-4S], de manera similar
a NarG. En la mayoria de los casos conocidos, NapA constituye un complejo con NapB
(codificada por napB), que contiene dos grupos hemo c. Generalmente, la Nap madura se
transporta al periplasma a través del sistema Tat (del inglés, twin-arginine transporter),
lo que requiere la actuacion de una chaperona citoplasmatica codificada por el gen napD
(Grahl et al., 2012). En la mayor parte de los sistemas Nap, la transferencia de e~ del
quinol al complejo NapAB necesita de una proteina codificada por napC y que contiene
4 grupos hemo c. Sin embargo, en E. coli se ha identificado un segundo sistema oxidante
de quinol, NapGH (codificado por los genes napGH), en el cual NapH es una quinol-
deshidrogenasa unida a membrana, y NapG es una proteina periplasmica adaptadora de
trasferencia de electrones. No obstante, aln se desconocen la estructura y la funcién
detalladas de este complejo NapGH, ya que no se ha purificado todavia. Adicionalmente,
E. coli también contiene un gen napF, que codifica una proteina citoplasmatica con
complejos Fe-S que podria intervenir en la modificacion post-traduccional de NapA antes

de exportar la proteina ya plegada al periplasma (Nilavongse et al., 2006).
2.4.2. Nitrito reductasa

La siguiente reaccion de la desnitrificacion consiste en la reduccion de NO; a
NO:

NO; + e + 2H" — *NO + H;0

Esta reaccion esta catalizada por la enzima nitrito reductasa, de la cual existen dos
tipos: nitrito reductasas que contienen citocromo cdi (NirS) y nitrito reductasas que
contienen Cu (NirK) (Figura 3A).

Las Nir de tipo cd: se encuentran codificadas generalmente por un operon que
contiene, al menos, 10 genes: nirSECFDLGHJN. De entre todos ellos, nirS codifica la
subunidad catalitica. Los genes nirC y nirM (este ultimo presente en P. aeruginosa y P.
stutzeri) codifican un citocromo c soluble pequefio, que se requiere en la transferencia de
e . Las Nir de tipo cd: son homodimeros que contienen un citocromo ¢ y un citocromo
dy en cada subunidad (revisado por Rinaldo et al. (2017) y Yang et al. (2020)) (Figura
3A). Los e necesarios para reducir el NO2  proceden de donadores de e~
macromoleculares del periplasma, como el citocromo css1 en el caso de P. aeruginosa
(Cutruzzola et al.,, 2002), o pseudoazurina y el citocromo csso en el caso de P.

pantotrophus (Pearson et al., 2003). Estos e~ se transportan al hemo c, el cual los

31



Introduccion

transfiere internamente al hemo di, donde ocurre la catlisis (Rinaldo et al., 2008). Los
genes nirDLGH codifican un complejo responsable de la biosintesis del grupo hemo dx,
el cual pertenece al grupo tetrapirrol modificado, siendo Unico este cofactor de las Nir cd1
(Allen et al., 2005), y es responsable de la reactividad peculiar de estas enzimas a ligandos
capaces de interaccionar con grupos Fe-hemo, como aniones, NO o monoéxido de carbono
(CO) (Rinaldo et al., 2011). Los genes nirE y nirJ codifican proteinas implicadas en la
maduracion del hemo di en el citoplasma (Nicke et al., 2013). Asimismo, las proteinas
peripldsmicas NirN y NirF (codificadas por los genes nirN y nirF) intervienen en la
insercién del hemo di dentro de NirS (Bali et al., 2010; Adamczack et al., 2014).

La Nir dependiente de Cu esta codificada por el gen nirK y cataliza la reduccién
de NO, a NO mediante la transferencia de un e a través de un intermediario redox, que
suelen ser proteinas pequerias de transferencia de e”, como cupredoxinas (proteinas de Cu
azul) o un citocromo ¢, que transfieren un e~ a través de la cadena transportadora de
electrones de la respiracion (e.g., citocromo bc:) (revisado por Nojiri et al., 2017) (Figura
3A). Esta enzima homotrimérica contiene dos sitios de union a Cu en cada monoémero.
Los dos sitios de Cu se clasifican en tipo 1 (T1Cu) y tipo 2 (T2Cu), y se distinguen por
sus propiedades espectroscopicas, estructurales y funcionales. T1Cu se une a dos residuos
de histidina (His), uno de cisteina (Cys) y otro de metionina (Met) y transfiere un e~ del
intermediario redox a T2Cu, exhibiendo un intenso color “azul” o “verde” caracteristico
del estado oxidado (Cu?*). Por otro lado, T2Cu se coordina con tres residuos de His y
sirve como sitio de union y reduccion del NO2~. Ambos sitios se encuentran conectados
por un segmento -His-Cys- conservado, donde el residuo de Cys pertenece a T1Cu, y el
de His, a T2Cu. La transferencia electronica controlada entre T1Cu y T2Cu es
necesariamente rapida y ocurre a traves de este canal (Rinaldo et al., 2017). Algunas
veces, al lado del gen nirK aparece el gen nirV, que codifica la proteina NirV, relacionada
con desulfurasas y que puede ser necesaria para la correcta insercién del Cu en el centro
catalitico de la enzima (van Spanning, 2011) (Figura 3B). La mayoria de los
desnitrificantes codifican NirK o NirS. Sin embargo, se ha demostrado recientemente que
Bradyrhizobium nitroreducens sp. nov. (Jang et al., 2018) y Bradyrhizobium
oligotrophicum (Sanchez y Minamisawa, 2018) contienen genes para ambas nitrito

reductasas.
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2.4.3. Oxido nitrico reductasa
En la siguiente etapa de la desnitrificacion, el NO se reduce a N2O:
2°NO + 2e + 2H" — N2O + H.0

Esta reaccion esta catalizada por las 6xido nitrico reductasas, de las que existen
tres tipos: dependiente de citocromo c¢ (cNor), de quinol (gNor) o que contiene Cu
(CuaNor) (Figura 3A). Todas ellas pertenecen a la superfamilia de las oxidasas que

contienen hemo y Cu (HCO, del inglés, haem-Cu oxidases).

La cNor fue la primera que se aislé y es la que méas se ha estudiado, y sélo se
encuentra en bacterias desnitrificantes. La enzima cNor estd compuesta por dos
subunidades: NorB y NorC. La subunidad NorC esta orientada hacia la zona periplasmica
de la membrana plasmaética y presenta un hemo c en su estructura, el cual esta coordinado
con residuos de His y Met y funciona como aceptor de e procedentes de otros citocromos
¢ (citocromos Css1 0 Css2) 0 de azurinas de Cu azul (azurina o pseudoazurina) (las
propiedades estructurales de cNor han sido ampliamente revisadas por Daskalakis et al.,
2015; Mahinthichaichan et al., 2018; Tosha y Shiro, 2017). NorB es la subunidad grande
y contiene el centro catalitico, que esta conformado por un sitio activo hemo bs::Feg, que
recibe los e de otro grupo hemo b unido a la misma proteina; esta subunidad recibe e de
NorC. Las cNors mejor caracterizadas proceden de P. denitrificans (codificada por el
operon norCBQDEF), P. stutzeri y P. aeruginosa (codificada en ambas por el operon
norCBQ). La estructura del complejo NorBC de P. aeruginosa (Hino et al., 2010)
presenta 12 hélices a transmembrana en NorB, mientras que NorC se encuentra anclada
a la membrana por un Unico segmento transmembrana. NorQ y NorD estan implicados en
la insercion del cofactor (Fes) en NorB (Kahle et al., 2018). NorE and NorF no son
esenciales para la actividad de Nor, pero son importantes en condiciones en las que la
actividad Nir enddgena genera una exposicion prolongada al NO (Bergaust et al., 2014).
Los estudios cristalograficos de la cNor de P. aeruginosa demostraron que NorB no tiene
ningun canal de protones transmembrana, a diferencia de las HCO que translocan
protones, por lo que esta enzima no actGa como una bomba de protones y, por lo tanto,
no participa directamente en la conservacion de la energia (Hino et al., 2010; Shiro et al.
2012).

33



Introduccion

A diferencia de la cNor, la gNor esta conformada por una sola subunidad (NorB)
y es reactiva en presencia de ubiquinol (UQH2) y/o menaquinol (MQH>) (Figura 3A).
NorB de gNor contiene una extension N-terminal que esta ausente en NorB de las cNors
y que muestra cierta similitud con NorC, aunque carece de motivo de unién a hemo c. Su
centro activo es similar al que presenta la NorB de las cNor, ya que contiene un grupo
hemo b y un &tomo de Feg que no forma parte de ningin grupo hemo. Este tipo de Nor
se ha encontrado en bacterias Gram negativas del suelo como Ralstonia eutropha, en
arqueas como Pyrobaculum aerophilum, en cianobacterias como Synechocystis sp., 0 en
patégenos como Neisseria ghonorreae o Neisseria meningitidis (revisado por Tosha y
Shiro, 2017).

Un subgrupo inusual de gNor, la gCuaNor o simplemente, como se denota
actualmente, CuaNor, estd ejemplificada en Bacillus azotoformans, y contiene una
subunidad grande NorB formando un complejo con una subunidad pequefia que contiene
un sitio Cua (encontrado tipicamente en las HCO reductoras de O>), lo que hace a esta
enzima competente para recibir e~ del citocromo css: unido a membrana y del pool de
MQH: (de Vries et al., 2007). Sin embargo, esta enzima de Bacillus carece de actividad
oxidante de MQHz, y este es el motivo por el que su anotacion cambio de qCuaNor a
CuaNor (Al-Attar y de Vries, 2015).

2.4.4. Oxido nitroso reductasa

La ultima etapa de la desnitrificacion cursa con la reduccion del N2O a N2 a través

de la siguiente reaccion:
N2O +2e +2H" — N2 + H.0

La relevancia de esta reaccion radica en que es la Unica enzima capaz de reducir
el N2O lo que previene la liberacion a la atmdsfera de este gas que, como se ha explicado
anteriormente, acta como un potente GHG (apartado 1). La reduccion de N2O a N esta
catalizada por la 6xido nitroso reductasa (Nos), codificada por el operon nosRZDFYLX;
la Figura 4 muestra un modelo de su estructura fundamental. El gen nosZ codifica la
subunidad catalitica de esta enzima, NosZ, la cual contiene dos centros multi-Cu: el centro
catalitico tetranuclear Cugz, y el centro binuclear Cua, que le transfiere los e (revisado por
Pauleta et al. (2017), Pauleta et al. (2019) y Hein y Simon (2019)). El centro Cuz contiene
el puente tetrasulfuro del tetrantcleo de Cu ligado a 7 residuos de His, del que se sugiere

que podria ser el sitio de union y reduccion del N2O, mientras que el centro Cua contiene
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dos residuos de Cys, uno de Met, y el esqueleto carbonilo de un residuo de triptéfano.
Esta enzima resulta ser un homodimero, en el que cada monémero presenta un centro Cua
y un centro Cuz. El dominio N-terminal contiene un pliegue B-propeller de 7 laminas, con
el centro Cuz insertado en medio, mientras que el extremo C-terminal posee un pliegue
cupredoxina compuesto de 9 laminas  que se coordinan con el centro Cua (Brown et al.,
2000). Para su expresion, maduracion y mantenimiento se requieren varias proteinas
auxiliares. De hecho, el minimo requerido para la reduccion de N2O lo constituyen, aparte
de NosZ, las proteinas NosD, F, Y, LyR.

NosD, NosF y NosY codifican un transportador de tipo ABC (NosFY) y una
proteina de interaccion periplasmica NosD que se cree que es necesaria para suministrar
una especie de azufre para el ensamblaje del centro Cuz. De hecho, se ha demostrado
recientemente que NosFY y NosD son esenciales para la formacion del sitio [4Cu-2S] de
Cuz pero no para el sitio de transferencia de electrones Cua (Zhang et al., 2019). Estudios
genéticos y biogquimicos recientes en P. denitrificans han demostrado que NosL es una
proteina de union a Cu (1) que también es necesaria para el ensamblaje eficiente del sitio
Cuz (Bennett et al., 2019). Muy recientemente, gracias a la cristalizacion del complejo
NosDFY y de NosL de P. denitrificans, asi como del macrocomplejo transitorio que
constituyen estas dos macromoléculas y el que originan NosDFY con NosZ, se ha
definido el proceso por el cual NosDFYL transfiere Cu(l) a NosZ (Muller et al., 2022).

En a, B y vy-proteobacterias, ademas de NosZDFYL, se expresan dos
flavoproteinas de union a flavin mononucleoétido (FMN), NosR y NosX. NosR, codificada
por nosR, es una flavoproteina transmembrana que contiene centros Fe-S (Wunsch y
Zumft, 2005). Este cofactor de flavina se une covalentemente al dominio periplasmico a
través del residuo de Thries, mientras que el dominio citoplasmatico contiene
poliferredoxina, que podria unir dos centros [4Fe-4S], y ambas estructuras podrian mediar
en la transcripcion del gen nosZ a través de su interaccidbn con reguladores
transcripcionales (Wunsch y Zumft, 2005). También se ha propuesto que NosR juega un
papel en la reduccion de N2O in vivo contribuyendo al mantenimiento del estado reducido
del centro de CuzZ (Wunsch y Zumft, 2005). NosX es una flavoproteina periplasmica
perteneciente a la familia ApbE (que es una familia de proteinas implicadas en la
biosintesis de complejos Fe-S) (Boyd et al., 2011). Recientemente, Bennett vy
colaboradores (2020) demostraron que NosX es esencial para la reduccién de N2O en la

a-proteobacteria P. denitrificans, y que su funcion no esté asociada con el ensamblaje de
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los centros de Cu en la Nos. En cambio, es probable que esté implicada de manera
indirecta en mantener la actividad catalitica de NosZ a través de la flavinilacién de NosR.
Por ultimo, otras proteinas, como NosC, NosG o NosH, al igual que ocurre con NosX, se
encuentran distribuidas siguiendo patrones taxondémicos y no son ubicuas (Zumft y
Kroneck, 2007). En cuanto a su transporte, el sistema Tat es responsable de transportar la
apoproteina NosZ al periplasma, donde se completa su maduracion (Wunsch et al., 2003;
Zumft y Kroneck, 2007), y también es exportada la proteina NosX por este sistema. NosR
y NosY, sin embargo, son proteinas integrales de membrana que presentan péptidos sefial
especificos del sistema de secrecion (Sec). Por consiguiente, estd claro que tanto el
sistema Tat como Sec (ambos revisados en Kudva et al., 2013) deben cooperar para
ensamblar un sistema Nos funcional (Zumft y Kroneck, 2007). No obstante, a pesar de
que NosZ es diana del sistema Tat, comprende una excepcion al concepto de que la
adquisicion del cofactor ocurre antes de la translocacion, ya que Cua y Cuz se ensamblan

en el periplasma (Zumft, 2005).

Membrana externa

Periplasma
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/ NosR ~
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Figura 4. Modelo general de las proteinas implicadas en la reduccion del N.O a N, asi como para la
biogénesis de NosZ. UQ, ubiquinona; UQH;, ubihidroquinona; cyt, citocromo; FMN, flavin
mononucledtido. Adaptada de Torres et al. (2016).
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Il. Las leguminosas y su simbiosis con rizobios
| frente al cambio climati

Con cerca de 770 géneros y méas de 19500 especies, la familia Leguminosae es la
tercera familia de angiospermas méas grande segln el nimero de especies, por detras de
Asteraceae y Orchidaceae, y ocupa el segundo lugar en importancia econémica por detras
de Poaceae (gramineas). Las leguminosas tienen una distribucién cosmopolita y
representan elementos ecoldgicos importantes en practicamente todo el mundo. Se han
domesticado junto con las gramineas en diferentes &reas del mundo desde los inicios de
la agricultura, y han sido claves en su desarrollo. Ademas, constituyen cultivos
alimentarios importantes al proporcionar las legumbres, que son ricas en proteinas y
micronutrientes. Las leguminosas también se emplean como forraje y abono verde y, de
ellas, se pueden extraer madera, taninos, aceites y resinas de gran valor econémico

(revisado por Foyer et al., 2019).

La mayoria de las especies de leguminosas pueden fijar N2 atmosférico mediante
el proceso conocido como fijacion biologica de N2 (BNF, del inglés, biological N2
fixation) tras asociarse con bacterias simbidticas que reciben el nombre general de
rizobios, lo que les otorga una ventaja para crecer en condiciones de bajo aporte de N si
otros factores ambientales son favorables (revisado por Vasconcelos et al., 2020 ). Este
proceso puede ser un aporte importante de N no solo a la propia planta, sino también a
los ecosistemas naturales y agricolas y, por este motivo, juega un papel positivo en la
rotacion de cultivos, ademas de contribuir a reducir las emisiones de GHGs, sobre todo
de CO2y N20 (revisado por Vasconcelos et al., 2020). Los cultivos de leguminosas
también son capaces de aportar materia organica de alta calidad y facilitar la circulacion
de nutrientes en el suelo, asi como promover la retencion de agua, minimizando de este
modo la entrada de combustibles fosiles en la cadena de produccion agricola (revisado
por Vasconcelos et al., 2020). Mas de la mitad de todo el N incorporado en los sistemas
terrestres es resultado de la BNF. A través de este proceso, el N2 inerte se transforma para
ser asimilable por los organismos, manteniendo asi el equilibrio de los ecosistemas. Por
ello, los estudios de la simbiosis planta-bacteria en leguminosas se consideran
actualmente de gran relevancia, destacando su importante papel ecolégico y su
protagonismo en la recuperacion de ecosistemas, ya que también se emplean en la

restauracion de suelos degradados, debido a la tolerancia de ciertas especies a
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determinados factores de estrés, como salinidad, aridez, sequia, suelos &cidos y alcalinos,

calor extremo y fuertes vientos (revisado por Huaringa-Joaquin et al., 2022).

Los hébitos alimenticios de los 7,7 billones de habitantes que poblamos el planeta
amenazan a todos los dominios de la vida, siendo el cambio climético una expresion
extremadamente preocupante de este hecho (Macdiarmid y Whybrow, 2019). La
produccion de ganado emite GHGs y otros contaminantes a niveles considerablemente
elevados, ademas de agravar la escasez de agua y la erosion del suelo (Godfray et al.,
2018). Si los patrones actuales de produccién y consumo persisten, se espera que, para
2050, las emisiones de GHG incrementen en un 50-80% y que las tierras destinadas a
cultivo se expandan en un 13-66% (Clark et al., 2019), lo que ocasionaria que la
biodiversidad se viera ain mas seriamente amenazada (Tilman et al., 2017). Esto se
traduciria, globalmente, en un aumento de un 15% en el uso del agua, y de un 50 y 100%
en el empleo de fertilizantes nitrogenados y fosforados, respectivamente (Clark et al.,
2019). De acuerdo a la literatura, la produccion de alimentos vegetales registra el menor
impacto medioambiental, ya que, por ejemplo, las emisiones de GHGs son 25-150 veces
inferiores a las que generan los rumiantes criados para la produccion de carne. En base a
estos datos, se ha sugerido que debe haber un cambio hacia una dieta donde los vegetales
adquieran mayor protagonismo, proporcionando, de esta manera, fuentes de proteina mas
respetuosas con el medio ambiente (Willett et al., 2019). La reduccion de las emisiones
del gas CHa a la atmdsfera por los rumiantes se presenta como una alternativa plausible.
Las leguminosas han llamado la atencion del pablico recientemente, pasando a ser
consideradas como nutrientes alternativos en alimentacion e incluso herramientas en la
proteccion del clima, poniendo en relieve su papel clave en el desarrollo de sistemas
sostenibles de produccion de alimentos (Calles et al., 2019b; Jiménez-Lopez et al., 2020).
Por ello, se propone que el consumo y la produccion de leguminosas sea piedra angular
en seguridad alimentaria y proteccion medioambiental, a la luz del eminente cambio
climatico (Willett et al., 2019). Con el objeto de reforzar esta idea, la ONU declaré el
2016 como el Afo Internacional de las Legumbres (Calles et al., 2019a). En el mismo
afo, el eslogan para celebrar el Dia Mundial de la Alimentacion fue “El clima esta
cambiando. La agricultura y la alimentacion también deben hacerlo” (FAO, 2016). Desde
entonces, las leguminosas se encuentran en el foco de las estrategias de mitigacion del
cambio climatico global (Willett et al., 2019).
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3.2. Cultivo de soja

La soja [Glycine max (L.) Merr.] es Unica entre las leguminosas por un contenido
en proteinas del 40% y de un 21% de aceites e isoflavonas. Segun datos actualizados del
USDA (del inglés, United States Department of Agriculture), el 60% de la produccién
total de oleaginosas en el mundo esta representada por los cultivos de soja, los cuales, a
junio de 2022, alcanzaron la cifra de 395 millones de toneladas (web de USDA).
Anualmente, los cultivos de soja son capaces de fijar 16,4 toneladas de N anualmente, lo
que supone el 77% del N total fijado por leguminosas (Herridge et al., 2008). La soja
despierta un interés econdmico e industrial por su aceite, su uso como alimento, su aporte
en proteina, o su utilidad en la extraccion de farmacos para revestimientos protectores o
en la produccion de biodiésel. Entre los principales productores de soja, se encuentran
Brasil (38%), EEUU (32%) y Argentina (13%) a la cabeza, seguidos de China (4%), India
y Paraguay (ambos con un 3%) (web de USDA). En la UE, aungue su superficie ha
aumentado en los ultimos afios, su presencia aun es reducida, con 933000 hectareas (ha).
Més del 40% de la produccion europea se localiza en Italia, seguida de Francia y Rumania
(web del Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion, MAPA). En Espafia, la
superficie cultivada de soja es menos extensa que la de otras oleaginosas, como girasol o
colza, y entre 2015 y 2019, la superficie media de este cultivo fue de 1400 ha (web del
MAPA,; anexo oleaginosas 2021. No obstante, su produccion mundial subié de 17 a 230
millones de toneladas métricas en los ultimos 50 afios, y se espera que crezca rapidamente
en un futuro debido a un marcado aumento en la demanda tanto de la planta para su
consumo como de su aceite (Uchida y Akiyama, 2013). Este cultivo también ha atraido
la atencion de los agricultores como cultivo medioambientalmente sostenible que requiere
pequefias dosis de fertilizantes a base de N, o no requiere dicha fertilizacion en absoluto
(Crews y Peoples, 2004). La soja es la primera especie de leguminosa cuyo genoma se ha
secuenciado completamente (Schmutz et al., 2010). La secuencia de este genoma abre la
puerta a las mejoras de cultivos para una produccion sostenible de alimento humano,

animal y de energia, y para lograr un balance entre agricultura y medio ambiente.
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3.3. Cultivo de alfalfa

La alfalfa pertenece a la familia de las leguminosas y esta representada por el
género Medicago, del cual existen 30 especies en Espafia, de las cuales, por su
importancia para la formacién de la alfalfa cultivada, destacan Medicago sativa L. y
Medicago falcata L., ambas descritas por Castroviejo (2000). Ademéas de sus usos
tradicionales como alimento animal, el cultivo de alfalfa presenta un gran potencial para
la produccién de bioenergia, y diferentes estudios han considerado a esta planta
(especialmente los tallos) como cultivo sostenible para la produccion de bioetanol de
segunda generacion. Estas plantas también poseen propiedades terapéuticas, las cuales se
han empleado en veterinaria y medicina. La especie Medicago truncatula juega un papel
prominente en la investigacion fundamental de la biologia de las leguminosas y de la
fijacion simbiotica de N2 (SNF, del inglés, symbiotic N> fixation) debido a caracteristicas
favorables, que incluyen diploidia, genoma pequefio (unos 500 millones de pares de bases
(Mpb)), facilidad para su transformacion, ciclo de vida corto y una elevada diversidad
natural (Cook, 1999). El genoma de esta leguminosa modelo se secuencio en la primera
década del siglo XXI (Young et al., 2011).

De entre las dos especies méas cultivadas de alfalfa, M. sativa L. es uno de los
cultivos forrajeros mas valiosos en zonas de clima templado. Por ello, la historia de la
alfalfa es la historia del cultivo forrajero mas importante del mundo (Delgado y Lloveras,
2020). Es dificil conocer con exactitud la superficie cultivada de alfalfa en el mundo, ya
gue no consta con este nombre ni en las estadisticas de la FAO (Faostat) ni en las de la
UE (Eurostat). Sin embargo, al parecer, se cultivan 30 millones de ha (después de la soja,
con 110 millones de ha), siendo EEUU (6 millones de ha), China (4,7 millones de ha),
Canada (3,7 millones de ha), Argentina (3,2 millones de ha), Australia y Rusia (unos 3,5
millones de ha cada uno) los principales productores (revisado por Delgado y Lloveras,
2020). Espafia también es un importante productor de alfalfa, con una superficie cultivada
de 266000 ha, y constituye el cultivo forrajero de mayor importancia superficial,

productiva y econdmica en el pais (datos de la web del MAPA).

La alfalfa no necesita fertilizacién nitrogenada para su crecimiento, ya que
satisface sus requerimientos en N gracias a la SNF. De hecho, puede alcanzar las maximas
producciones siempre que no haya deficiencias en el suelo de otros minerales importantes,
como el fosforo (P), el potasio (K), el boro (B), el Ca, el S o el Mo. La alfalfa, por su

elevada capacidad productiva de forraje, llega a fijar hasta unos 463 kg de N2 atmosférico
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por ha y afio, que utiliza, en su mayor parte, para la produccion de su propia proteina, la
cual se extrae en el campo como parte del forraje. EI N restante se incorpora al cultivo
siguiente a través del rastrojo que queda (raices, coronas y restos de cosecha). Desde que
los agricultores descubrieron estas propiedades, aunque fuera intuitivamente, han
empleado las leguminosas como la alfalfa en las rotaciones de cultivo para aprovechar
este enriquecimiento del suelo y mejorar los rendimientos de la siguiente cosecha, lo que
se conoce coloquialmente como “abono verde” (revisado por Lloveras et al., 2020). La
SNF permite a la alfalfa que entre el 88,3 y 90,8% de su contenido en N proceda de la
atmésfera. La simbiosis mas comdn la realiza con el género Ensifer (anteriormente,
Sinorhizobium), destacando las especies Ensifer meliloti y Ensifer garamanticus (Valdez-

Nufez y Cuadros-Infante, 2022).

3.4, Los rizobios

Los rizobios son bacterias Gram negativas bien conocidas por su habilidad para
establecer simbiosis fijadoras de N2 con su leguminosa huésped, como ya se ha comentado
previamente. Hasta 2001, se creia que los rizobios pertenecian Unicamente a las a-
proteobacterias, y se incluyeron en los géneros Rhizobium, Ensifer (anteriormente
Sinorhizobium), Allorhizobium, Pararhizobium, Neorhizobium y Shinella dentro de la
familia Rhizobiaceae, perteneciente a su vez al orden Rhizobiales. A lo largo de los
siguientes afos, se ha demostrado la existencia de otras familias bacterianas que no
contienen especies pertenecientes a la familia Rhizobiaceae, pero que pueden nodular
leguminosas. Entre estas familias se encuentran Phyllobacteriaceae (géneros
Mesorhizobium, Aminobacter y Phyllobacterium), Brucellaceae (género Ochrobactrum),
Methylobacteriaceae (géneros Methylobacterium y Microvirga), Bradyrhizobiaceae
(género Bradyrhizobium), Hyphomicrobiaceae (género Devosia), y Xanthobacteriaceae
(género Azorhizobium), todas incluidas en la clase a-Proteobacteria del filo Bacteria (de
Lajudie et al., 2019). En 2001, se sugirid que la nodulacion de leguminosas no estaba
restringida solo a a-proteobacterias. De hecho, Moulin y colaboradores (2001)
describieron dos cepas de Burkholderia aisladas de nédulos de Aspalathus carnosa y
Machaerium lunatum, y Chen y colaboradores (2001) aislaron bacterias del género
Cupriavidus (anteriormente, Ralstonia) de nddulos de Mimosa, demostrando de esta
forma que la capacidad para nodular también estaba presente en la clase B-proteobacteria.
A este respecto, el grupo de investigacion donde he realizado mi Tesis Doctoral aislé por

primera vez la especie Burkholderia phymatum de nédulos procedentes de plantas de
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Phaseolus vulgaris que crecian en Marruecos (Talbi et al., 2010) cuando, hasta el
momento, sélo se habia documentado este género en nddulos de leguminosas del género
Mimosa y otras leguminosas de clima tropical. En sentido amplio, a pesar de la diversidad
de clases, drdenes, familias, géneros y especies, todas las bacterias capaces de establecer
simbiosis fijadoras de N2> mediante la generacién de nodulos en leguminosas reciben el

nombre genérico de rizobios.

3.5. Nodulacién

Las leguminosas constituyen las fuentes principales de aporte de N a los diversos
ecosistemas. Sin embargo, esta contribucion de N no la puede llevar a cabo la planta sola,
sino que necesita de la asociacion con los rizobios del suelo. Esta asociacion resulta en la
produccién en sus raices y en el tallo de algunas leguminosas de unas estructuras

especializadas denominadas nodulos (revisado por Mahmud et al., 2020).

El proceso de nodulacion requiere un intercambio coordinado de sefiales entre el
microsimbionte (el rizobio) y el macrosimbionte (la planta) (Figura 5). En primer lugar,
las plantas liberan sefiales quimicas, como flavonoides, que son captados por rizobios
compatibles en la rizosfera, lo que conduce a la produccion por parte de éstos de proteinas
Ilamadas factores de nodulacion (o factores Nod), que inducen a su vez diversas cascadas
génicas, como las de nucleoporinas, canales cationicos, picos de Ca®*, expresion de genes
de nodulacion temprana, y sefializacion por citoquininas, que conducen a multiples
divisiones de las células corticales y periciclicas y, concomitantemente, a la infeccion
bacteriana. Los rizobios quedan atrapados por los pelos radicales, los cuales se encorvan
después de haber detectado los factores Nod, lo que inicia la formacion del cordén de
infeccidn tubular, el cual facilita la penetracion de las bacterias en el pelo radical y en las
células corticales adyacentes. Las divisiones de las células corticales y del periciclo
ocurren simultaneamente, dando lugar al primordio nodular. Las bacterias se dividen,
facilitando su desplazamiento através del cordon de infeccion y se liberan eventualmente
en las células del primordio nodular inducido. Posteriormente, el ndédulo madura y se
origina el simbiosoma en el citoplasma de las células corticales (revisado por Poole et al.
(2018), Mahmud et al. (2020) y Yang et al. (2022)). La Figura 5 muestra un esquema

representativo del proceso completo de nodulacion.
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Figura 5. Principales etapas del proceso de nodulacion. Adaptada de Singh et al. (2019).

Dependiendo de ddénde se inician las divisiones del meristemo, de si este
permanece activo durante toda la vida del nodulo, y de las sustancias transportadas, se
pueden distinguir principalmente dos tipos de nddulos: indeterminados o determinados
(revisado por Kohlen et al., 2018) (Figura 6):

v Nodulos determinados: el meristemo normalmente se inicia en el cortex externo
por debajo de la epidermis. La diferenciacion de las células ocurre de manera
sincronizada y, al cabo de cierto tiempo, éstas mueren, por lo que estos nédulos
viven unas pocas semanas. La actividad meristematica del nddulo finaliza
temprano en la vida del mismo. Cuando entran en senescencia, se forman nodulos
en las partes mas jovenes de la raiz. Tienen forma esférica y transportan amidas.
La soja presenta este tipo de nddulos.

v" Nodulos indeterminados: las primeras divisiones meristematicas ocurren en el
interior del cortex seguidas por divisiones de la endodermis y el periciclo,
generando nuevos tejidos que son infectados por los rizobios. Se distinguen 4
zonas principalmente: I, el meristemo, Il, donde los rizobios se diferencian a
bacteroides en el interior de la célula vegetal, 111, donde los bacteroides llevan a

cabo la SNF, y IV, donde ocurre la senescencia. Su actividad meristematica es
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prolongada, y la senescencia no ocurre tan rapido como en los nodulos
determinados. Son alargados, pueden estar ramificados o no, y transportan

ureidos. La alfalfa desarrolla este tipo de nddulos.

Nédulo indeterminado

Zona | (meristemo)

Né6dulo determinado Zona |l (infeccidn y diferenciacion)

Tejido vascular
Zona lll (fijacién de N,)

- Zona IV (senescencia)

Figura 6. Representacion de un nédulo determinado (izquierda) e indeterminado (derecha). El color rosa
indica tejido vascular, mientras que el azul, sefiala el tejido meristematico. Los nddulos determinados
carecen de la diferenciacion por zonas como en el caso de los indeterminados, y su senescencia comienza
en el centro del nddulo. Adaptada de Kohlen et al. (2018).

La habilidad de los rizobios para formar nddulos en presencia de otras cepas
determina su competitividad en la nodulacion (Onishchuk et al., 2017). La competencia
entre los rizobios comprende importantes implicaciones en la agricultura, ya que pueden
existir grandes diferencias entre cepas en cuanto a la eficiencia de la SNF (Irisarri et al.,
2019). Los inoculantes comerciales preparados con rizobios élite deben ser sumamente
efectivos en proporcionar N> fijado a la planta y, al mismo tiempo, ser altamente
competitivos en la ocupacién nodular frente a los rizobios nativos, los cuales pueden
mostrar mayor competencia, pero ser menos eficientes en la SNF (Checcucci et al., 2017,
Onishchuk et al., 2017).

Las interacciones planta-microbio en la agricultura forman parte de una ecuacion
multifactorial que incluye (i) el genotipo de la planta, (ii) el medio ambiente, y (iii) los
microbiomas de la planta y el suelo. Todos estos factores deben tomarse en cuenta a la
hora de evaluar el éxito de microorganismos beneficiosos (Busby et al., 2017; Onishchuk
et al., 2017; diCenzo et al., 2019). La nodulacién y, por extension, la competencia entre
rizobios, se ve afectada por el tipo de suelo y sus propiedades fisico-quimicas (i.e.,
temperatura, pH, humedad), la disponibilidad de nutrientes y la habilidad de los

microorganismos para usarlos, la poblacion de rizobios nativos y el microbioma
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remanente del suelo, el historial previo de inoculacion, y/o el método de inoculacion
seleccionado. El grado de adaptacion de las cepas de rizobios a las condiciones locales
del suelo influird fuertemente en la competencia entre cepas (revisado por Mendoza-
Suérez et al., 2021).

La competencia en nodulacion es una caracteristica adaptativa clave de los
rizobios que cobra una gran importancia en la aplicacion practica de los inoculantes. Sin
embargo, la base genética de este proceso aun no se conoce completamente. Se sabe que
la competitividad, de manera similar a la SNF, esta controlada por genes especificos que
se expresan a lo largo del desarrollo del nédulo (Ampe et al., 2003; Barnett et al., 2004).
Para ser competitiva y efectiva en la SNF, una cepa élite debe poseer componentes que la
capaciten para (i) colonizar exitosamente la rizosfera y beneficiarse de los nutrientes
disponibles de una manera efectiva, (ii) impedir el crecimiento de otras bacterias, (iii)
establecer una simbiosis eficiente, y (iv) promover el crecimiento vegetal. Manipular la
expresion de estos rasgos, bien genéticamente, bien a traves de las condiciones de cultivo,
puede mejorar la habilidad de las cepas de rizobios inoculadas para competir frente a las
poblaciones microbianas enddgenas del suelo (revisado por Mendoza-Suérez et al.,
2021).

3.6, Fijacion biolégica de N,

La BNF (o SNF si tiene lugar en el interior de los nddulos) es un proceso dindmico
y de alta demanda de energia (Rosenblueth et al., 2018), y consiste en la reduccion de N
atmosférico a NH4*, haciendo asimilable el N2 inerte por la planta, como se ha comentado

anteriormente, a través de la siguiente reaccion:
N2 + 8H" + 8e™ + 16ATP — 2NH3 + H, + 16ADP + 16Pi

Los microorganismos que pueden llevar a cabo este proceso se conocen como
diazotrofos. Una pequefia fraccidn del ecosistema rizosférico de la planta estd compuesta
por diazotrofos de vida libre. Para la consecucién de la BNF, es necesaria la actividad de
la enzima nitrogenasa, la cual es sensible a la presencia de O, Las propiedades
bioguimicas, estructurales y espectroscépicas de la nitrogenasa han sido recientemente
revisadas por Einsle y Rees (2020). Dado que los rizobios son microorganismos aerobios
obligados, requieren la cooperacion de la planta para desarrollar mecanismos que
contribuyan a crear un entorno microaerobico adecuado para la SNF. En el interior de los

nddulos, las bacterias se rodean por una membrana de la célula vegetal, originando un
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complejo Illamado simbiosoma, donde experimentan un ambiente microaerdbico y se
diferencian en bacteroides, las formas especializadas que sintetizan la nitrogenasa
(revisado por Udvardi y Poole (2013) y Mahmud et al. (2020)). Estas condiciones
microaerdbicas en el interior del ndédulo se consiguen por tres estrategias (revisado por
Rutten y Poole, 2019): (i) una barrera de difusion del Oz en las capas celulares externas
de los nddulos, que limita la entrada de O al simbiosoma, (ii) la sintesis de la
leghemoglobina (Lb) por parte de la planta que une el Oz con una alta afinidad y lo
transporta rapidamente a los bacteroides del simbiosoma y las mitocondrias de las células
infectadas, y (iii) unas tasas respiratorias mas altas por los bacteroides y las mitocondrias
vegetales, que consumen el O tan rapido como entra en el nddulo. En este sentido, los
bacteroides pueden consumir el O2 a una elevada tasa respiratoria gracias a que sintetizan
una citocromo oxidasa de tipo chbs, la cual presenta alta afinidad por Oz, lo que le permite
a la enzima usarlo como aceptor de e~ cuando se encuentra en muy bajas concentraciones.
Con todo ello, se consiguen concentraciones estables de O: libre del orden de nM en las
zonas infectadas de los nddulos, que son cuatro 6rdenes de magnitud inferiores a las que
alcanza el Oz disuelto en equilibrio con el agua (revisado por Delgado et al. (1998) y
Udvardi y Poole (2013)).

IV. Desnitrificacion en la simbiosis rizobio-leguminosa

Aunque la desnitrificacion (apartado 2.4) entre los rizobios es rara, la mayoria de
las especies de interés agronomico contienen genes de la desnitrificacién en sus genomas.
Por ejemplo, Rhizobium galegae (anteriormente, Pseudomonas sp. G-179) sintetiza las
enzimas Nap, NirK y Nor; Rhizobium sullae (anteriormente, Rhizobium hedysari) s6lo
expresa NirK; Rhizobium etli CFN42 presenta los determinantes genéticos para la sintesis

de NirK y cNor; y B. diazoefficiens y E. meliloti contienen todos los genes de la

desnitrificacion (revisado por Torres et al. (2016) y Salas et al. (2021)).

La cepa USDA110 de B. diazoefficiens (la cual, anteriormente, se conocia como
Bradyrhizobium japonicum) (Delamuta et al., 2013) se aislé originalmente de nddulos de
soja en Florida en 1957 y, desde entonces, se ha usado ampliamente para el propdsito de
estudios de genética molecular, fisiologia y ecologia. Ademas, la cepa USDA110 se
considera rizobio modelo en el estudio de la desnitrificacion en bacterias asociadas a

leguminosas tanto en vida libre como en simbiosis. En la mayoria de estudios de
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genomica funcional, se emplea una cepa de B. diazoefficiens derivada de la USDA110, la
cual se denomina 110spc4, que es resistente espontanea a Spc (Regensburger y Hennecke,
1983), y de la cual se ha publicado recientemente su genoma (Fernandez et al., 2019). Es
interesante mencionar que dicha cepa presenta una delecién de 202 kb y otras diferencias
en comparacion con su cepa de origen, pero que no afectan ni a su capacidad
desnitrificante nia su simbiosis con soja (Fernandez et al., 2019). Es por este motivo por

el que ambas cepas de B. diazoefficiens se emplean simultdneamente en investigacion.

B. diazoefficiens es la Gnica capaz de crecer en condiciones andxicas con NOz™ a
través de la ruta de la desnitrificacion y donde se ha investigado este proceso
extensamente tanto en vida libre como en simbiosis (revisado por Bedmar et al. (2005),
(2013), Delgado et al. (2007), Torres et al. (2016) y Salas et al. (2021)). Esta bacteria
ocupa dos nichos: el suelo en vida libre, y la planta en simbiosis con soja (G. max), siratro

(Macroptilium atropurpureum), judia mungo (Vigna radiata) y otras especies de Vigna.

En B. diazoefficiens, la desnitrificacion depende de los genes napEDABC
(Delgado et al., 2003), nirK (Velasco et al., 2001), norCBQD (Mesa et al., 2002), y
nosRZDFYLX (Velasco et al., 2004), que codifican las enzimas Nap, NirK, cNor y Nos
de la desnitrificacion, respectivamente (Figura 7). En vida libre, una cepa mutante en
napA reveld su incapacidad para crecer anaerobicamente con NOs™ como aceptor final de
ey de expresar la actividad nitrato reductasa periplasmica (Delgado et al., 2003). La
secuenciacion del genoma de B. diazoefficiens (Kaneko et al., 2002; Fernandez et al.,
2019) confirmo la ausencia de genes nar, responsables de la sintesis de Nar (apartado
2.4.1), por lo que Nap constituye la Ginica enzima que lleva a cabo la reduccion respiratoria
del NOs™ y es la que inicia la desnitrificacion en B. diazoefficiens (Delgado et al., 2003).
Una cepa deficiente en nirK, carente de actividad nitrito reductasa respiratoria, es incapaz
de crecer en anoxia con NOs™, y acumula NOz en el medio (Velasco et al., 2001). Las
cepas mutantes norC y norB de B. diazoefficiens no pueden crecer en condiciones
desnitrificantes, acumulando NO (Mesa et al., 2002). Finalmente, las cepas mutantes en
los genes nosR y nosZ crecen en condiciones desnitrificantes, peroacumulan N2O, en lugar
de N2, como producto final de la desnitrificacion (Velasco et al., 2004). Ademas,
citocromos accesorios como Csso, codificado por cycA, son necesarios para el transporte
de e durante la desnitrificacidn, siendo esencial para la cesion de e~ a NirK (Bueno et al.,
2008). Recientemente se ha descubierto que este citocromo también esta implicado en la

actividad Nos, aunque se presume que, en su ausencia, una ruta
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alternativa de e~ supliria su funcién (Jiménez-Leiva et al., 2019). No obstante, ninguna

proteina de tipo azurina o pseudoazurina se ha anotado en el genoma de B. diazoefficiens.
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Figura 7. Representacién esquematica de la ruta de la desnitrificacion en B. diazoefficiens. UQ, ubiquinona;
UQHg, ubihidroguinona; NDH, NADH deshidrogenasa; SDH, succinato deshidrogenasa; cyt, citocromo.
Las flechas discontinuas indican el flujo de electrones. Adaptada de Torres et al. (2016) y de la tesis de
Andrea Jiménez-Leiva (2019).

Al igual que ocurre con otros desnitrificantes, la expresion de los genes de la
desnitrificacion en B. diazoefficiens requiere tanto limitacion de O, como presencia de
NO3z o de otro NOx (Bedmar et al., 2005). Esta bacteria detecta la sefial de bajo O; a
traves de dos cascadas reguladoras de respuesta a O interconectadas: FixLJ-FixKz-NnrR,
y RegSR-NIfA (revisado por Torres et al. (2011), Bueno et al. (2012), Torres et al. (2016)
y Salas et al. (2021)) (Figura 8). Una disminucién moderada en la concentracion de Oz en
la fase gaseosa (< 5%) es suficiente para activar la expresion de las dianas dependientesde
FixLJ-FixK2 (Sciotti et al., 2003). La proteina hemo quinasa sensora FixL capta la sefial
de bajo O2 y se autofosforila, transfiriendo el grupo fosfato al regulador de respuestaFixJ,
que activa entonces la transcripcion del gen fixKz. Este gen codifica FixKz, el cual es un
regulador transcripcional de la familia de reguladores transcripcionales bacterianos
Crp/FNR (del inglés, cCAMP receptor protein/fumarate and nitrate reductase regulatory
protein), que engloba reguladores implicados en la coordinacion de la transicion del
metabolismo aerobico al anaerdbico en bacterias anaerobias facultativas en condiciones
limitantes de O.. A continuacion, FixKz induce la expresion de los genes nap, nirK y nor

y nos , y genes reguladores tales como rpoNs, fixK: y nnrR (Mesa et al., 2003; Mesa et
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al., 2008). El producto de este dltimo gen, NnrR (del inglés, nitrite and nitric oxide
reductase regulator) también se requiere para la méaxima expresion de los genes de la
desnitrificacion (Mesa et al., 2003; Bueno et al., 2017; Torres et al.,, 2017).
Recientemente, se ha documentado una regulacién diferente de la expresion de los genes
de la desnitrificacion en respuesta a microoxia, a NOXx, ya las proteinas reguladoras FixK»
y NnrR en B. diazoefficiens. En esta cascada reguladora, la expresion de los genes
napEDABC, nirK y nosRZDFYLX requiere de condiciones micro6xicas y depende
directamente de FixK> (Bueno et al., 2017; Torres et al., 2017). En cambio, el NO es la
sefial clave en la expresion de norCBQD, siendo NnrR el regulador que interacciona
directamente con el operén norCBQD (Bueno et al., 2017). El mecanismo por el cual
NnrR detecta NO como molécula sefial ain se desconoce. Sin embargo, recientemente,
se han revelado los determinantes moleculares discriminatorios que permiten a FixK: el

reconocimiento y la activacion selectiva de sus dianas (Cabrera et al., 2021).

<5%0, éRedox?
£ Aerobiosis
Est 3 Fiet
@l .S re.s lMlcroaerobloms
oxidativo
y

<0,5% 0,
—Q w7

ea ) eal

v

=
o

i

¢DDEC : : 14 L4
not n sF  nosY nosL mos)

nepED nepd  napB napC nirk norE norC norB norQ  morD

Genes nap Gen nir Genes nor Genes nos

Figura 8. Red de regulacion de los genes de la desnitrificacion de B. diazoefficiens en respuesta a bajo O
y 6xido nitrico (NO). Los signos positivos indican regulacion positiva. Las flechas perpendiculares indican
regulacion negativa. Adaptada de Fernandez et al. (2016) y la tesis de Andrea Jiménez-Leiva (2019).

La segunda cascada reguladora en B. diazoefficiens en respuesta a Oz, RegSR-
NifA, responde a concentraciones méas bajas de O (< 0.5%) (Figura 8). En esta cascada,
el regulador de respuesta RegR del sistema regulador de dos componentes RegSR induce
la expresion del operdn fixR-nifA (revisado por Torres et al., 2016) independientemente

de las condiciones de oxigeno. Cuando la concentracion de oxigeno es muy baja (< 0.5%),
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la proteina NifA induce su propia sintesis junto con RpoN (o el factor ¢>* de la ARN
polimerasa). En B. diazoefficiens, RpoN esté codificada por los genes rpoN: y rpoNz, y
el primero de ellos esta bajo el control de FixKz, por lo que este gen representa el enlace
entre ambas cascadas reguladoras. Las dianas de NifA incluyen a los genes nif y fix, que
estan implicados en la fijacion de N> directa o indirectamente (Nienaber et al., 2000;
Hauser et al., 2007). Asimismo, se ha demostrado que NifA es necesaria para la maxima
expresion de los genes nap, nirK y nor (Bueno et al., 2010), aunque todavia se esta
investigando si estos genes son diana directa o indirecta de NifA. Aparte de NifA, se ha
demostrado también la implicacion de RegR en el control de la desnitrificacion en B.
diazoefficiens (Torres et al., 2014a), concretamente en la expresion de los genes
estructurales nor y nos, asi como de genes codificantes de proteinas de transporte de e,
como cycA o cy2, entre otros. También se ha demostrado la capacidad de RegR de
interaccionar con los promotores de norC y nosR (Torres et al., 2014a). Estudios de
expresion con la fusién norC-lacZ y analisis de deteccion de hemo ¢ han demostrado que
se requieren NOs™ y anoxia para la induccion de los genes nor dependiente de RegR, y

que este control es independiente de la proteina sensora RegS (Torres et al., 2014a).

Por tanto, se sugiere la existencia de una red reguladora compleja del proceso de
la desnitrificacion en B. diazoefficiens y, por extension, de las emisiones de N2O por
nodulos de soja. No obstante, aunque se ha avanzado en la regulacion de los genes nap,
nir y nor, implicados en la produccion de N2O y de los genes nos, implicados en la
reduccion de N20, aun queda mucho por investigar en relacion a los mecanismos
moleculares implicados en el control de los genes de la desnitrificacion por las cascadas
FixLJ-FixKo-NnrR, y RegSR-NifA.

E. meliloti es una bacteria aerObica del suelo que establece asociaciones
simbidticas fijadoras de N2 con plantas de los géneros Medicago, Melilotus y Trigonella.
La cepa 1021 de E. meliloti es un rizobio modelo que se ha empleado extensamente para
entender mejor la interaccién entre E. meliloti y M. truncatula, que ha sido y sigue siendo
el objeto de una amplia investigacién bioguimica, molecular y genética (Jones et al.,
2007; Young et al., 2011). Una inspeccion del genoma de la cepa silvestre 1021 de E.
meliloti revel6 la existencia de tres replicones con caracteristicas estructurales vy
funcionales diferentes: un cromosoma circular de 3,65 Mpb, y dos megaplasmidos:
pSymA, de 1,35 Mpb, y pSymB, de 1,68 Mpb (Galibert et al., 2001). El plasmido pSymA
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contiene una fraccién amplia de genes especificamente implicados en la simbiosis y genes
probablemente implicados en el metabolismo del C, transporte, respuesta a factores de
estrés y respuesta de resistencia, lo que otorga a E. meliloti una ventaja en su nicho
ecolégico (Barnett et al., 2001). Ademéas, en pSymA se localiza un segmento
particularmente rico en genes codificantes de proteinas relacionadas con el metabolismo
del N, incluyendo todos los genes de la desnitrificacion, napEFDABC, nirK, norECBQD
y nosRZDFYLX. Analisis transcriptdmicos demostraron que estos genes se inducen en E.
meliloti en respuesta a microoxia y en condiciones simbioticas (Becker et al., 2004).

De forma parecida a como se describe para B. diazoefficiens, en condiciones
microdxicas de vida libre, la expresion de los genes de la desnitrificacion se encuentra
coordinada por el sistema regulador de dos componentes FixLJ a través del regulador
transcripcional FixK. En este sistema, la proteina fosforilada FixJ activa la transcripcion
de los genes reguladores fixK y nifA, que inducen la expresion de los genes fix (implicados
en la respiracion) y nif (implicados en la SNF), respectivamente (Becker et al., 2004;
Bobik et al., 2006). En E. meliloti, FixLJ responde tanto a condiciones microoxicas como
a NO. Sin embargo, el Oz es la unica molécula capaz de suprimir la actividad quinasa de
FixL (Gilles-Gonzélez et al., 2008). La proteina reguladora NnrR también participa en la
respuesta a NO. En presencia de NO, NnrR regula la expresion de nirK y norC, asi como
de otros genes necesarios para la desnitrificacion tales como azul y nnrS (Meilhoc et al.,
2010). Sin embargo, FixK y NnrR pertenecen a dos cascadas reguladoras diferentes, al
contrario que en B. diazoefficiens, donde ambos reguladores forman parte de la misma
cascada (Cabrera et al., 2011).

Sin embargo, a pesar de poseer y expresar los genes de la desnitrificacion, se
considera a E. meliloti un desnitrificante parcial por su incapacidad para crecer en
condiciones anaerobicas con NOsz™ 0 NOz como aceptor final de e, es decir, en
condiciones desnitrificantes. Sin embargo, los genes estructurales napA, nirK, norC y
nosZ son funcionales, ya que estan involucrados en la sintesis de las enzimas de la
desnitrificacion en condiciones microaerébicas (Torres et al., 2014b). Estos autores
demostraron en dicho trabajo que la expresion del gen napA era significativamente mas
baja respecto a la del resto de genes de la desnitrificacion en condiciones andxicas.
Recientemente, Torres y colaboradores (2018) revelaron que esta limitacién en la
induccion de los genes nap era la responsable de que E. meliloti fuera incapaz de respirar

NOs3™ enun ambiente andxico. De hecho, estos autores demostraron que la sobreexpresion
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de los genes napEFDABC permitia a E. meliloti crecer en condiciones andxicas con
nitrato como sustrato respiratorio. Ademas, la cepa sobrexpresante de nap producia unos
niveles de N2O significativamente mayores comparados con los de la cepa silvestre 1021
(Torres et al., 2018).

Por otro lado, empleando un sistema de incubacion robotizado, Bueno y
colaboradores (2015) confirmaron la incapacidad de E. meliloti de crecer
anaerobicamente a expensas de la respiracion de NOs". Sin embargo, estos estudios
demostraron la habilidad de E. meliloti 1021 de crecer a traveés de la respiracion
anaerobica de N2O a N». La actividad Nos en dicha cepa no dependia de la presencia de
NO u otros NOX, por lo que su expresién podia ser inducida tan solo por un descenso en
el nivel de O,. Cuando se incub6 a pH 6, la capacidad de E. meliloti de reducir N>O
disminuy6 drasticamente, lo que corroboraba observaciones previas en bacterias del suelo
y en cultivos puros de P. denitrificans, en los cuales la expresion de una Nos funcional se
ve negativamente afectada a pH acido (Bergaust et al., 2010; Liu et al., 2014). Ademas,
la presencia en el medio de cultivo de sustratos de C altamente reducidos, como el
butirato, también provoco un descenso en la actividad de la enzima Nos (Bueno et al.,
2015). Dicho estudio demuestra que la cepa 1021, que, en condiciones andxicas, no puede
generar N2O a partir de la respiracion de NOs™ pero puede reducir el N.O emitido por
otros organismos, presenta el potencial de actuar como sumidero de N2O. Estos resultados
también podrian extrapolarse a cepas de E. meliloti fijadoras de N2 competitivas y
eficientes con el objeto de desarrollar estrategias que contribuyan a reducir las emisiones
de N20O por cultivos de alfalfa. Por consiguiente, la emision de N2O procedente de los
suelos podria descender si las plantas de alfalfa se inocularan con cepassobrexpresantes de

Nos.

4.3, Metabolismo de NO vy N2O en nodulos de lequminosas

La primera evidencia de que la desnitrificacion llevada a cabo por los rizobios en
vida libre también podria tener lugar en los nddulos, fue la expresion in situ de los genes
de la desnitrificacion de B. diazoefficiens en nddulos de soja (Mesa et al., 2004). Dichos
resultados sugerian que el bajo nivel de O existente en los nddulos era el principal factor
dominante en la expresion de estos genes en nodulos de soja. De hecho, el
encharcamiento, que provoca un descenso en la concentracion de O en el interior de los

nddulos, incrementaba significativamente tanto la expresion como la actividad de las
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enzimas de la desnitrificacién en nddulos de soja, incluyendo un marcado aumento en la
actividad de Nap (Meakin et al., 2007; Sanchez et al., 2010).

La inoculacién de plantas de soja con las cepas mutantes en los genes de la
desnitrificacion mencionadas en el apartado 4.1 no afectaba a la SNF cuando el
crecimiento de la planta dependia exclusivamente de dicho proceso (Mesa et al., 2004).
Sin embargo, cuando se afiadi6 KNOs al medio, las enzimas NirK y NorCB de la
desnitrificacién jugaban un papel en la formacién del nédulo, pero no en su funcién (Mesa
et al., 2004). Enrespuesta a las condiciones de encharcamiento, la inoculacion con la cepa
mutante nirK tuvo una ligera ventaja para la SNF frente a la inoculacién con la cepa
silvestre o la mutante norC, lo que sugeria que el NO generado por la NirK en nédulos de
soja en respuesta a encharcamiento ocasionaba un efecto negativo sobre la actividad de
la enzima nitrogenasa (Sanchez et al., 2011), posiblemente al reducir la expresion de los
genes nifH y nifD responsables de su sintesis (Sanchez et al., 2010). Asimismo, se ha
demostrado ademas que el NO también contribuye a la formacion de complejos nitrosil-
leghemoglobina (LbNO) (Sanchez et al., 2010). En cuanto a su eliminacion, la enzima
Nor constituye la principal proteina implicada en la reduccion del NO. Adicionalmente,
en los bacteroides se activan mecanismos de detoxificacion de NO vy, recientemente, se
ha propuesto que los nodulos inducidos por una cepa mutante en una hemoglobina de
dominio unico (denominada Bjgb) expresaron mayor actividad de Nor y, enconsecuencia,
acumularon menos NO que los nddulos WT, contribuyendo a la proteccion de la

nitrogenasa frente al NO (Salas et al., 2020) (Figura 9).

Por otra parte, en trabajos previos, se demostré la emision de N2O por noédulos de
soja (Mesa et al., 2004; Sameshima-Saito et al., 2006; Inaba et al., 2012). Posteriormente,
se demostro que el NOs™ y la anoxia provocada por encharcamiento son factores
ambientales que inducen la emision de N2O por dichos nodulos (Tortosa et al., 2015). La
enzima Nor es la principal candidata para la sintesis de este gas, ya que esta enzima reduce
el NO a N20. Adicionalmente, se ha demostrado que la enzima Nos de B. diazoefficiens
es esencial para rebajar las emisiones de N2O en nodulos de soja (Tortosa et al., 2015).
En base a ello, Itakura y colaboradores (2013) comprobaron que la emision de N2O por
suelos cultivados con soja podia disminuir mediante la inoculacién de las plantas con
cepas de B. diazoefficiens sobrexpresantes de nosZ, por lo que la inoculacién con estas
cepas podria emplearse como estrategia para mitigar las emisiones de N2>O procedentes

de las crecientes extensiones de los campos de soja.
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Asi, se ha propuesto que la desnitrificacion de los bacteroides de B. diazoefficiens
constituye el principal proceso responsable de la produccion de NO y N2O en nédulos de
soja, ya que los niveles de estos gases descendieron significativamente en los nédulos
generados por la cepa mutante en napA, donde la desnitrificacion se encuentra bloqueada
(Sanchez et al., 2010; Tortosa et al., 2015). No obstante, estos autores detectaron niveles
basales de ambos gases en los nddulos originados por esta cepa mutante. De manera
similar a como ocurre en vida libre, podria ser posible que la nitrato reductasa asimilatoria
(NasC) actie como fuente adicional de NO en nddulos de soja (Figura 9), aunque ain no
se ha demostrado la expresion ni el papel fisiolégico de la asimilacion de NO3™ por B.
diazoefficiens en nddulos (Salas et al., 2021).

Durante la simbiosis M. truncatula-E. meliloti, el NO desempefia un papel
positivo durante las etapas tempranas de infeccion (del Giudice et al., 2011). De forma
similar a como ocurre en nodulos de soja, los genes napA y nirK de E. meliloti parecen
estar involucrados en la formacion de NO en ndodulos de M. truncatula, al menos, en la
etapa madura. Ambos genes se expresan en la zona de fijacion de los nddulos de esta
planta, pero no juegan un papel crucial en la simbiosis (Horchani et al., 2011). Aungue se
considera que la desnitrificacion efectuada por E. meliloti constituye la principal ruta
enzimatica precursora de NO, estudios recientes han sugerido que la asimilacion de NOs™,
en la que actuan las enzimas nitrato reductasa (NarB) y nitrito reductasa (NirBD),
participa de manera indirecta en la sintesis de NO en concierto con la desnitrificacion
(Ruiz et al., 2019).

En los nddulos de M. truncatula, los sistemas de detoxificacion de NO también
resultan esenciales para mantener una baja concentracion estable de NO intracelular que
permita una simbiosis eficiente. La principal enzima implicada en el consumo de NO en
estos nodulos es la cNor de E. meliloti (Blanquet et al., 2015), aunque también se ha
sugerido la participacion combinada de la flavohemoglobina Hmp de E. meliloti y las
proteinas NnrS1y NnrS; en la reduccion del NO en nodulos de M. truncatula (Blanquet
et al., 2015) (Figura 9). EI gen nnrS se ubica normalmente cerca de los genes que
codifican al regulador transcripcional NnrR, y codifica una proteina transmembrana que
contiene hemo y Cu. No obstante, la funcion reguladora de NnrS se desconoce por el
momento (Bartnikas et al., 2002). Respecto al metabolismo de N:O, es necesario
mencionar que a diferencia de soja, los estudios relacionados con la emision de N2O por

nédulos de alfalfa son inexistentes.
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Recientemente, se ha avanzado en los estudios relacionados con el metabolismo
del NO y el N2O en la simbiosis que se establece entre R. etli y las plantas de judia (P.
vulgaris). El genoma de la cepa silvestre de R. etli CFN42 contiene un cromosoma y seis
plasmidos de gran tamafio (pCFN42), los cuales se nhombran de a hasta f (pCFN42a-
pCFN42f), y cuyos tamafios se encuentran en el rango de 184,4-642,45 kb (Gonzélez et
al., 2006). El plasmido pCFN42d se corresponde con el plasmido simbi6tico (pSym) e
incluye genes implicados en los procesos de nodulacién y SNF. El plasmido pCFN42f
contiene un claster genético conformado por los genes de la desnitrificacion nirkK y
norEFCBQD, ademas de otros genes relacionados (Girard et al., 2000; Gonzalez et al.,
2006). Esta bacteria carece de genes nap, nir y nos, y es incapaz de respirar NOs3™. La
presencia de regiones codificantes de NirK y Nor en R. etli sugiere una ruta de
detoxificacion de NO2™ y NO que prevendria la acumulacién de NO dentro de células
crecidas en vida libre. Mediante ensayos in vivo, se ha demostrado que NirK es necesaria
para la reduccion de NO,™ a NO y que la enzima Nor resulta esencial para detoxificar NO
en vida libre (Bueno et al., 2005; Gomez-Hernandez et al. 2011). En cuanto a los nodulos
de judia, se observo un incremento en los niveles de complejos LbNO en los nodulos
generados por una mutante norC de R. etli y descendian en los producidos por una mutante
nirK, en comparacion con los nddulos de la cepa silvestre (Gdmez-Hernandez etal., 2011).
Es interesante mencionar que la presencia de NOs™en la solucion nutritiva de las plantas
de judia redujo la actividad nitrogenasa especifica en nddulos de la cepa silvestre y de la
mutante norC. Sin embargo, esta inhibicion de la actividad nitrogenasa por NOs™ no se
detectd en nodulos de la mutante nirK, probablemente debido a los bajosniveles del
citotoxico NO producidos en estos nodulos (Gomez-Hernandez et al., 2011).Como se ha
mencionado previamente, R. etli carece de los genes que codifican Nap o Nar. En los
nddulos de judia, el NO3™ afiadido a la solucion nutritiva puede reducirse a NO2™ por la
actividad nitrato reductasa de la planta, que constituye la fuente enzimatica mas
importante de NO a partir de la reduccion de NO2 (Chamizo-Ampudia et al., 2017)
(Figura 9). En los bacteroides, la nitrato reductasa citosolica de R. etli, denominada NarB,
puede ser candidata a reducir el NO3~a NOz", actuando como fuente productora de NO
dependiente de NOs™ en nddulos de judia. La contribucion de la NarB de R. etli a la
produccién de NO en nddulos de P. vulgaris se encuentra actualmente en investigacion.
En cuanto a la produccion de N2O, dado que R. etli carece de los genes nos, los cuales
codifican la enzima Nos, la contribucién de los ndédulos de judia a las emisiones de N2O

puede ser relevante. Recientemente, se ha demostrado que los genes nirK y nor se
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encuentran implicados en la produccion de N2O en vida libre (Hidalgo-Garcia et al.,
2019). No obstante, atn se desconoce el papel de estos genes en la produccion de este gas

en nddulos de judia.
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Figura 9. Representacion esquematica de las fuentes de NO y N2O en nddulos de soja, judia y alfalfa
producidos por B. diazoefficiens, R. etli y E. meliloti, respectivamente. NR, nitrato reductasa de la planta;
MIT-CTE, cadena de transporte de electrones mitocondrial; NOS, 6xido nitrico sintasa. Adaptada de Salas
etal. (2021).

V. Relevancia del Cu en la simbiosis rizobio-leguminosa
2.1, Importancia del Cu para el desarrollo vegetal y de los nodulos

El Cu es un microelemento esencial para las plantas y, en general, para todos los
organismos vivos. Participa en un amplio abanico de procesos biolégicos porque se puede
encontrar en dos estados de oxidacion en condiciones fisiologicas: Cu* y Cu?*. El primero
se encuentra a menudo unido por el N a las cadenas laterales de la His, mientras que el
segundo interacciona fundamentalmente con los residuos de S de la Cys y la Met.
Ademas, el Cu actlia como elemento estructural de ciertas metaloproteinas, muchas de las
cuales intervienen en el transporte electrénico de los cloroplastos o las mitocondrias, asi
como en la respuesta a estrés oxidativo en plantas. Los iones de Cu actGan como cofactor
en enzimas como la superéxido dismutasa de Cu/Zn, la citocromo ¢ oxidasa, la ascorbato

oxidasa, la amino oxidasa, la lacasa, la plastocianina y la polifenol oxidasa. A
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nivel celular, el Cu juega un papel esencial en procesos tales como el metabolismo de la
pared celular, la sefializacién por factores de transcripcion, la fosforilacion oxidativa, la

movilizacion del Fe y la biogénesis del cofactor de Mo (revisado por Yruela, 2009).

Por tanto, las plantas requieren Cu para su crecimiento y desarrollo normal, y
cuando no se encuentra biodisponible, desarrollan sintomas especificos de deficiencia, la
mayoria de los cuales afectan a las hojas jovenes y a los 6rganos reproductivos. Sin
embargo, las propiedades redox que hacen al Cu esencial también contribuyen a su
inherente toxicidad. El ciclo redox entre los dos cationes de Cu puede catalizar la
produccion de radicales hidroxilo altamente toxicos, con el consiguiente dafio a las células
a nivel de lipidos, membranas, acidos nucleicos, proteinas y otras biomoléculas. Aunque
el Cu normalmente se une a las proteinas, su capacidad para iniciar dafio oxidativo
posibilita que pueda interferir con importantes procesos celulares, como la fotosintesis, la
sintesis de pigmentos, la permeabilidad de la membrana plasmatica, y otros procesos
metabdlicos, causando subsiguientemente una fuerte inhibicion del desarrollo vegetal. El
Cu en exceso puede ser extremadamente toxico, provocando sintomas como clorosis y
necrosis, o inhibicion del crecimiento de las raices y el tallo. A nivel celular, el exceso de
Cu puede inactivar y distorsionar la estructura proteica como resultado de su inevitable
union a proteinas. La toxicidad puede originarse por: (i) unién a los grupos tiol de las
proteinas, inhibiendo, por tanto, la actividad enzimatica o la funcidn de la proteina, (ii)
induccion de deficiencia de otros iones esenciales, (iii) alteracién de procesos de
transporte celular, y (iv) dafio oxidativo. Tanto la deficiencia como el exceso de Cu
pueden provocar desérdenes en el crecimiento y desarrollo de la planta (revisado por
Yruela, 2009).

La concentracion critica de Cu libre en el medio nutritivo (por debajo de la cual
ocurre deficiencia de Cu) oscila entre 107'* y 107! M. Las plantas habitualmente
encuentran un aporte variable de Cu en el suelo dado que, tipicamente, las
concentraciones de Cu en el suelo se encuentran en el rango de 107°-10° M, pero pueden
requerir aun solubilizar y reducir el metal. En la rizosfera, las actividades de las raices y
los microbios pueden influir en la movilidad quimica de los iones metalicos y, por
consiguiente, en la captacion por las plantas como consecuencia de alteraciones en el pH

del suelo o del C organico disuelto (revisado por Yruela, 2009).
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La mayoria de las leguminosas presentan otros sumideros de metales aparte de sus
tejidos vegetativos: los nddulos, en cuyo interior, los bacteroides llevan a cabo la SNF
gracias a la enzima nitrogenasa, que es muy sensible al O (apartado 3.6). Para regular los
niveles de Oz, los bacteroides sintetizan la citocromo oxidasa de tipo cbbs (apartado 3.6),
que contiene cofactores de Fe y Cu. Otras metaloenzimas también son criticas parala SNF,
como las que detoxifican los radicales libres que se generan en el ndédulo (Becanaet al.,
2010). Ademads, las enzimas de la desnitrificacion de los rizobios y los bacteroidesson
complejas metaloenzimas que requieren varios cofactores redox activos, como Fe, Mo
y/o Cu, para sus respectivas actividades (apartado 2.4). En definitiva, la variedad de
metaloproteinas y las altas concentraciones de Cu que requieren hacen de los nédulos uno
de los principales sumideros de metales en las leguminosas. De hecho, la disponibilidad
de metal limita la formacion y el desarrollo de los nddulos. Para evitar esto, las plantas
noduladas inducen una respuesta de deficiencia de metal para asegurar un aporte
adecuado de metales al nddulo. Esta respuesta indica asimismo que todos los metales
deben ser proporcionados por la planta huésped, en lugar de utilizar algin tipo de

reservorio de metal del rizobio (revisado por Gonzélez-Guerrero et al., 2016).

La habilidad del Cu para transitar entre dos estados de oxidacion (Cu* y Cu?"),
hace a este metal ideal como cofactor de enzimas redox que utilizan O, como sustrato. La
mayoria de las especies, desde bacterias a humanos, sintetizan una gran variedad de
cuproenzimas, entre ellas, amino-oxidasas, citocromo ¢ oxidasas, lacasas, metano
monooxigenasas, oxidasas multicobre, nitrito oxidasas, plastocianinas, superoxido
dismutasas y tirosinasas, que juegan papeles importantes en procesos celulares como
transduccién de energia, movilizacion del Fe y respuesta a estrés oxidativo (Grass et al.,
2011). En exceso, el Cu es altamente toxico para las células vivas, e interacciona con los
grupos tiol libres de las proteinas, desestabiliza los cofactores Fe-S, compite con otros
metales por los sitios de unidn, y promueve la formacion de especies reactivas del O. Por
consiguiente, las bacterias necesitan controlar estrechamente la homeostasis del Cu para
mantener su metabolismo y viabilidad (apartado 5.1). En base a la detallada revision de
Rademacher y Masepohl (2012), se distinguen 9 clases de reguladores transcripcionales
de respuesta a Cu representadas por los miembros fundadores de E. coli (clases 1-3; CueR,
CusRS, ComR), otras proteobacterias (clases 4 y 5; CopL, CorE), cianobacterias (clase 6;

BxmR) y bacterias Gram positivas (clases 7-9; CopY, CsoR, YcnK). La mayoria
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de los reguladores sensores de Cu descritos pertenecen a las clases 1 (CueR), 2 (CusRS),
7 (CopY) y 8 (CsoR).

CueR (clase 1) pertenece a la familia de activadores transcripcionales MerR
(Brown et al., 2003), los cuales exhiben una estructura en tres dominios: un dominio N-
terminal de union a ADN (que contiene un motivo hélice-giro-hélice [HTH]), un dominio
central de dimerizacion, y un dominio C-terminal de unién a efector. Muchos miembros
de la familia MerR responden a iones metalicos, como Hg?* (MerR), Zn?* (ZntR), Pb?*
(PbrR) y Cu* (CueR). Los activadores de tipo CueR se encuentran ampliamente
distribuidos entre las proteobacterias (Liu et al., 2007) y, aparte de E. coli, se han
identificado en y-proteobacterias como P. aeruginosa, Pseudomonas putida,
Pseudomonas fluorescens y Salmonella enterica, y en a-proteobacterias como
Agrobacterium tumefaciens y R. sphaeroides (revisado por Rademacher y Masepohl,
2012).

El sistema CusRS (clase 2) es un sistema de dos componentes. Tras la union del
efector, la quinasa sensora se autofosforila en un residuo conservado de His y, después,
transfiere ese grupo fosfato a un residuo de aspartato del regulador de respuesta. A
continuacion, el regulador fosforilado activa la transcripcion de sus genes diana. E. coli
posee 30 quinasas sensoras y 34 reguladores de respuesta, la mayoria de los cuales son
sistemas reguladores de dos componentes, incluyendo al sistema de respuesta a Cu CusRS
(Yamamoto et al., 2005). Estos sistemas CusRS también se han caracterizado en
proteobacterias como P. fuorescens, P. putida, Pseudomonas syringae y Helicobacter
pylori, la cianobacteria Synechocystis sp. PCC 6803, y la bacteria Gram positiva

Corynebacterium glutamicum (revisado por Rademacher y Masepohl, 2012).

El miembro fundador de la clase 7 es CopY de Enterococcus hirae. Esta clase esta
conformada por represores de respuesta a Cu pertenecientes a la superfamilia de
reguladores HTH (Solioz et al., 2010). Estos reguladores de tipo CopY se encuentran
ampliamente distribuidos entre las bacterias Gram positivas, pero estan ausentes
aparentemente en las bacterias Gram negativas (Liu et al., 2007). La implicacion de este
tipo de represores en la homeostasis del Cu no s6lo se ha demostrado en esta especie, sino
también en Enterococcus faecalis, Lactococcus lactis, Streptococcus mutans y

Streptococcus pneumoniae (revisado por Rademacher y Masepohl, 2012).
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La clase 8 la constituye el represor CsoR de Mycobacterium tuberculosis (Liu et
al., 2007) y, posteriormente, también se han encontrado este tipo de represores en las
bacterias Gram positivas Bacillus subtilis, Listeria monocytogenes, Staphylococcus
aureus y Streptomyces lividans. Se han predicho reguladores de tipo CsoR para muchas
proteobacterias, ademas de cianobacterias y deinococos (Liu et al., 2007). Hasta la fecha,
no existen evidencias que apoyen una regulacion de genes en respuesta a Cu por CsoR ni
en proteobacterias ni en cianobacterias. Sin embargo, se ha demostrado que CsoR
controla la homeostasis del Cu en Thermus thermophilus, que pertenece al filo
Deinococcus-Thermus, que se encuentra relacionado con especies de proteobacterias y
Gram positivas (Sakamoto et al., 2010). Aparentemente, los homologos de CsoR son los
principales reguladores de respuesta a Cu de un solo componente en los procariotas que
carecen de CueR (Liu et al., 2007).

Las estructuras cristalinas se han resuelto para la proteina CsoR de M. tuberculosis
(Liu et al., 2007), S. lividans (Dwarakanath et al., 2012) y T. thermophilus (Sakamoto et
al., 2010). CsoR constituye homodimeros en M. tuberculosis, mientras que en S. lividans
y T. thermophilus, origina tetrameros. Las estructuras de los tres reguladores son muy
similares. Ninguno contiene motivos de union a ADN conocidos, pero se ha sugerido que
esta funcion la desempefan grupos antiparalelos de 4 helices. Los tres reguladores unen
2 iones Cu* por dimero, y cada ion esta coordinado por un residuo del primer monémero
y dos residuos del segundo monémero. La coordinacién de los &tomos de Cu™ se lleva a
cabo por motivos C-H-C en M. tuberculosis (Cys*®-His®!-Cys®) y S. lividans (Cys’®-
His!®-Cys'®), mientras que, en T. thermophilus, se coordina por un motivo C-H-H
(Cys*-His"*-His®®).

La bacteria Gram positiva patogena de humanos M. tuberculosis contiene el
operon csoR-rv0968-ctpV, que codifica al represor CsoR, a una proteina hipotética
conservada (DUF1490), y a una ATPasa de Cu denotada como CtpV (Liu et al., 2007).
La transcripcion de este operdn se induce por Cu, lo que es consistente con la funcion
predicha para CtpV en la excrecion del exceso de Cu en condiciones de vida libre.
Adicionalmente, durante la infeccion de pulmones de raton, se induce la expresion de

ctpV, lo que sugiere que CtpV estéd implicada, ademas, en virulencia (Ward et al., 2010).
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A concentraciones bajas de Cu en el ambiente externo, CsoR libre de Cu reprime
la transcripcion del operén csoR-rv0968-ctpV mediante su unién a una secuencia
palindromica (GTAGCCCACCCC-Ns;-GGGGTGGGATAC), solapando con la regién
-35/-10. Cuando CsoR se une a Cu®, esta proteina se separa del ADN, lo que conduce a
la activacion del operdn (Liu et al., 2007).

Este represor, CsoR, también se ha encontrado recientemente en rizobios, aunque
se han publicado pocos estudios al respecto hasta la fecha. Concretamente, Liang y
colaboradores (2016) investigaron los mecanismos de resistencia a Cu en Bradyrhizobium
liaoningense, y caracterizaron funcionalmente un divergon csoR-cueA, codificante del
represor CsoR y de una fosfato-ATPasa transportadora de metales pesados, Ilamada
CueA. Estos autores determinaron que este divergon era crucial en la homeostasis del Cu,
y que también estaba involucrado en la resistencia frente a Zn y cadmio (Cd), por lo que
se trataria de un componente versatil de resistencia a metales. En otro trabajo, Lu y
colaboradores (2017) observaron una induccién de la respuesta especifica a estrés por
metales cuando se expuso a Cu (600 uM) una cepa de E. meliloti aislada de Medicago
lupulina, y entre los genes que se regularon positivamente, se encontraba un regulador

transcripcional de tipo CsoR.

53 El f lad e la desnitrificacid

Ademas del oxigeno y el NO, el cobre se perfila como un nuevo factor ambiental
implicado en el control de la desnitrificacion. De hecho, el requerimiento de Cu por parte
de la nitrito reductasa (NirK) y de la 6xido nitroso reductasa (NosZ) sugiere la implicacion

de este elemento en el metabolismo del NO y del N2O. En este contexto, en cultivos

bacterianos de P. denitrificans que carecian de Cu, se observo una acumulaciénde los
niveles de N2O (Felgate et al., 2012). Durante muchos afios, se ha considerado queel Cu
es un factor importante en la actividad de NosZ, pero analisis transcriptomicos recientes
han demostrado que, ademas, esta implicado en la regulacion del operdn nos a nivel de
expresion génica. Un estudio transcriptomico global llevado a cabo por Sullivany
colaboradores (2013) revel6 que la deficiencia de Cu no sélo afecta a la maduracién
funcional de la enzima Nos, sino que, ademas, ejerce un notable impacto sobre la
expresion génica en P. denitrificans, puesto que se encontrd una regulacién negativa del
gen nosZ en condiciones limitantes de Cu. Adicionalmente, encontraron que los niveles
de transcrito de nosZ en cepas mutantes nosC y nosR de P. denitrificans eran

significativamente mas elevados respecto a la cepa silvestre y similares tanto en Cu
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limitante como en condiciones de disponibilidad de Cu vy, lo que llevo a estos autores a
proponer que la represion de nosZ que se observaba en Cu limitante desaparecia en estas
cepas mutantes en respuesta a la disponibilidad de Cu. Por tanto, estos resultados sugieren
que NosC y NosR intervienen en la regulacion de nosZ en respuesta a Cu, aunque ain no
se ha identificado el mecanismo responsable de este control. En cultivos puros de la y-
proteobacteria P. stutzeri, una adecuada concentracion de Cu biodisponible (150 uM)
resultd en los niveles de transcripcion mas elevados de los genes nirS, norB y nosZ (Black
et al., 2016). Estos mismos autores confirmaron que existe un umbral 6ptimo de
concentracion de Cu que permite maximizar el consumo de N2O en P. stutzeri. Ademas,
sefialaron que un elevado nivel de Cu podia inhibir la reduccion de N2O a N2, y que la
biodisponibilidad de Cu podia influir tanto en la sintesis como en la actividad de las
enzimas Nir y Nos, asi como en la tasa de crecimiento de P. stutzeri, lo que implicaba que
podia ser posible usar la estequiometria para reducir las emisiones de N2O en suelos
agricolas. Esta idea ya fue propuesta por Richardson y colaboradores (2009) como posible
estrategia para mitigar las emisiones de N:O, la cual requiere un aporte adecuado de
micronutrientes esenciales para las reacciones redox, particularmente Fe, Mo y Cu.
Actualmente, se requiere ampliar el conocimiento acerca del papel del Cu en el proceso
de la desnitrificacion en general, y llevado a cabo por los rizobios en simbiosis con las

leguminosas en particular.
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Objetivos

La agricultura constituye una importante fuente del potente gas de efecto
invernadero 6xido nitroso (N2O) debido a la aplicacion en ocasiones abundante y no
sincronizada de fertilizantes nitrogenados a los cultivos. La fijacion bioldgica de No,
Ilevada a cabo por la simbiosis rizobio-leguminosa, puede ser una estrategia efectiva para
mitigar las emisiones de N2O. Sin embargo, determinados factores ambientales pueden
afectar a las emisiones de N2O derivadas de los cultivos de leguminosas. Estudios
realizados en el Grupo de Metabolismo del Nitr6geno en Bacterias Rizosféricas
(GMNBR, EEZ-CSIC) han demostrado que la presencia de nitrato resulta esencial para
las emisiones de N2O y, ademas, que la aplicacién de nitrato junto con encharcamiento
inducen notablemente estas emisiones en ndédulos de soja (Tortosa et al., 2015).
Asimismo, estos autores han demostrado la importancia de la desnitrificacion de B.
diazoefficiens en la liberacion de N2O por nodulos de soja. Sin embargo, al inicio de esta
Tesis Doctoral, se desconocia de qué manera el Cu podia modular las emisiones de N>O

generadas por estos nddulos.

Por otro lado, en el GMNBR también se investiga la simbiosis que la alfalfa
establece con la especie de rizobio E. meliloti. Esta simbiosis es relevante desde el punto
de vista agrondmico, ya que la alfalfa es el cultivo forrajero mas importante del mundo,
y el de mayor importancia superficial, productiva y econdmica a nivel nacional. Se conoce
que E. meliloti contiene todos los genes de la desnitrificacion, pero es incapaz de crecer
en condiciones desnitrificantes debido a una limitacion en la expresion de los genes nap
(Torres et al.,, 2014b). En este contexto, nuestro grupo ha demostrado que la
sobrexpresion de nap restaura la capacidad de dicho microorganismo de crecer en
condiciones andxicas a través de la desnitrificacion y, ademas, conlleva un drastico
aumento de las emisiones de N20O en cultivos de vida libre (Torres et al., 2018). En un
trabajo previo, Lecomte y colaboradores (2018) sugirieron que la desnitrificacion podia
mejorar la capacidad competitiva bacteriana en la rizosfera. Cuando comenzé esta Tesis
Doctoral, se desconocia si la expresion de nap podia afectar a la habilidad competitiva en
nodulacion de E. meliloti. Tampoco existian publicaciones que demostraran la emision de
N20 por nddulos de alfalfa, asi como los factores medioambientales implicados en dicha

emision, como nitrato, encharcamiento o disponibilidad de Cu.
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Aunque en el GMNBR se ha avanzado considerablemente en el estudio del control
de la desnitrificacion en respuesta a condiciones limitantes de oxigeno y presencia de
oxidos de nitrogeno (revisado por Salas et al., 2021), al comienzo de esta tesis, se
desconocia la influencia del Cu en el proceso de desnitrificacion en rizobios. Por ello, se
considero interesante abordar este estudio en el rizobio modelo B. diazoefficiens en vida
libre, ya que esta bacteria presenta dos enzimas desnitrificantes que contienen Cu como
cofactor, la nitrito reductasa NirK, y la 6xido nitroso reductasa, Nos. Ademas, se habian
publicado estudios en los que se sugeria la posible implicacién del Cu en la regulacion de
la expresion de los genes de la desnitrificacion en microorganismos desnitrificantes de
vida libre como P. denitrificans (Sullivan et al., 2013) o P. stutzeri (Black et al., 2016).
Adicionalmente, durante el desarrollo de dicho estudio, se identificé en el genoma de B.
diazoefficiens un gen putativo codificante de un represor en respuesta a Cu de la familia
CsoR, lo cual era algo novedoso en el momento de la tesis, ya que no se conocia la posible

implicacion de CsoR en la desnitrificacion de B. diazoefficiens.

En resumen, teniendo en cuenta los antecedentes presentados, se establecieron los

siguientes objetivos para el desarrollo de esta Tesis Doctoral (Figura 1):

1- Investigar el efecto del Cu sobre las emisiones de N2O producidas por nddulos

de soja (Capitulo 1).

2- Estudiar la capacidad de los nddulos de las raices de alfalfa de producir N2O en
respuesta a nitrato, limitacion de Oy disponibilidad de Cu, asi como la influencia de la

desnitrificacion de E. meliloti en dichas emisiones (Capitulo 2).

3- Analizar el papel del Cu en la regulacion de la desnitrificacion de cultivos en
vida libre de B. diazoefficiens. Investigar la implicacion del represor CsoR de respuesta a
Cu (Capitulo 3).

Objectives

Agriculture is a major source of the potent greenhouse gas nitrous oxide (N20)
due to the sometimes over and non-synchronized application of nitrogen fertilisers on
crop soils. Biological N> fixation carried out by rhizobium-legume symbiosis may be an
effective strategy to mitigate N2O emissions. However, certain environmental factors can
affect NoO emissions derived from legume crops. Studies performed by the Nitrogen
Metabolism Group in Rhizospheric Bacteria (GMNBR, EEZ-CSIC) have shown that the
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presence of nitrate is essential for N2O emissions and, additionally, that the application of
nitrate together with flooding conditions strongly induce these emissions by soybean
nodules (Tortosa et al., 2015). Moreover, these authors have also demonstrated the
importance of B. diazoefficiens denitrification in N.O release by soybean nodules.
However, at the start of this Doctoral Thesis, the way in which Cu could modulate N2O

emissions by these nodules was yet unknown.

Separately, the symbiosis established between alfalfa and the rhizobium species
E. meliloti is also investigated in the GMNBR. This symbiosis is relevant from an
agronomic point of view because alfalfa is the most important forage legume crop in the
world, and is considered the most extensive, productive and profitable forage crop in
Spain. It is well known that E. meliloti contains all the denitrification genes, but is unable
to grow under denitrifying conditions because of a limitation in nap genes expression
(Torres et al., 2014b). In this context, our group has shown that nap overexpression
restores the capacity of E. meliloti to grow anoxically through denitrification and also
contributes to increase drastically N.O emissions by free-living cultures (Torres et al.,
2018). In a previous work, Lecomte and colleagues (2018) suggested that denitrification
may improve competitiveness of soil bacteria in the rhizosphere. At the start of this
Doctoral Thesis, it was unknown if nap expression could affect the E. meliloti competitive
ability in nodulation. Evidences about the capacity of alfalfa nodules to release N20O, as
well as the environmental factors involved in these emissions, such as nitrate, flooding or

Cu availability, were also scarce.

Although the study in denitrification control in response to oxygen-limiting
conditions and nitrogen-derived oxides has reached a great advance in the GMNBR
(reviewed by Salas et al., 2021), at the beginning of this Doctoral Thesis, the influence of
Cu on denitrification by rhizobia was yet unknown. Thus, how Cu could affect B.
diazoefficiens denitrification under free-living lifestyle was considered as an interesting
issue to investigate since this bacterium harbours two Cu-containing enzymes, the nitrite
reductase NirK, and the nitrous oxide reductase, Nos, both of which use Cu as cofactor.
Furthermore, various studies have suggested the possible involvement of this
micronutrient in the regulation of denitrification genes expression in free-living
denitrifying microorganisms such as P. denitrificans (Sullivan et al., 2013) or P. stutzeri
(Black et al., 2016). In addition, during the development of this work, the presence of a

putative gene encoding a Cu-responsive repressor from the CsoR family was unveiled,
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and this was reported as a new finding, since there was no published information about
the possible involvement of CsoR in B. diazoefficiens denitrification.

In summary, taking in consideration the background presented here, the following

objectives were established in order to accomplish this Doctoral Thesis (Figure 1):

1- To investigate Cu effect in N2O emissions produced by soybean nodules
(Chapter 1).

2- To study the capacity of alfalfa nodules to produce N2O in response to nitrate,
oxygen limitation or Cu availability, as well as the influence of E. meliloti denitrification
in such emissions (Chapter 2).

3- To analyse the role of Cu in denitrification performed by B. diazoefficiens free-
living cultures. To investigate the involvement of the Cu-responsive repressor called
CsoR (Chapter 3).

Cu modulates N,O emissions from soybean root nodules (Chapter 1)

Alfalfa is the most relevant forage crop To reveal the role of Cu in the
in Spain regulation of B. diazoefficiens

denitrification

Chapter 2 Chapter 3
E. meliloti denitrification is Effect of Cu on expression of
involved in nodulation functional genes and proteins
effectiveness and N,O emissions associated with B. diazoefficiens
by alfalfa root nodules denitrification

Figure 1. Thesis organization.
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. Materiales

1.1. Cepas bacterianas v plasmidos

1.1.1. Cepas bacterianas

Material y Métodos

Las cepas empleadas en esta tesis, junto con sus caracteristicas mas relevantes, se

recogen en la siguiente tabla (Tabla 1):

Tabla 1. Cepas bacterianas.

pGUS3

Cepa | Caracteristicas relevantes Referencia

E. coli

DH5a. SUpE44, AlacU169, (@80 lacZAM15), Bethesda Research
5hsdR17, recAl, endAl, gyrA96, thi-1, Laboratories Inc.,
relAl Gaithersburg,

Maryland

S17.1 Sm' Spc' Tp'; thi, pro, recA, hsdR, Simon et al., 1983
hsdM, RP4Tc::Mu, Km::Tn7

E. meliloti

2011 Sm'; cepa silvestre (WT) Casse et al., 1979

1021 Sm'; otra cepa WT estrechamente Meade et al., 1982
relacionada con 2011

4002 Sm' Km"; cepa sobrexpresante de nap Torres et al., 2018
(WT 1021 que contiene pDS4002)

4004 Sm"Km'; WT 1021 que contiene Torres et al., 2018
pDS4004 (plasmido vacio derivado de
pDS4002)

4002-GUS3 Sm"Km"; 4002 que contiene pGUS3 Este trabajo

4004-GUS3 Sm'Km'; WT 4004 que contiene Este trabajo

2011mTn5STM.3.02.F08

Sm' Km'; napA::mini-Tn5

Pobigaylo et al., 2006

2011mTn5STM.5.07.B03

Sm" Km"; nosZ::mini-Tn5

Pobigaylo et al., 2006

B. diazoefficiens

USDA110 Cm" WT USA Dept. of
Agriculture (USDA),
Beltsville, Maryland
110spc4 Cm" Spc’; cepa WT resistente a Spcy Regensburger y
derivada de USDA110 Hennecke, 1983
GRPA1 Cm' Spc" Sm'; napA::Q Delgado et al., 2003
GRK308 Cm' Spc" Sm'; nirK::Q Velasco et al., 2001
GRC131 Cm"Km'; norC::aphll-PSP Mesa et al., 2002
GRZ3035 Cm' Spc" Sm'; nosZ::Q Velasco et al., 2004
ANosSR Cm' Spc'; mutante por delecion sin Bueno, E., coleccién
marcador de la cepa WT 110spc4 del grupo
BG0602 Cm' Tc"; USDA110::PnapE-lacZ Robles et al., 2006
RJ2498 Cm' Spc" Tc"; 110spc4::PnirK-lacZ Mesa et al., 2003
RJ2499 Cm' Spc' Tc"; 110spc4:: PnorC-lacZ Mesa et al., 2003
BG0301 Cm" Spc' Tc'"; 110spc4:: PnosR-lacZ Torres et al., 2017

AnosR-(pBG0301)

Cm" Spc’ Tc'; AnosR::PnosR-lacZ

Bueno, E., coleccién
del grupo
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Cepa | Caracteristicas relevantes Referencia
B. diazoefficiens (continuacion)
4030 Cm' Spc"; mutante en csoR (bsr0701) Este trabajo
por delecion sin marcador de la cepa
WT 110spc4
4030-BG0602 Cm' Spc' Tc'; 4030::PnapE-lacZ Este trabajo
4030-RJ2498 Cm' Spc' Tc'; 4030::PnirK-lacZ Este trabajo
4030-RJ2499 Cm' Spc' Tc'; 4030::PnorC-lacZ Este trabajo
4030-BG0301 Cm' Spc' Tc'; 4030::PnosR-lacZ Este trabajo
4030-BG0302 Cm' Spc' Tc'"; 4030::PnosZ-lacZ Este trabajo

1.1.2. Plasmidos

En la siguiente tabla (Tabla 2), se recogen los plasmidos empleados durante el

desarrollo de esta tesis:

Tabla 2. Plasmidos.

Plasmido Caracteristicas relevantes Referencia
pBBR1MCS-2 Km'; lacZ mob*, vector de clonacion Kovach et al., 1994
pK18mobSacB Km'; vector suicida Schéfer et al., 1994
pBl101 Derivado de pBIN19 provisto de un Clontech,
casete sin promotor del gen codificante Heidelberg,
de la B-glucuronidasa Alemania
pDS4002 Km'; fragmento de 4709 pb Torres et al., 2018
correspondiente al operon
napEFDABC de E. meliloti clonado en
pBBR1IMCS-2
pDS4004 Km'; pPBBR1MCS-2 vacio derivado de Torres et al., 2018
pDS4002
pGUS3 Km'; fusion traduccional entre PnfeD Garcia-Rodriguez y
(coordinados 2993-3345) y gusA en Toro, 2000
pBI1101
pDB4030 Sm" Km'"; pK18mobSacB con delecién Este trabajo
del gen csoR de B. diazoefficiens
(bsr0701)

Los oligonucleodtidos empleados durante el desarrollo de esta tesis se recogen en

la siguiente tabla (Tabla 3):

Tabla 3. Oligonucledtidos.

Oligonucledtido | Secuencia de ADN (5°—3’) | Referencia

gRT-PCR

bsr7036 (napkE)_for_4 GCCTTCCTGTTCCTGAC Torres et al.,
2014a

bsr7036 (napE)_rev_4 CCGGCAAACATCTGGTAGA Torres et al.,
2014a
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Oligonucledtido | Secuencia de ADN (5’—3°) | Referencia
qRT-PCR (continuacion)
nirk_for_6 AGCCTTCACCGACACCGAAGAG Torres, M. J.,
coleccion del
grupo
nirk_rev_6 GAGCGCATTCTTGCCGGTAAGC Torres, M. J.,
coleccion del
grupo
norC_3 for GCAGATGCCGCAGTTCAAC Torres et al.,
2014a
norC_3 rev TGATCGTGCTCACCCATTG Torres et al.,
2014a
nosR_gRT-PCR_F ATGATCCAGGTGCGGCTGAAG Torres et al.,
2017
nosR_gRT-PCR_R CCGGCTGTGATGATTGTGTTCG Torres et al.,
2017
16S_gRT _for GCAGGCTTAACACATGCAAGTC Torres et al.,
2017
16S_gRT _rev AGGTACGTTCCCACGCGTTACTC Torres et al.,
2017
Construccion de la cepa 4030 de B. diazoefficiens
csoR_Up_For_Xbal ACATCTAGATCATGTCGGCGAGTTCGGGATTGG Este trabajo
csoR_Up_Rev_BamHI AAAGGATCCCTTGATGTCCTTGCGCATGCCGTC Este trabajo
csoR_Down_For_BamHI | AAAGGATCCTGATCGGACGGGCGGAAAGGTAG Este trabajo
csoR_Down_Rev_EcoRlI AAAGAATTCTGCACTGGGCCGACAAGCAGAAG Este trabajo
pSRKC1 F ATGCTTCCGGCTCGTATG Cabrera, J. J.,
coleccién del
grupo
pK18 4 CTGCGCAACTGTTGGGAAGG Cabrera, J. J.,
coleccién del
grupo
csoR_IN_For CTGAAGGACCACGTCGCCCATTG Este trabajo
Kan5 ACAGGATGAGGATCGTTTCG Coleccion del
grupo
Kan6 AATATCACGGGTAGCCAACG Coleccion del
grupo
1.3. Medios de cultivo

En la Tabla 4, se detallan los medios de cultivo empleados durante el desarrollo

de esta tesis:
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Tabla 4. Medios de cultivo.

Medio de cultivo Composicion Utilidad | Referencia
E. coli
NacCl, 5 g; triptona, 10 g; Medio para el
LB (Luria-Bertani) extracto de levadura, 5 g; cultivo rutinario Miller, 1972
agua destilada, 1 L; pH 7 de E. coli
E. meliloti
Triptona, 5 g; extracto de Medio para el Beringer, 1974
TY (Tryptone-Yeast levadura, 3 g; CaCl,-2H0, cultivo rutinario
extract) 0,5 g; agua destilada, 1 L; de E. meliloti
pH7
KH2P04, 0,3 g, KzHPO4,
0,3 g; MgSO47H:0, 0,15
g; NaCl, 0,05 g; L-
MM (Minimal glutamato monosodico, 1,1 Medio minimo Robertsen et
Medium) g; manitol, 10 g; para E. meliloti al., 1981
CaCl>-2H-0, 0,05 g;
FeCls-6H-0, 0,006 g; agua
destilada, 1 L; pH 7
Igual que MM, pero Medio minimo
MMN suplementado con 10 mM para el cultivode | Robertsen et
KNOs E. meliloti en al., 1981
microaerobiosis
B. diazoefficiens
KH,PQO,4,0,3 g, K:HPO,, 0,3
g; CaCl>2H20, 0,005 g;
MgSQO47H-0, 0,1 g; Medio para el
PSY (Peptone-Salt- extracto de levadura, 1 g; cultivo rutinario Mesa et al.,
Yeast extract) peptona, 3 g; solucion 100x de B. 2008

de elementos traza, 10
mL®; L-arabinosa, 1 g®;
agua destilada, 1 L; pH 7

diazoefficiens

BVM (Buffered
Vincent Minimal

KH2PO4, 2 g; KoHPO4, 2 g;
NH.CI, 0,84 g;
MgSO,4-7H20, 0,25 g;
CaCl,2H,0, 0,068 g;

Medio minimo
para el cultivo de

Vincent, 1970

medium) FeCls-6H-0, 0,01 g; B. diazoefficiens
MOPS, 2,09 g; L-
arabinosa, 3 g®; solucion
1000x de elementos traza, 1
mL®; agua destilada, 1 L;
pH 6,8®
Medio minimo
para el cultivo de
Igual que BVM, pero B. diazoefficiens
BVMN® suplementado con 10 mM en Vincent, 1970
KNO3 microaerobiosis y
diferentes

condiciones de Cu
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@D La composicion de la solucion 100x de elementos traza empleada para PSY se

especifica a continuacion:

H3BO3....oeeeeeeess 19
ZnSO4TH20. .. cooovivieeiie, 0,19
CuSO45H20... ..coovveveee, 0,05¢g
MnCl-4H20... ..c.coveeirennn 0,059
NazMoO4-2H20... ....ccvvvnneeee 0,01g
FeCl3-6H20... ..ovvverrresrenne. 0,1g
Agua destilada ...........ccccevenneee 1L

@ para el medio PSY, tanto liquido como solido, se afiadié 1 g de L-arabinosa para que
la concentracion final fuera del 0,1%. Para ello, previamente, se prepard una solucion de
L-arabinosa al 10% (5 g en 50 mL de agua destilada), la cual se filtr6 usando filtros
Minisart® NML (Sartorius, Gotinga, Alemania) de 0,2 um de diametro del poro. A
continuacion, tras autoclavar el medio de cultivo, se afiadieron 10 mL de la solucion al
10% a 1 L de medio.

® Para los medios BVM y BVMN, se afiadieron 3 g de L-arabinosa para que la
concentracion final fuera de 20 mM. Para ello, se prepard una solucion 1 M de L-
arabinosa (15,013 g en 100 mL de agua destilada), la cual se filtr6 como se especifica en
@, A continuacion, tras autoclavar el medio de cultivo, se afiadieron 20 mL de la solucion
1 MalL de medio.

@ La composicion de la solucion 1000x de elementos traza empleada para BVM y BVMN

se especifica a continuacion:

H3BO3 ..o 0,145 ¢
ZnSO47TH20... cccoiiiiiieee 0,108 g
CuSO4-5H20.....oceiiiiiiaanen 0,005 ¢
MNCl-4H20... wovovvvvereeeene. 0,004 g
NazMoO42H20.....covvveeeens 0,125¢
FeSO47H20... ccooviiivieeie. 0,125¢g
COSO4TH20. .. covoeveeeeerereane. 0,07 g
NTA (nitrilotriacetato)................... 790
Agua destilada...........c.cccvveeiiiinnnn. 1L
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®) Los medios BVM y BVMN se ajustaron a un pH de 6,8 afiadiendo gotas de una
solucion de NH4OH 2 M.

©® El medio BVMN se empled para el crecimiento microaerébico (y anaerébico) en
distintas condiciones de Cu. Las condiciones de Cu utilizadas en este trabajo fueron Cu
limitante (denotado como Cu-L), Cu estandar (denotado como Cu-S) y alto Cu (denotado
como Cu-H):

Para preparar el medio BVMN con Cu-L, la receta seguida fue la que se especifica
en la Tabla 4, pero eliminando el CuSO4-5H20 de la solucion 1000x de elementos traza
y, ademas, afiadiendo 10 mL de una solucién 100 mM de sal sédica de L-ascorbato como
agente reductor de Cu(ll), y 10 mL de una solucién 1 mM de sal disodica bihidratada de
BCS (del inglés, bathocuproinedisulfonic acid) como agente quelante de Cu(l).
Previamente, fue necesario tratar todo el material de vidrio que se iba a emplear en la

preparacion y conservacion de este medio de cultivo con HCI0,1 M durante toda la noche.

El medio BVMN con Cu-S se prepard tal y como se detalla en la Tabla 4. La

concentracion de Cu de este medio es de 0,02 uM.

El medio BVMN con Cu-H se preparé como se especifica en la Tabla 4, con la
salvedad de que, en este caso, se afiadio una concentracion de CuSO4-5H20 de 13 uM
(0,003 g en 1 L de BVMN). Paraello, se prepard una solucion de CuSO4-5H2O de 5 g-L™!
(la cual se filtré previamente a su uso), afiadiendo al medio de cultivo un volumen de 650

uL de dicha solucion concentrada.

Para preparar los medios sélidos, se afiadié agar bacteriologico a una

concentracion de 15 g-L! tras haber medido el pH y antes de esterilizar.

La esterilizacion de todos los medios de cultivo empleados se llevo a cabo en un
autoclave a 121 °C durante 20 min. Posteriormente, se afiadian la L-arabinosa y/o los

antibioticos correspondientes en el caso de que fuera necesario.

1.4. Antibioticos

La adicion de antibioticos a los medios de cultivo se realiza a partir de soluciones
concentradas de los mismos en agua destilada, habiéndolas filtrado previamente
utilizando el mismo tipo de filtros usado para las soluciones de L-arabinosa. La

concentracion final de los diferentes antibiéticos se indica en la Tabla 5:
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Tabla 5. Antibi6ticos.

Material y Métodos

Cultivos de B. Cultivos de E. Cultivos de E.
diazoefficiens meliloti (liquidos | coli (liquidos
(ng'mL™") y solidos) y solidos)
Nombre Liquido Sélido (ng'mL™) (ng'mL™)
Espectinomicina | Spc 100 200 - 25
(CAS: 1695-77-8)
Estreptomicina Sm 100 200 200 25
(CAS: 57-92-1)
Tetraciclina* Tc 25 50 - 10
(CAS: 60-54-8)
Kanamicina* Km 100 200 200 25
(CAS: 25389-94-0)
Ampicilina Ap - - - 200
(CAS: 69-53-4)
Cloranfenicol** | Cm 20 20 - 50
(CAS: 56-75-7)

* La solucion concentrada de Tc se preparé en metanol:agua (1:1) o metanol absoluto

dependiendo de la concentracién de la misma (1 o 10 mg-mL™!, respectivamente). El

antibiético kanamicina, en realidad, se encuentra en la forma de sulfato de kanamicina.

** Para la solucién concentrada de cloranfenicol, se utilizo etanol.

Il. Métodos microbiologicos
o ion d | :

La conservacion de las diferentes cepas se realizO segin la metodologia

establecida en nuestro grupo de investigacion:

1. Para la preparacion de los cultivos, inocular 5 mL de LB, 20 mL de TY o0 20 mL

de PSY con una sola colonia aislada procedente de placa fresca de E. coli (< 7

dias), E. meliloti (< 10 dias) o B. diazoefficiens (< 14 dias), respectivamente,

afiadiendo asimismo los antibidticos correspondientes.

2. Incubar a 37 °C durante 16 h para E. coli 0 a 30 °C durante 3-4 dias para E. meliloti

0 4-5 dias para B. diazoefficiens.

3. Centrifugar a 7000 rpm durante 8 min a 4 °C.
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4. Lavar los sedimentos (0 pellets) una vez con medio sin antibiotico.

5. Anadir glicerol estéril a criotubos vacios para alcanzar una concentracion final del
50% una vez se transfieran las células.

6. Resuspender los pellets en 2,25 mL del medio correspondiente sin antibidtico.

7. Alicuotar cada cepa en tres criotubos, de los cuales, uno se destind para su

conservacion a —20 °C y los otros dos, para la colecciéon a —80 °C del grupo.

Para el transporte y envio de cepas bacterianas a otros laboratorios, se inoculan
criotubos con medio de cultivo sélido LB para E. coli o PSY para B. diazoefficiens en

pico de flauta, suplementado con los antibioticos adecuados.

2.2, Cultivo de células
2.2.1. Siembra en placa de Petri

Las diferentes cepas de E. coli, B. diazoefficiens o E. meliloti a emplear se
siembran en placa a partir de los criotubos conservados a—20°C o a —80 °C. Tras preparar
las placas con el medio y los antibioticos adecuados, se sumerge el asa de siembra en el
criotubo correspondiente y la gota atrapada se siembra formando tres estrias. Finalmente,

estas placas se incuban a 30 °C durante 5-7 dias.
2.2.2. Cultivos en medio liquido

2.2.2.1. Precultivos aerdébicos

Tras el crecimiento de las estrias en las placas, se preparan cultivos liquidos en
medio rico a modo de precultivos. Para ello, tubos de 17 mL con 5 mL de LB o matraces
de 100 mL con 25-30 mL de TY o PSY suplementado con los antibioticos
correspondientes se inoculan con una colonia aislada de la placa pertinente. A
continuacion, se incuban a 37 °C durante toda la noche para E. coli 0 a 30 °C durante 3-4
dias para E. meliloti 0 4-5 dias para B. diazoefficiens en un agitador orbital a 170 rpm
hasta alcanzar una densidad Optica a 600 nm (ODeoo; del inglés, optical density at 600
nm) de 1.

2.2.2.2. Cultivos aerdbicos

Los cultivos aerdbicos, en esta tesis, tan solo se prepararon para B. diazoefficiens
y en tubos de ensayo de 17 mL. Estos cultivos se inician a partir de los precultivos
liguidos. En primer lugar, los precultivos se centrifugan a 7000 rpm durante 8 min,

primero, para sedimentar las células y, después, para lavar las células 2 veces con medio
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minimo BVM(N) sin antibiotico, resuspendiendo finalmente el pellet obtenido en 5 mL
de medio. A continuacidn, a partir de la resuspension obtenida, tubos de 17 mL con 3 mL
de medio BVM(N) se inoculan con la cepa correspondiente de B. diazoefficiens a una
ODsoo de 0,05. Estos tubos, finalmente, se incuban durante 7 dias a 30 °C, monitorizando

diariamente la densidad Optica de los cultivos para construir curvas de crecimiento.

2.2.2.3. Cultivos microaerdbicos

Los cultivos microaerébicos de E. meliloti en MMN o de B. diazoefficiens en
BVM(N) se inician a partir de los precultivos liquidos, al igual que los aerébicos. Tubos
de 17 mL con 3 mL de medio, 0 matraces de 100, 250 o 500 mL con 25, 50 0 100 mL de
medio, respectivamente, se inoculan con la cepa correspondiente a una ODeoo de 0,05 a
partir de la resuspension obtenida de los precultivos tras las centrifugaciones mencionadas
en el subapartado anterior. A continuacion, se coloca un tapon de goma perforable a cada
tubo o a cada matraz, fijandolo con cinta Parafilm® a la boca del vial correspondiente, y
se gasean con una mezcla de 2% (v/v) Ozy 98% (v/v) Nz durante 5 min para tubos de 17
mL y matraces de 100 mL, 10 min para matraces de 250 mL, o 15 min para matraces de
500 mL, conservando en todos los casos la proporcion 1:5 entre fase liquida y fase gaseosa
(Figura 1). Durante el gaseo, se utilizan filtros Minisart® NML (Sartorius) de 0,2 um de
didmetro del poro paraevitar la entrada de contaminacion externaa traves del flujo de gas.
Los tubos solo se inocularon con B. diazoefficiens y se incubarondurante 7 dias para llevar
a cabo curvas de crecimiento y/u otras determinaciones a lo largo del periodo de
incubacién, como consumo de nitrato o acumulacién de nitrito en elmedio de cultivo o
emision de N>O mediante cromatografia de gases. Los matraces inoculados con B.
diazoefficiens se incuban a 30 °C durante 2 dias para extraccién de ARN, o durante 3 dias
para aislamiento de las fracciones celulares o para ensayos de actividades enzimaticas.
Los matraces inoculados con E. meliloti, los cuales fueron tnicamente de 100 mL con 25
mL de MMN, se incubaron a 30 °C durante 5 dias hasta una ODeoo aproximada de 0,2

para usarlos posteriormente en ensayos de cinética de nodulacion o de competitividad.
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— : _
A ' 1Y B . 4

Figura 1. Gaseo de cultivos microaerdbicos en diferentes viales empleados en esta tesis. (A) Gaseo de
matraces de 500 mL. (B) Gaseo de tubos de 17 mL.

2.2.2.4. Cultivos anaerébicos

Los cultivos anaerdbicos tan solo se prepararon para B. diazoefficiens y en tubos
de ensayo de 17 mL. Estos cultivos se inician a partir de los precultivos liquidos, al igual
que los aerdbicos y microaerobicos. Tubos de 17 mL llenos hasta poco menos del borde
con medio BVM(N) se inoculan con la cepa correspondiente a una ODsoo de 0,05 a partir
de la resuspension obtenida de los precultivos tras las centrifugaciones mencionadas
previamente. Dichos tubos se incuban a 30 °C durante 7 dias, monitorizando diariamente

la densidad optica de los cultivos para construir curvas de crecimiento.

Para este protocolo, se necesita preparar previamente las siguientes soluciones:

v' Tampon de lavado: Tris-HCI 40 mM; KCI 150 mM; pH 7; 4 °C

v' Tampén SET: Tris HCI 100 mM (pH 8); EDTA 3 mM; sacarosa 500 mM; EDTA:
ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt dihydrate (CAS: 6381-92-6)

v/ Tampo6n de fraccionamiento: tampon de lavado provisto de AEBSF 1 mM;
ADNasa | 20 pgmL™!'; AEBSF: 4-(2-aminoethyl)benzenesulfonyl fluoride
hydrochloride (CAS: 30827-99-7)

Los cultivos celulares de B. diazoefficiens se centrifugaron a 7000 rpm durante 8

min a 4 °C y se lavaron 2 veces con tampon de lavado.

Para la obtencion de proteinas periplasmicas, se siguid un protocolo descrito
previamente (Delgado et al., 2003; Felgate et al., 2012), que tomaron como referencia el

protocolo establecido por McEwan y colaboradores (1984). El protocolo es el siguiente:
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Resuspender el pellet resultante en 10 mL de tampén SET y afadir 1 mg:mL ™! de
lisozima.

Incubar las células durante 2 h a 30 °C.

Centrifugar las células a 9000 rpm durante 10 min para separar la fraccion
periplasmica de los esferoplastos.

Transferir el sobrenadante, que contiene las proteinas periplasmicas, a tubos
Amicon® Ultra de 3 kDa de limite de peso molecular (molecular weight cut-off,
MWCO), y centrifugar seguidamente a 7000 rpm durante 20 min a 20 °C.
Completar hasta un volumen de 4 mL con tampo6n SET.

Transferir ese volumen a tubos Amicon Ultra de 10 kDa de MWCO vy centrifugar
a 7000 rpm durante 20 min a 4 °C para aislar especialmente NirK (37 kDa) y NosZ
(67 kDa).

Transferir el volumen resultante a un tubo de microcentrifuga, completando con
tampon SET hasta 250 pL, y concentrando las proteinas lo maximo posible de esta

manera. Conservar las alicuotas asi obtenidas a —20 °C hasta su uso.

Para la obtencion de las fracciones citosolica y de membrana, los pellets de

esferoplastos se resuspendieron en 2 mL de tampon de fraccionamiento. A continuacion,

las células se rompieron por diferencia de presion mediante el uso de una prensa de French

(SLM Aminco, Maryland, EEUU), segun la metodologia indicada por Fernandez-Lo6pez

y colaboradores (1994):

1.

Antes de proceder a la ruptura celular, mantener en frio la célula de la prensa de
French en una camara frigorifica.

Ensamblar la célula el dia de su uso, la cual consta de piston, émbolo, tapa, llave
y grifo.

Transferir la suspension celular a la célula de la prensa.

Lisar las bacterias aplicando una presion constante de 120 MPa y dejando salir la
suspension lentamente a través del grifo. Repetir este proceso 3 veces.
Centrifugar el homogenado resultante a 10000 rpm durante 10 min a 4 °C para
sedimentar las células que no se hayan lisado.

Centrifugar el sobrenadante libre de esas células a 70000 rpm en una
ultracentrifuga Optima Max (Beckman Coulter Inc., Brea, California, EEUU)

durante 1 h a 4 °C para separar las membranas del citosol. El sobrenadante
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resultante se considera la fraccion citosoélica, y el sedimento translicido, la
fraccion particulada o de membrana.

Sustraer el sobrenadante y transferirlo a tubos de microcentrifuga.

Resuspender el sedimento de membrana en 70 uL de tampdn de lavado con ayuda
de una varilla de vidrio y transferirlo a un tubo de microcentrifuga.

Guardar las muestras de citosol y de membrana asi preparadas a —20 °C hasta su

uso.

I11. Métodos analiticos

3.1. Determinacidén de actividad B-galactosidasa

Para este protocolo, se necesita preparar previamente las siguientes soluciones:

Tampon Z: Na;HPO42H,0O 60 mM; NaH:PO4-H.O 40 mM; KCI 10 mM;
MgSQO4-7H20 1 mM; SDS 0,01%; B-mercaptoetanol 50 mM (estos dos ultimos se
pueden afadir el dia de su uso); H2O destilada

Solucion de ONPG: 2-nitrofenil B-D-galactopirandsido (CAS: 369-07-3), 4
mg-(mL de tampdn fosfato)™

Tampon fosfato: preparar, por un lado, solucion A: Na;HPO4-2H20 0,1 M, 1,245
g en 70 mL H20 'y, por otro lado, solucion B: NaH2PO4-H.O 0,1 M, 0,689 g en 50
mL H.O; mezclar 61 mL de A y39 mL de B

Solucion de carbonato sodico: Na,COs 1 M en H20 destilada

La actividad B-galactosidasa se determind siguiendo el método descrito por

Cabrera y colaboradores (2016) que, a su vez, se basa en el método descrito por Sambrook

y Russell (2001). El protocolo seguido se detalla a continuacién:
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1.
2.

Medir la ODsoo de los diferentes cultivos.

Tomar una alicuota de 1 mL de cada cultivo, y transferirla a un tubo Falcon™
vacio de 15 mL.

En la campana de extraccion, afiadir 1,5 mL de tampdn Z 'y 70 uL de cloroformo
a cada tubo.

Una vez cerrados los tubos, agitar en vortex durante 15 s, de tal manera que la
solucion debe volverse turbia y blanquecina.

Dejar reposar durante 5-10 min a temperatura ambiente siendo tiempo suficiente

para que el cloroformo precipite en el fondo del tubo.
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6. Tomar 3 alicuotas de 500 uL cada una de cada tubo de centrifuga Falcon™,
transfiriéndolas a tubos de microcentrifuga nuevos, teniendo cuidado de no
arrastrar restos de cloroformo.

7. Preparar la solucion de ONPG en tampén fosfato, cubriéndola con papel de
aluminio para que no incida la luz directamente sobre ella.

8. Afiadir 100 pL a cada tubo, iniciando el cronometraje de la reaccion
inmediatamente después de afiadir el reactivo al primer tubo.

9. Incubar a 30 °C durante 5-20 min, dependiendo de la fusion transcripcional
analizada. En todos los casos, el tiempo de incubacidn depende de la aparicion de
color amarillo.

10. Detener la reaccion a los 5-20 min de incubacion afiadiendo 200 pL de solucion
de carbonato sodico una vez que el color amarillo se vuelva evidente a simple
vista sin que se oscurezca demasiado para no subestimar la actividad enzimatica.

11. Centrifugar todos los tubos a 12000 rpm durante 10 min a 4 °C.

12. Sustraer 200 pL de cada tubo y transferirlos a pocillos individuales de una placa
ELISA, midiendo la densidad 6ptica a 420 nm (ODa20) y 550 nm (ODsso) en un

lector de placas ELISA utilizando los filtros correspondientes.
Para los calculos de la actividad B-galactosidasa en Unidades Miller (MU, del
inglés, Miller Units), se emplea la siguiente formula matematica:

MU = 1000-(0D420-0D550) , donde:

Volumen celular(mL)-tiempo de reaccién(min)-0D600 final del cultivo

e ODasyes la densidad oOptica de la muestra a 420 nm, que se tiene en cuenta para
cuantificar la intensidad del color amarillo.

e ODssoes la densidad optica de la muestra a 550 nm, que sirve para determinar la
existencia de restos celulares que podrian haber sido arrastrados durante el
proceso.

e Volumen celular se refiere al volumen de células presente en cada alicuota de 500
uL, y debe expresarse en mL.

e Tiempo de reaccion se refiere al tiempo de reaccion de todos los tubos, el cual
finaliza cuando se afiade el carbonato sdédico a cada tubo de reaccion
individualmente; el tiempo de reaccion debe ser el mismo para todos los tubos. Se

expresa en min.
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e ODeoo final del cultivo se refiere al valor de ODsoo medido previamente en el
espectrofotometro antes de sustraer 1 mL de cada cultivo.

Las MU también se pueden expresar por mg de proteina, en cuyo caso, la formula

matematica es similar a la anterior:

MU = 1000-(0D420—0D550) _donde 0,0045 se

- 0,0045-Volumen celular(mL)-tiempo de reaccién(min)-[proteinal(mg/mlL)

corresponde con la absorbancia de 1 nmol de ONPG.

3.2. Determinacidén de proteina

Para este protocolo, se necesita preparar previamente las siguientes soluciones:

v Solucién de lisis: NaOH 1 M en H,0 destilada

v" Solucién Bradford: reactivo de Bradford (Bio-Rad, Hercules, California, EEUU),
mezcla 1:5 en H20 destilada

v" Solucion patron de BSA: alblimina de suero bovino (BSA, del inglés, bovine
serum albumin), 100 ug-mL"! H,O; dicha solucién se prepara en fresco a partir de

otratambién en fresco de 2 mg-mL™!

La determinacion de proteina en extractos celulares o en bacteroides aislados de
nodulos se llevd a cabo mediante el método colorimétrico descrito por Bradford (1976).

El protocolo empleado es el siguiente:

1. Afadir solucién de lisis a las alicuotas pertinentes.

2. Incubar durante 20 min en Termoblock a 100 °C o en agua hirviendo.

3. Centrifugar a 12000 rpm durante 5 min.

4. Durante los pasos 2 y 3, preparar una curva estandar construida con
concentraciones crecientes de BSA a partir de la solucion patron. La recta patrén
se compone de las siguientes concentraciones (ug'mL™!): 0, 4, 8, 12, 16, 20.

5. Afadir a cada pocillo alicuotas de muestra convenientemente diluidas y, después,
160 pL de solucion Bradford.

6. Medir la ODsgs de cada muestra en placa ELISA.

7. Extrapolar los valores de concentracion a partir de los datos de ODsgs de las

muestras utilizando la recta patrén preparada en el paso 4.
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3.3 Determinacion de nitrato (NOs) v nitrito (NO>))

v

Para este protocolo, se necesita preparar previamente las siguientes soluciones:

Solucién de sulfanilamida: sulfanilamida, 10 g en 200 mL de HCI concentrado
(12 N); enrasar hasta 1 L con H>O destilada; cubrir con papel de aluminio para
protegerla de la luz y conservar a 4 °C

Solucion de NNEDA: N-(1-naphthyl)ethylenediamine dihydrochloride (CAS:
1465-25-4), 200 mg-L~! (0,77 mM); cubrir con papel de aluminio para protegerla
de la luz y conservar a 4 °C

Solucion patron de NaNOz 100 uM: NaNO2 100 mM en H»O destilada; a partir de
ésta, se prepara otra de 100 uM

Estas determinaciones se llevaron a cabo mediante ensayos colorimétricos

descritos originalmente por Hageman y Hucklesby (1971), los cuales se basan en la

reaccion de diazotacion que tiene lugar entre el NO2 vy los reactivos sulfanilamida y
NNEDA.

Para la determinacion de NO2 en el sobrenadante, se sigue el protocolo

especificado a continuacion:

v

Afadir a las muestras un volumen de sulfanilamida, seguido de un volumen de
NNEDA.

Incubar a temperatura ambiente durante 20 min en oscuridad, apareciendo un
color rosaceo o violaceo en funcion de la concentracion de NO ™ presente.
Transferir 300 mL de cada muestra a pocillos individuales de una placa ELISA.
Medir la ODsso en el lector de placas ELISA.

Extrapolar los valores de concentracion de NO2 ™ a partir de los datos de ODsso de
las muestras utilizando una curva estandar construida con concentraciones
crecientes de NaNO- a partir de la solucion patron 100 mM. Dicha recta patron se

compone de las siguientes concentraciones (mM): 0, 20, 40, 60, 80 y 100.

La determinacion de NOs™ en el sobrenadante se realizé mediante el empleo de un

kit para medir nitrato y nitrito (nimero de catdlogo #23479-1KT-F, Merck, Darmstadt,

Alemania), de acuerdo a las instrucciones del fabricante, y basado también en esta

reaccion de diazotacion.
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3.4. Determinacion de éxido nitroso (N2O)

La determinacion de N2O se llevd a cabo en cultivos microaerébicos de B.

diazoefficiens a lo largo de 7 dias o en nédulos aislados en viales SUPELCO® cerrados

herméticamente (este ultimo caso se explica mas adelante). La produccién de N.O se

efectu6 mediante cromatografia de gases utilizando un cromatdgrafo Hewlett Packard

HP-4890D equipado con un detector de captura de electrones (Hewlett-Packard, San José,

California, EEUU). El protocolo seguido fue el que se detalla en Torres y colaboradores

(2014b). La columna estaba empaquetada con malla Porapak Q 80/100. Se emple6 N:

como gas portador circulando a una tasa de flujo de 23 mL-min"!. Las temperaturas del

inyector, la columna y el detector fueron de 125, 60 y 375 °C, respectivamente. Tras

establecer todos estos pardmetros, el protocolo se divide en los siguientes pasos:

1. Tomar muestras gaseosas del espacio de cabeza de los cultivos después de 1, 2, 3,

6 y 7 dias de incubacién e inyectarlas manualmente en el cromatégrafo usando
jeringas herméticas BD Microlance™ 3.

Los picos correspondientes al NoO se integran usando el software de GC
ChemsStation (Agilent Technologies, Santa Clara, California, EEUU), y los
valores obtenidos se emplean para calcular la concentracion de N2O en cada
muestra mediante extrapolacion usando una curva patron elaborada con un
estandar de N.O al 2% (v/v) (Air Liquid, Paris, Francia) e incluyendo los
siguientes volimenes de gas: 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1 mL.

Determinar la concentracion total de N.O teniendo en cuenta el N2O del espacio
de cabeza y el disuelto en la fase liquida, aplicando el coeficiente de solubilidad

de Bunsen para este Ultimo caso, el cual resulta ser del 47,2% a 30 °C.

35 inacion d ividad ..
3.5.1. Actividades nitrato (NR, EC 1.7.99.4) y nitrito reductasa (NIR, EC 1.7.2.1)
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Para este protocolo, se necesita preparar previamente las siguientes soluciones:

v" Mezcla NR: Tampdn Tris-HCI 20 mM (pH 7,5); KNO3z 20 mM; metil viol6geno

(MV*) 0,4 mM; completar con H2O destilada

v" Mezcla NIR: Tampén Tris-HCI 20 mM (pH 7,5); NaNO; 0,2 mM; MV™ 0,4 mM;

completar con H20 destilada

v" Solucién de ditionito sodico: Na2S;04 46 mM en Tris-HCI 50 mM (pH 7,5);

preparar en fresco y mantener en hielo en todo momento
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Solucion de sulfanilamida
Solucion de NNEDA
Solucion patron de NaNO; 100 uM

La determinacion de la actividad NR dependiente de MV* (MV*-NR) se realiz6

tanto en células de B. diazoefficiens cultivadas microaerdébicamente en vida libre como en

bacteroides aislados de nddulos de soja y alfalfa (la técnica en bacteroides se describemas
adelante). La determinacion de actividad NIR dependiente de MV* (MV*-NIR) se llevo a

cabo en cultivos microaerobicos de vida libre de B. diazoefficiens o en bacteroidesaislados

de nodulos de soja y alfalfa (la técnica en bacteroides se describe mas adelante).Para

ambas técnicas, se tomé como referencia el protocolo descrito por Delgado y

colaboradores (2003); en ambos casos, el procedimiento es similar y se fundamenta en la

reaccion de diazotacion mencionada en el apartado 3.3:

1.
2.

10.

Sedimentar las células por centrifugacion a 7000 rpm durante 8 min a 4 °C.

Lavar el pellet 4-5 veces con tampon Tris-HCI 50 mM (pH 7,5) con el fin de
eliminar todo el posible NO>™ acumulado en el medio de cultivo.

Resuspender el pellet final en 0,5-1 mL del mismo tampdn.

Para la actividad MV*-NR, dispensar 50 uL de la mezcla de reaccién NR en tubos
de microcentrifuga, de tal manera que cada uno contenga 200 uM del donador de
electrones MV* y 10 mM de KNQOs. Para la actividad MV*-NIR, dispensar 50 pL
de la mezcla de reaccion NIR, de tal manera que cada uno contenga 100 uM
NaNO; y 200 uM de MV*,

Adicionar 0,1-0,2 mg de proteina procedentes de la suspension celular,
completando con tampon Tris-HCI 50 mM hasta alcanzar un volumen de 450 pL
en cada tubo de reaccién y en cada tubo control.

Preparar en fresco la solucion de ditionito sddico, y conservar en hielo en todo
momento.

Afadir 50 pL de esta solucion de ditionito a cada tubo de reaccion, apareciendo
rapidamente un color azul indicativo de la reduccién del MV* por el ditionito.
Incubar 10-20 min a 30 °C.

Detener la reaccion mediante agitacion breve en vortex hasta que el color azul
desaparezca completamente en las muestras.

Afadir el ditionito a los tubos control de la reaccion, y agitar inmediatamente

después para impedir la reduccion del MV* y, al mismo tiempo, oxidar el MV*
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que pueda haberse reducido entre el breve periodo de tiempo transcurrido entre la

adicion del ditionito a los tubos control y la agitacion en vortex.

Las actividades MV*-NR y MV*-NIR se expresan en nmol NO ™ producido (para
NR) o consumido (para NIR)-(mg de proteina-min) .

3.5.2. Actividad 6xido nitrico reductasa (NOR, EC 1.7.2.5)

La actividad NOR se determino en cultivos microaerdbicos de B. diazoefficiens
en vida libre o en bacteroides aislados de nddulos de soja (la técnica en bacteroides se
describe mas adelante) mediante amperometria (Serpe y Zhang, 2006) en ambos casos,
usando un electrodo de NO con sensor ISO-NOP de 2 mm APOLLO 4000® (World
Precision Instruments Inc. (WPI), Friedberg, Alemania) montado con una membrana

selectiva para NO.

3.5.2.1. Preparacién del sistema electrodo-membrana

La membrana selectiva para el NO se suministra montada en una funda
impermeable frente a cualquier liquido, e incluso a gases disueltos, excepto el NO. Para

su montaje (o cambio de la membrana), se realizan los siguientes pasos:

1. Con el electrodo conectado, retirar la funda protectora de la membrana,
desenroscandola del electrodo.

2. Sumergir en agua destilada, al menos durante 15 min. Durante este paso, la sefial
debe subir, saliendo de escala.

3. Introducir 100 pL de electrolito especial para el electrodo de NO (suministrado
también por WPI) en el interior de la funda de la membrana, utilizando para ello
el aplicador provisto junto al electrodo con cuidado de no formar burbujas.

4. Acoplar larosca de metacrilato de la funda con cuidado de no dafiar la membrana.
Secar el electrodo con papel. En ese momento, la sefial debe volver a valores
bajos.

6. Introducir el electrodo en la funda y enroscar hasta que éste presione con suavidad
la membrana.

7. Montar el electrodo con la funda en la camara de anaerobiosis, para lo que se
inserta la rosca de metacrilato sobre la funda de la membrana y, a continuacion,
se inserta una arandela de goma.

8. Enroscar la rosca de metacrilato en la cAmara de anaerobiosis hasta asegurar la

estanqueidad del sistema.
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Afadir agua destilada hasta que el sistema electrodo-funda-membrana quede
sumergido, y esperar hasta que la sefial se estabilice.

10. Verificar la integridad de la membrana sustituyendo el agua por una solucién de

HCI 1 M. Si la membrana estuviera dafiada, la sefial subiria hasta salir de escala,
pero si estuviera integra, sin dafio alguno, la sefial no se alteraria respecto a la

mostrada durante la inmersion en agua.

3.5.2.2. Preparacion de una solucion saturada de NO

<

Para este protocolo, se necesita preparar previamente las siguientes soluciones:

Solucién é&cida de FeSOa4: FeSO4-7H20 1,21 M; H2SO04 1,5 M; en H20 destilada
Solucién de KOH: KOH 10% (p/v) en H20 destilada
Agua acida: HO destilada acidificada con HCl a pH 3

Para la obtencion de una solucion acuosa saturada de NO (1,91 mM), se siguieron

los pasos descritos por Bricio y colaboradores (2014):

1.

Transferir 2 mL de solucion de KOH a un vial Vacutainer® de 5 mL, y 2 mL de
agua &cida a otro vial Vacutainer.

Pesar 250 mg de NaNO- en un tubo de rosca de 17 mL cerrado con tapon de goma
perforable, y extraer todo el aire hasta el vacio con una jeringa de 20 mL.

Afiadir 3 mL de solucion &cida de FeSOa.. Inmediatamente, el NaNO: reacciona
con el FeSO4 y el H2SO4, apareciendo un color negro intenso en la mezcla y
liberando NO.

Transferir 10 mL con una jeringa al vial que contiene KOH vy voltear varias veces.
Sustraer unos 7 mL de ese mismo vial, y transferirlos al vial con agua &cida,

volteando varias veces para que el gas NO se mezcle bien.

3.5.2.3. Calibracion del sistema

<

Para este protocolo, se necesita preparar previamente las siguientes soluciones:

Tampon fosfato 25 mM: KoHPO4 25 mM; KH2PO4 25 mM; en H20 destilada;
pH 7,4

Solucion de succinato sodico 1 M en H20 destilada

Solucidn de glucosa 320 mM

Mezcla de enzimas glucosa oxidasa de Aspergillus niger 40 U-mL"! y catalasa
de higado bovino 250 U-mL™!
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Para la calibracion, se siguen los siguientes pasos:

1. Afadir a la cAmara del electrodo (de unos 2,2 mL de capacidad) 1,8 mL de tampdn
fosfato 25 mM, 90 pL de succinato sddico 1 M, 100 pL de glucosa 320 mM, y
100 pL de la mezcla de enzimas, y dejar actuar a todos estos compuestos durante
5 min para crear condiciones anoxicas.

2. Cuando se observe una linea base estable, inyectar alicuotas crecientes desde 10
uL de la solucion saturada de NO descrita en el subapartado anterior, generando

una curva de calibracion que se empleara para los calculos posteriores.

3.5.2.4. Determinacion del consumo de NO (actividad NOR)

Tras calibrar el electrodo, se procedi6 a medir el consumo de NO de células de B.
diazoefficiens cultivadas en microaerobiosis en vida libre o en bacteroides de soja (la
técnica en bacteroides se describe mas adelante). El protocolo seguido para medir el
consumo de NO se basa en el establecido por Cabrera y colaboradores (2016):

1. Centrifugar y lavar las células tal y como se detalla en el apartado 3.5.1.

2. Resuspender el pellet final en 1,5 mL de tampon Tris-HCI 50 mM.

3. Afadir 100 pL de suspension celular a la cdmara, que debe contener previamente
el tampdn fosfato 25 mM y todos los reactivos empleados en la calibracion.

4. Una vez que se alcancen condiciones andxicas, indicadas por la aparicién de una
linea base estable, inyectar 50 pL de la solucion saturada de NO para que dé
comienzo la reaccion.

5. Detener cada medida cuando la sefial caiga a 0, que significa que todo el NO

presente ha sido consumido por las células.
La actividad NOR se expresa en mmol NO consumido-(mg de proteina-h) .

3.5.3. Actividad o6xido nitroso reductasa (N2OR, EC 1.7.2.4)

La actividad N.OR se determind en celulas de B. diazoefficiens cultivadas
microaerébicamente en vida libre o en bacteroides aislados de nddulos de soja y alfalfa
(la técnica en bacteroides se describe mas adelante). Previamente, las células se
centrifugan y lavan como se detalla en el apartado 3.5.1., resuspendiendo el pellet
obtenido en 1,5 mL de tampdn Tris-HCI 50 mM. Las tasas de consumo de N.O se miden

esencialmente como se describe en Jiménez-Leiva y colaboradores (2019):
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1. Afadir 6,3 mL de tampon Tris-HCI50 mM y 700 pL de succinato sédico 600 mM
como donador de electrones a tubos de 17 mL autoclavados.

2. Cerrar los tubos con tapon de goma perforable.

3. Inyectar en todos los tubos una mezcla de 2% (v/v) Oz y 98% (v/v) N2, seguida de
500 pL de N20 al 2% (v/v) en 98% (v/v) Na.

4. Incubar a 30 °C en un agitador orbital a 170 rpm durante 30 min para asegurar el
equilibrio entre las fases liquida y gaseosa.

5. Inyectar manualmente a través del tapon perforable en cada tubo un volumen de
suspension celular correspondiente a 0,3-0,4 mg de proteina.

6. Tomar muestras gaseosas de 1 mL del espacio de cabeza de cada tubo para el
tiempo 0.

7. Incubar los tubos inoculados durante 4 ha 30 °C.

8. Tomar nuevas muestras gaseosas de 1 mL.

9. Las medidas de N2O y los célculos de la concentracion total de este gas se realizan

como se describe en el apartado 3.4.

La actividad N2OR se expresa en nmol N2O consumido-(mg de proteina-h) .

3.6, Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE

Para este protocolo, se necesita preparar previamente las siguientes soluciones:

v Gel de empaquetado (stacking gel) al 4%: H>O destilada 0,91 mL; Tris-HCI 0,5
M (pH 6,8), 0,375 mL; acrilamida 30% (37,5:1), 0,2 mL; SDS 10% (p/v); APS
10% (preparado en fresco), 30 uL; TEMED 6,6 M, 1,25 pL; APS: persulfato de
amonio  ((NH4)2S:0s) (CAS: 7727-54-0); TEMED: N, N, N’, N’-
tetrametiletilendiamina (CAS: 110-18-9)

v Gelde resolucion (resolving gel) al 14%: H,O destilada 1,31 mL; Tris-HCI 1,5 M
(pH 8,8), 1,25 mL; acrilamida 30% (37,5:1), 2,34 mL; SDS 10% (p/v); APS 10%
(preparado en fresco), 31,25 ul; TEMED 6,6 M, 2,5 uL

v" Tampodn de desarrollo (running buffer): glicina 14,41 g-L™!; Tris base 3,03 g-L!;
SDS 1g-L!

La técnica SDS-PAGE (del inglés, SDS-polyacrylamide gel electrophoresis) se
realiza empleando un sistema Mini-PROTEAN® Tetra Handcast (Bio-Rad), con geles de

1 mm de grosor con una concentracion de poliacrilamida del 14% para el gel de resolucién
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y del 4% para el gel de empaquetado. La preparacion de los geles se lleva a cabo con los

cristales previamente ensamblados. El protocolo es el siguiente:

1.

10.

Inmediatamente antes de usar la solucion de resolucion, afiadirle el TEMED para
que comience la fase de polimerizacién con el APS.

Afiadir 4,5 mL de dicha solucion entre los cristales.

Para conseguir un perfil nivelado del gel, afiadir 1 mL de isopropanol sobre la
solucion de resolucion entre los cristales hasta completar la longitud del cristal.
Pasados 30-45 min, eliminar el isopropanol, lavando con abundante agua destilada
para eliminar posibles restos.

Afiadir la solucién de empaquetado sobre el gel de resolucion hasta completar la
longitud del cristal, habiendo afiadido el TEMED inmediatamente antes de su uso,
como se explico para el gel de resolucion.

Colocar el peine para crear los pocillos, con cuidado de que no se formen burbujas.
Una vez sintetizados los geles, montar el sistema dentro de la cubeta de
electroforesis, de tal manera que quede un vaso estanco entre los dos geles
montados en el casete.

Rellenar el vaso estanco con tampdn de desarrollo hasta cubrir completamente
ambos geles por igual.

Afadir unos 7 puLL de tampdn de carga a un solo pocillo y activar la electroforesis,
dejando funcionar el sistema a 180 V durante 40-60 min hasta que el frente de
azul de bromofenol llegue al final del gel, lo que se llama “precorrer el gel”.
Afadir el tampdn de carga adecuado (detallados mas adelante) a las muestras, y
cargarlas en los pocillos correspondientes, destinando un pocillo para la carga de
5 uL de marcador de peso molecular (entre 10 y 250 kDa) PageRuler™ Plus
Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
EEUU).

. Llevar a cabo la electroforesis a 180 V durante 1 h o hasta que las bandas del

marcador estén bien separadas.

3.7. Transferencia a membranas de nitrocelulosa

Una vez finalizado el proceso SDS-PAGE, se realiza la transferencia de las

proteinas del gel de poliacrilamida a una membrana de nitrocelulosa de 0,2 um de grosor

tanto para la deteccion de citocromos ¢ como para los ensayos de inmunodeteccion. La

transferencia de proteinas a la membrana se efectiia mediante el sistema Trans-Blot Turbo
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(Bio-Rad), para lo que se emplea un paquete comercializado por Bio-Rad que contiene
tanto las membranas de nitrocelulosa como los correspondientes papeles de filtro

humedecidos. El protocolo se puede resumir en los siguientes pasos:

1. Colocar el gel de poliacrilamida en contacto con la membrana de nitrocelulosa,
creando un sandwich con el papel de filtro del paquete, quedando la membrana en
el interior pegada al gel, tomando la precaucion de que todas las capas queden sin
burbujas.

2. Colocar el sdndwich en el casete del sistema, enfriando previamente la tapa del
casete a —20 °C durante unos 30 min para evitar el sobrecalentamiento del sistema
y, con ello, la desnaturalizacion de las proteinas.

3. Cerrar el casete a presion accionando un mecanismo hermético.

4. Establecer el protocolo adecuado de transferencia semiseca: protocolo
prestablecido llamado MixedMW; 3 min y 15 V para la deteccion de citocromos
¢, 0 6 miny 15V para la inmunodeteccion con anticuerpos.

5. Lavar las membranas con las proteinas transferidas usando el tampén adecuado,

dependiendo de su uso posterior.

38 in de ci : liante heme-staini

Para este protocolo, se necesita preparar previamente la siguiente solucion:

v Tampdn de carga de proteinas: Tris-HCI 350 mM (pH 6,8); SDS 350 mM; DTT
20 mM; glicerol 30% (v/v); azul de bromofenol 0,02% (p/v); DTT: 1,4-ditiotreitol
(CAS: 3483-12-3)

La deteccion de proteinas que contienen grupos hemo de tipo ¢ se llevd a cabo
mediante la técnica de deteccidn de actividad peroxidasa (0 heme-staining), intrinseca a
estos citocromos (Vargas et al., 1993; Delgado et al., 2003). Para ello, la membrana se
incuba durante 2 min con sendos volumenes de 300 pL de H202 y luminol,
proporcionados ambos reactivos con el kit Amersham™ ECL Select™ Western Blotting
Detection Reagent (GE Healthcare, Chicago, Illinois, EEUU). Las sefiales
quimioluminiscentes se revelan con un sistema ChemiDoc XRS* (Bio-Rad), y las
imagenes se analizan operando con los programas Quantity One® e Image Lab™ (siendo
ambos de Bio-Rad).
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<

inmunodeteccidén (western-bl

Para este protocolo, se necesita preparar previamente las siguientes soluciones:

Tampon de carga de proteinas: Tris-HCI 280 mM (pH 6,8); SDS 350 mM; DTT
480 mM; glicerol 20% (v/v); azul de bromofenol 0,02% (p/v)

TBS: NaCl 150 mM en Tris-HCI 50 mM (pH 7,5)

TTBS: TWEEN® 20, 0,1% (v/v) en TBS

Tampon de bloqueo (blocking buffer): leche en polvo descremada (para analisis)
7,5% (p/v) en TTBS

Después de transferir las proteinas a la membrana de nitrocelulosa, se lleva a cabo

la inmunodeteccion mediante el siguiente protocolo (basado en la metodologia descrita
previamente por Delgado et al. (2003), Felgate et al. (2012), Torres et al. (2017) y
Jiménez-Leiva et al. (2019)):
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1.

Lavar la membrana en 25 mL de tampon TBS durante 20 min en agitacion a
temperatura ambiente.

Reemplazar el TBS por tampon de bloqueo y dejar incubando la membrana
durante toda la noche a 6 °C.

Al dia siguiente, descartar el tampdn de bloqueo y lavar 3 veces la membrana con
tampdén TTBS; 15 min cada lavado.

Incubar la membrana durante 1 h con el anticuerpo primario a temperatura
ambiente. En el caso de NapA, se emplean anticuerpos purificados anti-NapA de
P. pantotrophus a una tasa de dilucion 1:750. En el caso de NirK, se usan
anticuerpos homologos primarios anti-NirkK de B. diazoefficiens obtenidos de
conejo (ABclonal Biotechnology Co., Wuhan, China) a una tasa de dilucion
1:1000. En el caso de NosZ, se utilizan anticuerpos heterélogos primarios anti-
NosZ de P. denitrificans obtenidos de oveja a una tasa de dilucion 1:1000.

Lavar las membranas 3 veces con tampon TTBS, siendo cada lavado de 15 min a
temperatura ambiente.

Incubar la membrana con el anticuerpo secundario durante 1 h también a
temperatura ambiente. En el caso de NapA y NirK, se emplean anticuerpos
secundarios anti-conejo conjugados con peroxidasa de rabano (horseradish

peroxidase, HRP) (Sigma-Aldrich) a una tasa de dilucién 1:3500. En el caso de
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NosZ, se usan anticuerpos secundarios anti-oveja obtenidos de burro conjugados
con HRP (Sigma-Aldrich) a una tasa de dilucion 1:3500.

7. Lavar 4 veces con tampon TTBS la membrana durante 15 min cada lavado.

8. Revelar la membrana siguiendo la metodologia descrita para la deteccion de

citocromos de tipo c (apartado 3.8).

liz

Para este protocolo, se necesita preparar previamente las siguientes soluciones:

v" Solucién de azul Coomassie: Coomassie® Brilliant Blue R250 1 g; metanol 400
mL; acido acético 100 mL; H,O destilada 500 mL
v" Solucién de destefiido: metanol 250 mL; acido acético 100 mL; H,O destilada 650

mL

Para la visualizacion de proteinas, se lleva a cabo una SDS-PAGE en otro gel
paralela a la del gel destinado a la transferencia a la membrana de nitrocelulosa. En este
segundo gel, se cargan idénticos volimenes de la misma muestra que se habia cargado en
el primer gel, es decir, se replica el primer gel en el segundo gel. Tras la SDS-PAGE, este
segundo gel se tifie con solucion de azul Coomassie® durante 12 min a temperatura

ambiente. Posteriormente, el gel se lava con solucion de destefiido durante 2 h.

IVV. Métodos de biologia molecular
4.1 Obtencion d lasmidico d !

ElI ADN plasmidico de E. coli se puede obtener empleando la técnica de miniprep

TENS o un kit comercial.

La técnica de miniprep TENS se usa durante un cribado rapido de candidatos en

el proceso de clonacion de fragmentos de ADN en plasmidos.

Para el protocolo de miniprep TENS, se necesita preparar previamente las

siguientes soluciones:

v' Tampén TE: Tris-HCI 10 mM; EDTA 1 mM; pH 8
Solucion TENS: NaOH 0,1 M; SDS 0,5% (p/v); ARNasa Aen TE 1 uL

v Solucién de neutralizado: acetato sédico 3 M; equilibrado con acido acético

AN

glacial a pH 5,2
v" Solucion de ARNasa A: 2 mg'mL~! ARNasa A en Tris-HCI 10 mM (pH 7,4);
NaCl 0,1 M; glicerol 20% (v/v); hervir durante 10 min para eliminar ADNasas
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El protocolo es el siguiente:

1. Tras una incubacion de 16 h de los cultivos de 5 mL de E. coli correspondientes,
centrifugar en tubos de microcentrifuga a 13000 rpm durante 5 min.

2. Descartar el sobrenadante, dejando unos 50 uL remanentes, resuspendiendo las

células en dicho volumen.

Axfadir 300 pL de solucion TENS y 150 pL de solucién de neutralizado.

Agitar la mezcla en vortex durante unos 5 s.

Centrifugar a 13000 rpm durante 10 min.

o o k&~ w

Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo, llenandolo con etanol absoluto
(100%), mezclando por inversion unas 10 veces.

7. Centrifugar a 13000 rpm y descartar el sobrenadante.

8. Lavar el pellet obtenido con 200 uL de etanol al 70%,.

9. Descartar el etanol y secar el sedimento durante 10 min al vacio.

10. Resuspender en 20-50 uL de agua ultrapura.

Cuando las muestras se destinan a secuenciacion, es necesaria una mayor pureza
de las mismas, También es necesario cuando se emplean para pasos subsecuentes de
clonacion o, en algunos casos, cuando el método TENS no permite purezas o
concentraciones de ADN suficientes para el cribado de candidatos. Para estas situaciones,
se empleo el kit comercial QIAprep® Spin Miniprep (QIAGEN, Venlo, Paises Bajos),

siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante.

Para el cribado por el método de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, del
inglés, polymerase chain reaction) de los diferentes candidatos, tanto de E. coli como de
B. diazoefficiens, se elaboran preparaciones de ADN total mediante lisis celular por calor.
Para ello, en tubos de microcentrifuga, se resuspende una pequefia cantidad de células
procedentes de una placa fresca en 200 puL de agua ultrapura, incubando a 100 °C en
Termoblock o en agua hirviendo durante 10 min. Las muestras asi preparadas se guardan
a —20 °C, aunque, en general, pueden conservarse durante una semana a 4 °C. En el caso
de utilizarlas inmediatamente después de prepararlas, deben enfriarse en hielo.
Normalmente, para las reacciones de PCR, se emplea un volumen de lisado celular

equivalente al 10% del volumen total de reaccion.
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En caso de requerir mayor pureza en las preparaciones de ADN total, ya sea por
efecto de inhibicién de la reaccion de PCR al utilizar lisados por calor, o porque los
productos de PCR se deben emplear para secuenciacion o clonacién, se emplea el método
comercial de REAL Pure Spin Plantas y Hongos (Real, Valencia, Espafa), siguiendo las

instrucciones del fabricante.

rminacién de | ncentracién de ARN v ADN

La concentracién de ADN o ARN en soluciones acuosas se determina mediante
espectrofotometria, midiendo la absorbancia a 260 nm. Para ello, se emplea el equipo
NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific), que realiza un barrido del espectro
ultravioleta de 220 a 350 nm. Tras limpiar el pedestal, y establecer un blanco con agua
ultrapura, se selecciona el tipo de acido nucleico (ADN o ARN de cadena doble o simple),
y se colocan 2 pL de la muestra correspondiente en el pedestal. Una vez realizada la
medida, el sistema ofrece el espectro de absorbancia de la muestra, la concentracion de
ARN o ADN de la misma en ng-uL !, los datos de absorbancia a 260 y 280 nm, y los
ratios 260/280 y 260/230. El primer ratio, 260/280, debe estar cercano a 1,8 en muestras
de ADN, ya 2 en muestras de ARN. Si resulta ser mas bajo, entonces indica la presencia
de proteinas, fenol u otros contaminantes que absorben a 280 nm. El segundo ratio,
260/230, es una medida secundaria de la pureza de la muestra, y sus valores son a menudo
mas altos respecto a los del ratio anterior, situdndose comunmente entre 2 y 2,2, tanto
para ADN como para ARN. Valores inferiores indican la presencia de contaminantes que

absorben a 230 nm, como carbohidratos, EDTA o fenol.

Los datos obtenidos mediante este sistema pueden ser validados en una
electroforesis en gel de agarosa, comparando la intensidad de banda con la del marcador,
de concentraciones conocidas (GeneRuler 1 Kb Plus DNA Ladder; Thermo Fisher

Scientific), ya sea de visu o con el programa Image Lab™.

44 lificacion d i

Esta técnica se emplea con multiples fines, como obtencién de fragmentos de
ADN para su clonacion en vectores, comprobacién de la correcta construccion de
plasmidos, comprobacién y diferenciacion de cepas recombinantes, experimentos de

gRT-PCR, y comprobacion de contaminacion de las muestras por ADN o ARN.

Dependiendo de la finalidad de la PCR, se emplean dos ADN polimerasas

diferentes:
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I.  DreamTaq (numero de catdlogo #EP0702, Thermo Fisher Scientific) se emplea

en PCR rutinaria, como comprobacion de candidatos, verificacion de la

especificidad de oligonuclettidos, o la verificacion de ausencia de ARN en

muestras de ADN.

Il.  Phusion (nimero de catadlogo #F530L Thermo Fisher Scientific) se utiliza en PCR

donde se requiere una mayor fidelidad en la secuencia de ADN a amplificar, como

en los casos donde los fragmentos de ADN amplificados se deben clonar

posteriormente en vectores.

En la Tabla 6, se detallan las mezclas de PCR para las diferentes ADN polimerasas

empleadas:

Tabla 6. Mezclas de PCR por reaccion en funcion de la ADN polimerasa utilizada.

Componente Para DreamTaq Para Phusion
Tampon especifico (10x) 2,5uL 5uL
dNTP 10 mM 2 uL 0,5 uL
Oligonucledtido A 1,5ulL 2 uL
Oligonucledtido B 1,5uL 2 uL
ADN polimerasa 0,2 uL 0,125 uL
ADN molde 400 ng - 800 ng 20 ng
DMSO (opcional) 3 uL -

H.O ultrapura Hasta 25 puL Hasta 25 uL

Las reacciones se llevan a cabo en un termociclador GeneAmp 2400

(PerkinElmer, Waltham, Massachusetts, EEUU) con tapa calefactable. EI programa de

amplificacion se disefia segun las especificaciones de la ADN polimerasa empleada y el

tamafo del fragmento a amplificar, segun se detalla a continuacion (Tabla 7):

Tabla 7. Programa de PCR disefiado en funcién de la ADN polimerasa utilizada.

Etapa Ciclos | Para DreamTaq | Para Phusion
Desnaturalizacion inicial 1 95°C /5 min 98°C/30s
Desnaturalizacion 94°C/30s 98°C/10s
Amplificacion Annealing 30 |[57°C/30s 60°C/30s
Extension 72°C/>1min® | 72°C/30s por kb
Extension final 1 72°C /10 min 72°C /10 min
Conservacion (HOLD) - 4°C /o 4°C /o0
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@) Segun las instrucciones del fabricante, la duracion recomendada de la etapa de
extension es de 1 min para fragmentos de hasta 2 kb. A partir de 2 kb, el tiempo de

extension debe ser prolongado por 1min por kb.

4.5, Electroforesis de ADN o ARN en geles de agarosa

Para este protocolo, se necesita preparar previamente las siguientes soluciones:

v Tampon de carga 6x para ADN o ARN: sacarosa 40% (p/v); azul de bromofenol
0,25% (p/v); H20 ultrapura, 10 mL; se divide en alicuotas de 1 mL

v' Tampo6n TBE 0,5x (para ADN): Tris-HCI 45 mM; HsBO345 mM; EDTA 1 mM;
pH 8

v' Tampdn TAE 1x (para ARN): Tris-acetato 40 mM; EDTA 1 mM; pH 8

Para separar y visualizar fragmentos de ADN (o ARN), procedentes de PCR,
miniprep o digestion, se efectua una electroforesis en gel de agarosa al 0,8% (o al 1%
para fragmentos por debajo de 500 pb) en tampon TBE 0,5x para ADN o en tampon TAE
Ix para ARN, que se emplean también como tampodn de desarrollo. El sistema empleado
para esta técnica es Mini-Sub Cell GT Cell (Bio-Rad). Para cargar las muestras en los
pocillos del gel, éstas se mezclan con tampon de carga 6x. Un pocillo se destina para la
carga del marcador de ADN (GeneRuler 1 Kb Plus DNA Ladder; Thermo Fisher
Scientific). Para electroforesis de rutina, se emplean 95 V durante 70 min, tiempo en el

cual el frente de azul de bromofenol alcanza % partes del gel, en la mayoria de los casos.

Para la visualizacion de las muestras, al tampon de carga se le afiade GelRed®
(Biotium, Fremont, California, EEUU), el cual es un agente fluorescente fotosensible,
extremadamente estable y seguro para el medio ambiente disefiado para reemplazar al
bromuro de etidio (EtBr), altamente tdxico, en la tincion de acidos nucleicos en geles de
agarosa o poliacrilamida. GelRed® presenta los mismos espectros de excitacion y
emision que el EtBr, situdndose el pico de excitacion de ambos en 301 nm (region
ultravioleta) y el de emisién, en 603 nm (region visible del naranja). Para el revelado de
los geles, se emplea un sistema GelDoc XR (Bio-Rad), y las imagenes se analizan

operando con los programas Quantity One® e Image Lab™ (siendo ambos de Bio-Rad).

4.6. Purificacién de fragmentos de ADN producto de PCR
Para ello, se utiliza un kit QlAquick PCR Purification (QIAGEN), siguiendo las

instrucciones especificadas por el fabricante.
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4.7, Secuenciacion del ADN

Para secuenciar el ADN clonado en vectores de clonacién o productos de PCR, se
emplea el método Sanger. La técnica se lleva a cabo en el Instituto de Parasitologia y
Biomedicina Lopez Neyra (IPBLN). Segun las indicaciones del servicio de secuenciacion
del IPBLN: 400-800 ng de ADN plasmidico o 10-80 ng de producto de PCR se disuelven
en agua ultrapura, afiadiendo posteriormente 6,4 pmol de un solo oligonucleétido, desde
el cual se iniciard la reaccion. El volumen final de reaccion es de 12 pL. Los resultados
enviados desde el servicio se analizan con el programa Clone Manager (Sci-Ed,
Westminster, Colorado, EEUU).

4.8. Digestién de ADN con endonucleasas de restriccion

La digestion del ADN de las muestras pertinentes se lleva a cabo mediante
endonucleasas de restriccion. Este proceso es necesario para comparar el perfil obtenido
tras la electroforesis en gel de agarosa con el patrén teorico resultante in silico con el
programa Clone Manager (Sci-Ed), y se emplea tanto para la clonacion en vectores como
para la verificacion de las construcciones conseguidas. Las endonucleasas empleadas son
FastDigest (Thermo Fisher Scientific), que se usan siguiendo las especificaciones del
fabricante. Las digestiones se llevan a cabo en tubos de microcentrifuga, a los que se les
anaden, como maximo, 1 pg de ADN plasmidico o 0,2 pg de producto de PCR, 2 uL de
tampdn de reaccion 10x especifico de la enzima en cuestion (suministrado por el
proveedor junto con la enzima), y 1 uL de la endonucleasa de restriccion de interés,
completando con agua ultrapura hasta 20 pL para ADN plasmidico o hasta 30 uL para
producto de PCR. En el caso de realizar digestiones con varias enzimas, se ajusta el
volumen de cada una para que no superen en conjunto el 10% del volumen de reaccion.
A continuacién, se mezcla por pipeteo y se les da un breve pulso a todos los tubos.
Después, se incuban a 37 °C en Termoblock durante el tiempo especificado para cada
enzima (Tabla 8), incrementando el tiempo de incubacién en caso necesario (previa
comprobacion de las digestiones mediante electroforesis en gel de agarosa). La
inactivacion de las enzimas no se requiere para comprobaciones rutinarias de plasmidos
recombinantes, pero es conveniente cuando se pretende emplear los fragmentos digeridos
en posteriores etapas de un proceso de clonacion. En el caso de las enzimas empleadas en
esta tesis, todas ellas se inactivan mediante choque térmico a una temperatura elevada. El
tiempo y la temperatura de incubacion dependen de la endonucleasa a inactivar, aungue,

en general, se incuba durante 20 min a 65 °C u 80 °C en Termoblock, en funcién de la
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enzima. La siguiente tabla (Tabla 8) recoge todas las endonucleasas utilizadas, asi como

sus caracteristicas més relevantes, indicadas por el fabricante:

Tabla 8. Endonucleasas de restriccion empleadas en esta tesis.

Tiempo de reaccion (min)
Nombre Diana <1 pgde plasmido | <0,2 pg de producto | Inactivacion
(5°—>3") de PCR (min/°C)
BamHI GGATCC 5 5 5/80
EcoRlI GAATTC 15 20 5/80
Pstl CTGCAG 5 30 -
Xbal TCTAGA 5 5 20/65

@D En la secuencia diana (5°—3”), la base subrayada representa el sitio de corte de la

endonucleasa de restriccion en cuestion.

4.9.1. Desfosforilacion de vectores de clonacion

Esta reaccion se lleva a cabo con el fin de evitar la posible religacion del vector
digerido, o la ligacion entre dos moléculas del mismo. Para ello, se emplea la enzima
fosfatasa alcalina de camarén (Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP), 1 U-uL™!, Thermo

Fisher Scientific), aplicando el protocolo recomendado por el proveedor.
4.9.2. Ligacion a vectores de clonacion

Desfosforilado o no el vector, el siguiente paso consiste en ligar el fragmento de
ADN de interés al vector de clonacion adecuado. Para ello, se lleva a cabo una reaccion
de ligacion preparada segun un protocolo modificado basado en uno previo descrito por

Sambrook y Russell (2001), y que se detalla a continuacion:

1. Enuntubo de microcentrifuga, afiadir, en primer lugar, un cierto volumen “X” de
inserto y un cierto volumen “Y” de vector digerido (previamente desfosforilado o
no), de tal manera que la suma “X+Y” sea de, al menos, 100 ng, y teniendo en
cuenta una relacion de 1 mol de vector por 3 mol de inserto (1:3).

2. Afiadir 1 pL de ligasa T4 (5 U-uL™!, Roche, Basilea, Suiza) y 1 uL de tampon de
la ligasa (suministrado por el proveedor junto a la enzima), completando con agua
ultrapura hasta 10 puLL de volumen final.

3. Mezclar suavemente por pipeteo y dar un breve pulso.
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4.

Incubar las reacciones a 4 °C durante toda la noche (o un fin de semana), aunque

también se pueden dejar a temperatura ambiente durante 1 h.

4.10. Preparacion v transformacion de células competentes de E. coli

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

Para este protocolo, se necesita preparar previamente las siguientes soluciones:

Tampon TFBL: acetato potasico 30 mM; MnCl,-4H>0 50 mM; RbCl 100 mM;
CaCl,-2H20 10 mM; glicerol 15% (v/v); pH 5,8

Tampon TFB2: MOPS 10 mM; RbCI 10 mM; CaCl-2H>0 75 mM; glicerol 15%
(v/v); pH 6,8; cubrir con papel de aluminio para protegerlo de la luz y conservar a
4 °C; MOPS: 3-(N-morpholino)propane sulfonic acid (CAS: 1132-61-2)

Las células competentes de E. coli se generan mediante la técnica descrita por

Hanahan (1983), la cual se detalla a continuacion:
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© N o u

Inocular un precultivo de 5 mL de células de E. coli DH5a 0 S17.1 (ambas cepas
descritas en Tabla 1) en un matraz de 500 mL al que previamente se le ha
introducido un volumen de LB de 100 mL precalentado a 37 °C, incubando este
matraz a 37 °C en un agitador orbital a 170 rpm hasta que el cultivo alcance una
ODsoo de 0,4-0,6 (fase logaritmica).

Detener el crecimiento manteniéndolo en hielo durante 15 min. ES necesario
mencionar que la ODeoo es esencial para obtener realmente células competentes,
ya que una ODego por encima de 0,6 hace disminuir sustancialmente la capacidad
de estas células de adquirir la competencia.

Centrifugar el cultivo en tubos Falcon™ estériles de 50 mL a 7000 rpm durante
10 min a 4 °C, y descartar el sobrenadante.

Resuspender suavemente el pellet obtenido en 30 mL de tampon TFB1 (enfriado
previamente a 4 °C).

Incubar en hielo durante 15 min.

Centrifugar como en el paso 3, descartando el sobrenadante posteriormente.
Resuspender el pellet en 4 mL de tampdn TFB2 (enfriado previamente a 4 °C).
Dispensar el volumen total en tubos de microcentrifuga (enfriados previamente a
4 °C) en alicuotas de 100 pL, guardando finalmente las alicuotas a —80 °C hasta

SuU uso.
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Las células competentes de E. coli son muy delicadas. Los pasos en frio son

necesarios para evitar la lisis celular y, ademas, se debe pipetear con suavidad,

prescindiendo de agitacion por vortex.

4.10.2. Transformacion de E. coli con el plasmido de interés

La transformacion de células competentes de E. coli con el plasmido en cuestion

se realiza siguiendo un protocolo establecido por Rodriguez y Tait (1983), que consiste

basicamente en los siguientes pasos:

1.

9.

Descongelar en hielo durante 10-15 min las alicuotas de células competentes a
utilizar.

Afiadir 50 0 100 ng de plasmido recombinante o 25 ng de plasmido puro.
Mezclar suavemente e incubar en hielo durante 30 min.

Someter a las células a un choque térmico de 42 °C durante 90 s (aunque el tiempo
puede reducirse a 45 s), e incubar en hielo durante 5 min.

Afadir medio LB sin antibioticos hasta 500 pL.

Incubar a 37 °C durante 1 h 30 min en agitacién a 170 rpm.

Durante la incubacion, preparar las placas de Petri necesarias con medio LB solido
y los antibidticos correspondientes, afiadiendo a cada placa, ademas, 40 pL de 5-
bromo-4-cloro-3-indolil B-D-galactopiranésido (X-Gal, CAS: 7240-90-6) y 4 uL
de isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG, CAS: 367-93-1), en el caso de
que se pueda realizar una seleccion por color mediante un ensayo blanco/azul por
a-complementacion.

Sembrar en césped las placas con las células transformadas. Concretamente,
sembrar 2 placas por cada transformacion. Una de ellas se siembra con 50 pL de
la resuspension y, para la otra placa, el volumen restante de resuspension (450 pL)
se centrifuga a maxima velocidad durante 5 min, y el pellet resultante se
resuspende en 100 uL de LB, sembrando en la placa el volumen completo de la
resuspension concentrada.

Incubar las placas a 37 °C durante toda la noche.
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4.11. Transferencia de ADN a células de B. diazoefficiens o E. meliloti mediante
nj ion

La transferencia de plasmidos a B. diazoefficiens o a E. meliloti se efectlia a través

de conjugaciones biparentales con la cepa de E. coli S17.1 que contiene el plasmido o

construccion de interés, y se realiza siguiendo una metodologia bien establecida en

nuestro grupo de investigacion, la cual se detalla a continuacion:

1.

10.
11.
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Cultivar en matraz la cepa receptora de E. meliloti o B. diazoefficiens con 20 o0 50
mL de TY o PSY, respectivamente, con los antibiéticos correspondientes hasta
alcanzar la fase exponencial tardia de crecimiento (3 o 4 dias para E. meliloti; 4 o
5 dias para B. diazoefficiens).

Eldia anterior a la conjugacion, preparar cultivos de E. coli S17.1, cepa donadora,
en 3 mL de LB suplementado con los antibioticos adecuados, e incubar a 37 °C en
agitacion a 170 rpm durante toda la noche.

Al dia siguiente, refrescar esos cultivos de E. coli S17.1 inoculando 150 pL de los
mismos en tubos nuevos a los que previamente se les ha afiadido 3 mL de LB con
sus antibioticos correspondientes.

Incubar a 37 °C en agitacion a 170 rpm hasta alcanzar una ODeqo de 0,4-0,6 (fase
logaritmica), que normalmente se consigue al cabo de unas 3 h.

Cuando los cultivos de las cepas donadora y receptora presenten una ODeoo
adecuada, centrifugar 1 mL (E. meliloti) o 5 mL (B. diazoefficiens) de cepa
receptora a 13000 rpm durante 5 min, descartando el sobrenadante después.
Sobre el pellet obtenido, afiadir 1 mL de cepa donadora (E. coli S17.1),
centrifugando en las mismas condiciones descritas en el paso 5, y descartando el
sobrenadante posteriormente.

Lavar el pellet resultante 2 veces en 1 mL de TY o PSY, segln corresponda,
centrifugando como en el paso 5, y descartar el sobrenadante.

Resuspender los sedimentos celulares en 100 uLL de TY o PSY.

Sembrar el volumen completo en forma de gota en placas individuales
solidificadas previamente y elaboradas con TY o PSY sin adicion de antibioticos.
Dejar secar las gotas e incubar a 30 °C durante 48 h.

Preparar 2 placas por gota de conjugacion con el medio sélido adecuado, MM
para E. meliloti o PSY para B. diazoefficiens, esta vez afiadiendo antibidticos. Las

placas para B. diazoefficiens contienen el antibidtico cloranfenicol, ya que éste
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13.
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permite seleccionar a esta especie, impidiendo el crecimiento de E. coli. Las
placas de E. meliloti se preparan en medio MM, en el cual no crece E. coli, por lo
que la seleccion de E. meliloti se lleva a cabo por el medio de cultivo, no por el
antibidtico, ya que, en este caso, tanto la cepa receptora como la donadora resisten
asSm.

La siembra se efectlia dependiendo de si la cepa receptora es B. diazoefficiens o
E. meliloti. En el caso de B. diazoefficiens, resuspender las gotas individualmente
en 1 mL de medio sin antibidticos, y sembrar en césped 30 uL en una placa y 200
uL en la otra placa. En el caso de E. meliloti, resuspender las gotas en 1 mL de
medio MM sin antibioticos, y realizar diluciones seriadas de las gotas de
conjugacion también en medio MM sin antibidticos, entre 10! hasta 107,
sembrando 100 pL de las diluciones 107> y 1076, ya que, en estas dos diluciones,
las colonias crecen lo suficientemente separadas como para seleccionarlas y
aislarlas individualmente.

Incubar todas las placas a 30 °C hasta observar colonias bien crecidas
(normalmente, entre 8 y 10 dias, aunque las colonias de E. meliloti pueden tardar
unos dias mas en aparecer, dado que crecen en medio minimo y, ademas, proceden

de diluciones).

Es necesario mencionar que las placas para E. meliloti también contienen X-Gluc
5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-glucurénico  (CAS: 18656-96-7)) a una

concentracion final de 40 mg-L™' para poder seleccionar colonias azules, es decir,

transformadas con el plasmido pGUS3 (Tabla 2).

412 Alslami ificacion del | de B. diazoeffici

412.1.

Extraccion del ARN total de B. diazoefficiens

4.12.1.1. Protocolo manual

v
v

v

Para este protocolo, se necesita preparar previamente las siguientes soluciones:

Solucion STOP o de parada: Fenol 10% (v/v) en etanol; pH 8

Agua tratada con DEPC: H20 ultrapura; DEPC 0,1% (p/v); se deja en agitacion
durante 24 h y se autoclava posteriormente; DEPC: dietilpirocarbonato (CAS:
1609-47-8)

Solucidn D: isotiocianato de guanidina 4 M; citrato sddico 25 mM; sarcosil 0,5%
(p/v); H20 tratada con DEPC 50 mL; pH 7; autoclavar
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v" Solucioén de lisis: mezcla 10:1:10 solucion D, acetato sddico 2 M (pH 4) y fenol
saturado en H»O tratada con DEPC o en Tris-HCI; pH 8

v" Tampdn TE libre de ARNasas: Tris-HCI 10 mM; EDTA 1 mM; pH 8; se prepara
en H20 tratada con DEPC y se conserva a 4 °C

v" Solucién de ADNasa: inhibidor de ARNasas 20 U; DTT 0,1 M; MgCl 1 M;
ADNasa (libre de ARNasa) 10 U; H20 tratada con DEPC 25 uL

El protocolo seguido se muestra a continuacion:

1. Para detener la actividad celular de los cultivos, mezclar 35 mL de cultivo con 5
mL de solucién STOP.
2. Centrifugar a 7000 rpm durante 10 min a 4 °C.

w

Descartar el sobrenadante. En caso de que sea necesario, el pellet se puede
congelar en N2 liquido y guardar a —80 °C hasta su uso.

Resuspender el sedimento en 1,4 mL de solucion de lisis.

Incubar a 60 °C durante 10 min, agitando periédicamente.

Adicionar 280 pL de cloroformo y agitar en vortex durante unos segundos.

N o o b

Centrifugar a 9000 rpm durante 10 min a 4 °C, y transferir el sobrenadante a un
tubo nuevo.

8. Anadir 660 pL de isopropanol frio e incubar a —20 °C durante 15 min.

9. Centrifugar a 13000 rpm durante 15 min.

10. Descartar el sobrenadante y lavar el pellet con etanol al 70%.

11. Resuspender este sedimento en agua tratada con DEPC.

12. Cuantificar la concentracion de ARN en las muestras con NanoDrop, verificar su
integridad mediante electroforesis en gel de agarosa, y guardar a —20 °C hasta su

uso.

4.12.1.2. Protocolo comercial

El método comercial para extraccion del ARN total se llevd a cabo en los
laboratorios del Dr. Gates, en la School of Biological Sciences, en la UEA, ubicada en
Norwich (Reino Unido). Al no haber medios ni un cuarto aparte para extraer el ARN con
el método convencional, se pensé que merecia la pena intentar aislar ARN de cultivos
microaerdbicos de B. diazoefficiens empleando el kit comercial SV Total RNA Isolation

System (numero de catalogo #3100, Promega, Madison, Wisconsin, EEUU), el cual se
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emplea en dicho laboratorio para extraer ARN de cultivos de P. denitrificans. Para ello,

se siguieron las instrucciones del fabricante.
4.12.2. Purificacion del ARN total obtenido

Los siguientes pasos se pueden realizar el mismo dia de la extraccion o al dia
siguiente. El protocolo seguido varia dependiendo de siel ARN se aisl6 usando el método

convencional o el comercial.
Siel ARN se extrajo por el método convencional, se siguié este protocolo:

1. Afadir 60 ng de ARN a un tubo de microcentrifuga, conteniendo previamente 25
uL de solucién de ADNasa, e incubar a 37 °C durante 1 h.

2. Comprobar la integridad del ARN mediante electroforesis en gel de agarosa, y
tomar 1 pL de la muestra de ARN para realizar una PCR de verificacion de la
ausencia total de ADN, en la cual, no debe detectarse amplificacion alguna.

3. Afadir 1 volumen de mezcla fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (Ambion,
Austin, Texas, EEUU) a las muestras de ARN.

4. Centrifugar a 13000 rpm durante 5 min a 4 °C.

Recoger cuidadosamente la fraccion superior acuosa.

6. Precipitar el ARN adicionando acetato sodico 3 M (pH 4,8) hasta el 10% de
concentracion final y 2 volimenes de etanol absoluto.

7. Mantener las muestras toda la noche a —80 °C.

8. Aldia siguiente, centrifugar a 13000 rpm durante 15 min.

9. Descartar el sobrenadante, y lavar el sedimento con etanol al 70% centrifugando
en las mismas condiciones descritas.

10. Resuspender el sedimento de ARN obtenido en agua tratada con DEPC.

Si el ARN se extrajo por el método comercial, las muestras de ARN se trataron
con el kit TURBO DNA-free™ (Invitrogen, Waltham, Massachusetts, EEUU) siguiendo
las instrucciones del fabricante. Este tratamiento se efectud para eliminar toda traza de

ADN gendmico contaminante.

Finalmente, independientemente de emplear el método convencional o comercial,
se cuantificd la concentracion de ARN en las muestras con NanoDrop, se comprobo la

ausencia de ADN en las muestras mediante PCR con 1 uL de cada muestra, se verifico
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su integridad mediante electroforesis en gel de agarosa, y se guardaron a —20 °C hasta su

uso.

413. T

ranscripcion inver retrotranscri

Para la obtencion de ADN complementario (ADNCc) a partir del ARN extraido, el

protocolo varia ligeramente dependiendo de si el ARN se aisl6 usando el método

convencional o el comercial.

Siel ARN se extrajo por el método convencional, se sigui6 este protocolo:

. Afiadirl pg de ARN total a un tubo de microcentrifuga libre de ARNasas, junto a

2 uL del oligonucleétido especifico (2 pmol) o aleatorio (75 pg), y 2,5 ulL de
dNTPs a 10 mM, completando con agua ultrapura libre de ARNasas (Sigma-
Aldrich) hasta 20 pL.

Incubar a 65 °C durante 5 min, y pasar inmediatamente a hielo.

. Afadir 3 pL de solucién de DTT 100 mM, 1 uL de RNaseOUT™ (40 U-uL';

Invitrogen), y 6 uL de tampdn de reaccion 5x (compuesto por Tris-HCI 250 mM
(pH 8,3), KCI 250 mM, MgCl> 20 mM y DTT 50 mM).
Incubar a 42 °C (en el caso de usar oligonucleotidos especificos) o a 25 °C (en el

caso de oligonucledtidos aleatorios) durante 2 min.

. Afadir 1,5 uL de retrotranscriptasa y realizar el ciclo de incubacion: 25 °C durante

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

Eliminar el ARN de la muestra por lisis alcalina afiadiendo 10 uLL de NaOH 1 M
e incubar a 65 °C durante 30 min.

Neutralizar el pH afiadiendo 10 puL de HCI 1 M.

Purificar el ADNc obtenido con el kit comercial especificado en el apartado 4.6.

. Afadir alicuotas de solucion de neutralizado, hasta que el indicador del pH del

tampdn PB vire a amarillo.

En caso de emplear oligonucledtidos aleatorios, se cuantifica la concentracion de

ADN mediante NanoDrop. Sin embargo, la concentracion de ADN obtenida usando

oligonucledtidos especificos era demasiado baja como para cuantificarla con esta

metodologia.
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En el caso del ARN obtenido mediante el método comercial, la retrotranscripcion
se llevé a cabo también con otro método comercial, el kit RevertAid First Strand cDNA
Synthesis (nimero de catdlogo #K1622, Thermo Fisher Scientific), siguiendo las

instrucciones del fabricante.

414 PCR ntitativ i real

La técnica de PCR cuantitativa a tiempo real (QRT-PCR) permite amplificar el
ADNCc obtenido (apartado 4.13) y, simultdneamente, cuantificar de manera relativa a un
gen de referencia el producto de la amplificacion. Esta técnica se llevo a cabo en el sistema
iQ™5 Optical System (Bio-Rad), utilizando una placa ELISA de 96 pocillos paralas
reacciones. El gen de referencia en estos experimentos fue el codificante del ARN
ribosomico, ARNr (0 rRNA, en inglés) 16S.

Para estos ensayos, se afiadio cada pocillo el par de oligonucleotidos
correspondiente al gen que se deseaba amplificar a una concentracion final de 0,2 uM
(4,5 pL), y 9,5 puL del fluoréforo iQ™ SYBR® Green Supermix (Bio-Rad). A
continuacion, en cada pocillo se adicionaron 5 pLL del ADNc correspondiente. Para cada
tratamiento, ademas, se incluyeron 3 concentraciones diferentes de ADNc, 10 veces
menor a la anterior, tanto de las muestras como del gen de referencia; en este caso, 300,
30y 3 ng de ADNCc de cada gen de interés y del gen codificante del ARNr 16S, lo que se

consiguid realizando diluciones seriadas.

Para cuantificar la expresion relativa de los genes de interés respecto al de
referencia, se tiene en cuenta la eficiencia de cada pareja de oligonucle6tidos, aplicando
la metodologia de Pfaffl (2001). Los niveles de expresion de los genes de estudio se
normalizan respecto a la expresién del gen de referencia, que siempre debe ser

constitutivo; en este caso, el codificante del ARNr 16S (Torres et al., 2017).

V. Ensayos con plantas

5.1. Esterilizacion v germinacién de semillas

Las semillas de soja (G. max (L.) Merr., cultivar Williams) se esterilizan en etanol
al 96% (v/v) durante 5 min, pasandolas después a H20. al 30% (v/v) durante 15 min,
lavandolas finalmente con abundante agua destilada estéril varias veces. Después, se
afiaden 25 mL de agar estéril al 1% (p/v) a placas de Petri estériles y, tras su solidificacion,
se colocan 10 semillas por placa, cubriéndolas con papel de aluminio y dejandolas

germinar posteriormente a 28 °C durante 3 dias.
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Las semillas de alfalfa (M. sativa L., cultivar Victoria) se esterilizan sumergiendo
las semillas en HgCl al 2,5% (p/v) durante 9 min. A continuacion, se lavan 5-6 veces con
agua destilada estéril en abundancia y se dejan en imbibicién durante 2 h en agitacion,
renovando el agua tras la primera hora de incubacién. Seguidamente, se introduce un
disco de papel de filtro en placas de Petri estériles individuales, y cada disco se humedece
con 3 mL de agua destilada estéril. Transcurridas las 2 h de imbibicion, las semillas se
colocan bien separadas en las placas de Petri estériles. Por Gltimo, las placas se disponen
de manera inclinada unas sobre las otras en una bandeja, la cual se cubre con plastico

negro, dejando a las semillas germinar en oscuridad a 30 °C durante 48 h.

5.2. Solucion nutritiva para el cultivo de las plantas
Para el cultivo de plantas tanto de soja como de alfalfa, se emple6 una solucion
mineral derivada de la que inicialmente fue descrita por Rigaud y Puppo (1975), y cuya

composicion es la siguiente (definida para 1 L de agua destilada):

v" Macroelementos: KH2PO4, 68 mg; KoHPO4, 44 mg; MgSO4-7H20, 123 mg;
K2SO4, 174 mg; CaSO42H20, 150 mg; Sequestrene® 138 G100 (6,2 mg de Fe
quelado), 25 mg.

v" Microelementos: H3BOs, 2,85 mg; ZnSO4-7H20, 0,55 mg; MnSO4-4H,0, 3,07
mg; Na2MoO4-2H-0, 0,11 mg.

Tras su preparacion, se esteriliza en autoclave a 121 °C durante 30 min.

Para los experimentos realizados con plantas de soja, la solucién se suplementd
con 4 mM de KNOs y diferentes concentraciones de CuSOa4-5H20: 0, 5, 10, 20, 40, 60 0
100 pM.

Para los experimentos llevados a cabo con plantas de alfalfa, la solucion se
suplemento con diferentes concentraciones de KNOgs, a saber, 0, 1, 2, 30 4 mM, y
diferentes concentraciones de CuSO4-5H20: 0, 0,8 0 20 uM.

2.3. Cultivo de las plantas

Las semillas de soja o alfalfa se plantan en macetas con el sistema de Leonard
(Leonard, 1943). Este sistema esta formado por dos componentes: una base de vidrio en
la parte inferior, y una maceta de plastico en la parte superior, con una capacidad de 250
mL para semillas de soja 0 de 350 mL para semillas de alfalfa. Las bases de vidrio se

esterilizan a 121 °C durante 40 min, afiadiendo a cada una en el momento de la siembra
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200 0 600 mL de solucién nutritiva (segun la capacidad de la base) para macetas de soja
o alfalfa, respectivamente. Las macetas se rellenan con perlita estéril y, previamente, en
el caso de las macetas para semillas de alfalfa, a cada una se le colocan 3 tiras de papel
de filtro, las cuales, al ajustar la maceta a la base, entran en contacto con la solucion
nutritiva, permitiendo a ésta ascender hasta las semillas por capilaridad (Figura 2). En
cada maceta, se siembran 1 semilla de soja u 8 de alfalfa, las cuales se inoculan en el
momento de la siembra con 1 mL de suspension (108 células) de la cepa bacteriana en
cuestion de B. diazoeffciens o de E. meliloti, respectivamente. Seguidamente, las semillas
se cubren con una fina capa de perlita para protegerlas de la contaminacion ambiental, y
también para reflejar la luz, evitando de este modo un sobrecalentamiento de las semillas

que pudiera afectar a su desarrollo.

Figura 2. Sistema de maceta Leonard utilizado en esta tesis. (A) Vista frontal de la parte superior del
sistema de maceta Leonard con plantas de alfalfa en crecimiento (en este caso, llevaban 26 dias). (B) Vista
de la parte inferior del sistema, donde se observan las tiras de papel y las raices en contacto con la solucion
nutritiva al cabo de 30 dias de crecimiento.

Las macetas en sistema de Leonard se trasladan a una camara del Servicio de
Invernadero y Camaras de Cultivo de la Estacion Experimental del Zaidin (EEZ-CSIC)
con las siguientes condiciones ambientales controladas: ciclo dia/noche de 16/8 h,
temperatura de dia/noche de 26/22 °C, y densidad de flujo fotonico fotosintético de 180
umol de fotones'm 2-s~!. Las plantas se cosecharon a los 35 dias en el caso de la soja, 0 a

los 50 dias en el caso de la alfalfa.
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En el caso de las semillas de alfalfa, también se sembraron en tubos de vidrio para

los ensayos de cinética de nodulacion y competitividad (Figura 3):

Figura 3. Sistema de cultivo de los experimentos de cinética de nodulacion y competitividad; fotografias
procedentes de un mismo experimento. (A) Tubos con plantas de alfalfa en crecimiento cubiertos y
taponados con algodén. (B) Vista frontal de tubos descubiertos. Se pueden observar las plantas de alfalfa
en su interior tras 30 dias de crecimiento. (C, D) Ndédulos de alfalfa observados a través de los tubos
transparentes al cabo de 30 dias de cultivo.
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El protocolo seguido se puede resumir en estos pasos:

Introducir a cada tubo una tira de papel de filtro y taparlos con algodon.
Autoclavarlos a 121 °C durante 20 min.

Afadir 10 mL de agua destilada estéril.

Plantar una semilla germinada en cada tubo.

Cubrir lateralmente cada tubo con un cartucho de papel de periddico para que la
luz no incida directamente sobre las semillas.

Mantenerlos inclinados en oscuridad durante 24 h.

Trasladarlos a la cAmara de condiciones controladas.

Dejar las plantulas crecer durante 4 o 5 dias.

Durante el crecimiento de las plantulas en la camara, preparar y autoclavar botes
de 100 mL provistos de 90 mL de solucién nutritiva.

El dia de la inoculacién, afiadir las células a los botes a una densidad de 108
célulasmL™! (para cinética de nodulacion) o 10° célulasmL™! (para
competitividad) a partir de los cultivos microaerobicos en matraz (Figura 4A) tras
sedimentar y lavar las células y, en el caso de requerir condiciones andxicas,

cerrarlos herméticamente con un tapdn de goma perforable (ajustado a la boca del
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tubo con Parafilm®), inyectando a continuacion gas N2 mediante agujas con la
longitud suficiente para contactar con la fase liquida (Figura 4B).
11. Reemplazar en cada tubo los 10 mL de agua por 10 mL de solucién nutritiva

inoculada con la suspension celular correspondiente.

Para las condiciones andxicas, los 10 mL se toman a través de las mismas agujas
usadas para inyectar el gas N tras esterilizarlas (Figura 4C). En el caso de las condiciones
oxicas, los botes no se cierran herméticamente y los 10 mL se toman directamente con
una jeringa. Finalmente, los tubos inoculados se trasladan de nuevo a la cdmara de
condiciones controladas, dejando las plantulas crecer durante 30 dias, y contando los

nddulos periédicamente.

\ .~,1_ w munll""“""'""( v

Figura 4. Preparacion de ensayos con plantas de alfalfa en tubos y en los que se requieren condiciones
inicialmente anoxicas. (A) Cultivo microaerdbico de la cepa 1021-GUS3 para la inoculacién de plantas de
alfalfa en tubos de vidrio en el caso de un ensayo de competitividad. (B) Gaseo de los botes con N
inoculados previamente con la cepa correspondiente o con la mezcla 1:1. Las agujas de inyeccién de N»
contactan con la solucion nutritiva durante el gaseo. (C) Sistema usado para conservar las condiciones
anoxicas durante la inoculacion de las células en los tubos.

En el caso de los ensayos de competitividad, para comprobar que las mezclas de
cepas en solucidén nutritiva estuvieran en proporcion 1:1, se calcularon las unidades
formadoras de colonias (CFU, del inglés, colony-forming units) por mL (CFU-mL ™), para
lo que se tomaron 200 uL de cada mezcla antes de la inoculacion en los tubos, sembrando
100 pL en placa (10°), mientras que los otros 100 uL se emplearon en diluciones seriadas
de cada mezcla (107'-1073) en medio minimo (medio MM, Tabla 4) sin antibidticos, y de
cada dilucion se sembraron 100 pL en césped en placas preparadas igual que las
destinadas a la dilucion 10°, es decir, con MM suplementado con Km, y X-Gluc s6lo en
el caso de las cepas que contenian pGUS3 (1021-GUS3 o 4004-GUS3). Las colonias
podian contarse en placa después de 5 dias a 30 °C, aproximadamente, pudiendo calcular

de esa manera las CFU-mL™!, que debian estar en torno a 10°.
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5.4, Tratamientos de las plantas

5.4.1. Tratamientos de las plantas de soja

Para inducir la produccién de N2O por los nddulos, todas las plantas se trataron
con 4 mM de KNOsYy, a los 28 dias de cultivo, se sometieron a encharcamiento durante
7 dias, para lo cual, las plantas se sacaron de la maceta y se transfirieron a la base de
vidrio, la cual se llen6 seguidamente con solucién nutritiva hasta su maxima capacidad,
de manera que las raices y los nédulos quedaron cubiertos por la solucién, segin se
describe en Sanchez y colaboradores (2010) y en Tortosa y colaboradores (2015).
Asimismo, se afiadieron diferentes concentraciones de Cu a la solucion nutritiva durante
el crecimiento de acuerdo a Sanchez-Pardo y Zornoza (2014). Las plantas se regaban 2
veces a la semana con 200 mL de solucion nutritiva nueva hasta la aplicacion de

encharcamiento.

Para la determinacion del contenido de N de la planta procedente de la fijacion
bioldgica de N, (BNF), las plantas se trataron con 4 mM de KNOs marcado con *N
(Potassium nitrate-°N, 5 atom% °N, Campro Scientific GmbH, Berlin, Alemania), el

cual se afadio previamente a la solucién nutritiva en el momento de su preparacion.

Tras 35 dias de cultivo, se cosecharon las plantas de soja, lavando sus raices con
abundante agua para eliminar la perlita, y secandolas con papel de filtro posteriormente.
A continuacidn, se cosecharon los nddulos para las determinaciones pertinentes, y se llevo

a cabo un analisis fisiologico de las plantas de soja.

5.4.2. Tratamientos de las plantas de alfalfa

Tal y como se muestra en la Figura 5A, para estudiar la influencia del nitrato en
las emisiones de N2O por nodulos de alfalfa, las plantas se trataron con 0, 1 0 3 mM de
KNO3 durante 50 dias, o sin nitrato 43 dias y con 10 mM de KNO3 la semana antes de la
cosecha. Para medir la emision de N2O por los nodulos de alfalfa, cada set de macetas por
tratamiento se dividio a la mitad, sometiendo a una mitad a encharcamiento durante la
Gltima semana antes de la cosecha tal y como se describe en el apartado 5.4.1, pero noa

la otra.
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De acuerdo a la Figura 5B, una vez establecidas las mejores condiciones para
medir las emisiones de N.O en nddulos procedentes de plantas crecidas en macetas
Leonard, se analiz6 la implicacién de Nap en estas emisiones de N2O. Para ello, las
plantas crecieron durante 43 dias sin nitrato y, durante la Gltima semana anterior a la

cosecha, se sometieron a encharcamiento junto con 10 mM de KNOs.

Tal y como se muestra en la Figura 5C, en los experimentos realizados para el
estudio del efecto del Cu sobre la desnitrificacion, las plantas crecieron sin nitrato, y en
tres condiciones de Cu (sin Cu afiadido, con 0,8 o0 con 20 uM de CuSO45H-0),
sustituyendo esa solucion nutritiva por otra suplementada con 10 mM de KNOs durante
la Gltima semana antes de la cosecha, y, al mismo tiempo, sometiendo a encharcamiento

una mitad de las macetas de cada tratamiento, pero no la otra.

Tras 50 dias de cultivo, se cosecharon las plantas de alfalfa, lavando sus raices
con abundante agua para eliminar la perlita, y secandolas con papel de filtro
posteriormente. A continuacion, se cosecharon los nodulos para las determinaciones

pertinentes, y se llevo a cabo un analisis fisioldgico de las plantas de alfalfa.

Para la cinética de nodulacion en diferentes concentraciones de nitrato, la solucién

nutritiva se suplemento6 con 0, 1, 2, 30 4 mM de KNOa.

Para los ensayos de competitividad, la solucion se suplementé con 3 mM de KNO3
como Unico tratamiento con nitrato. El protocolo para este ensayo se puede resumir en

los siguientes pasos, de acuerdo a Nogales y colaboradores (2006):

1. En el ultimo dia de crecimiento de las plantas, sustraerlas de los tubos de vidrio,
y separar las raices de la parte aérea.

2. Introducir todas las raices noduladas de un mismo tratamiento en un vial de 10
mL, el cual debe contener 9 mL de tampdén de incubacién de nodulos
(Na2HPO4-2H20/NaH2P04-H20 50 mM (pH 7); SDS 1% (p/v); X-Gluc, 21 mg en
40 mL de tamp6n 50 mM X-Gluc) (Figura 6A).

3. Para proteger el X-Gluc de la incidencia directa de la luz, cubrir cada vial con
papel de aluminio.

4. Incubar todos los viales durante 16 h a 37 °C.

5. Sacar las raices noduladas de los viales y contar los nddulos blancos y azules que

hayan aparecido en cada tratamiento (Figura 6B, C).
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Figura 5. Esquema metodoldgico de los experimentos con plantas de alfalfa. WT, cepa silvestre 1021;
nap*, cepa sobrexpresante de los genes nap; nap™, cepa mutante en los genes nap; nosZ~, cepa mutante en
el gen nosZ; NH, cosecha de nddulos (del inglés, nodule harvest); PDC, recogida de datos fisiolégicos de
las plantas (del inglés, plant data collection).
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Figura 6. Revelado de nddulos en los ensayos de competitividad. (A) Raices sumergidas en una solucién
que contiene X-Gluc tras incubarlas toda la noche en oscuridad. Se pueden observar nddulos tefiidos de
azul. Nédulos de la cepa 1021-GUS3 (B) o de la cepa 4004-GUS3 (C) tefiidos con X-Gluc. Los nédulos de
la imagen B proceden de lasraices del vial de laimagen A.

2.9, Cosecha de nodulos

Para la produccion de N2O por nddulos de soja y alfalfa, éstos se separaron de las
raices de las plantas e, inmediatamente, se prepararon las diferentes muestras en viales
para dichos andlisis, los cuales se efectuaron el mismo dia que se cosecharon los nddulos.
Para el resto de determinaciones, los nddulos se cosecharon, se prepararon alicuotas de
los mismos en tubos Falcon™ de 15 mL e, inmediatamente, se congelaron sumergiendo
los tubos en N2 liquido. Por Gltimo, se trasladaron a un arcén a —80 °C, donde se

conservaron hasta su uso.

5.6. Determinacion de los parametros fisioldgicos de las plantas

5.6.1. Numero de nodulos, peso fresco y seco de nddulos y peso fresco y seco de planta
El dia de la cosecha, se cuantificé el nimero de nédulos (NN) por planta, y se

determiné el peso fresco de nddulos (NFW), de parte aérea (SFW) y/o de planta (PFW)

en plantas de soja o alfalfa, asi como la longitud de la raiz (RL) de plantas individuales

de soja. En cuanto a soja, el peso seco de ndédulos (NDW), de parte aérea (SDW), de raiz

(RDW) o de planta (PDW) se obtuvieron tras secar a 70 °C durante 3 dias los nddulos, la

117



Material y Métodos

parte aérea, la raiz o la planta de soja individual correspondiente, pesando posteriormente.
En el caso de la alfalfa, como la unidad experimental no fue la planta sino la maceta, SDW
0 PDW se obtuvieron tras secar a 70 °C durante 3 dias las partes aéreas o las plantasde la
maceta correspondiente, pesando posteriormente; no se midio ni el peso fresco ni seco de
raices ni la longitud de las raices ni por maceta ni por planta al ser complicado separar
individualmente las plantas y obtener medidas confiables por maceta y por plantade dicho

pardmetro con el sistema de cultivo empleado.

5.6.2. Contenido en N total, de N procedente de la BNF y de Cu

5.6.2.1. Determinacidn del contenido en N total

El analisis del N total (TN) en soja y alfalfa lo llevé a cabo el Servicio de Analisis
de Nitrogeno y Carbono de la EEZ-CSIC. Para ello, la parte aérea sin raices de plantas
individuales (en el caso de soja) o de una misma maceta (en el caso de alfalfa) se peso y
se molié con un molinillo IKA A1l (Rose Scientific, Alberta, Canada) hasta conseguir
particulas inferiores a 0,5 mm de diametro, tras lo cual, las muestras se enviaron al
Servicio de Andlisis de Nitrégeno y Carbono (EEZ-CSIC), donde se pesaron entre 80 y
90 mg, y se cuantificé su contenido en N total mediante un analizador elemental LECO
TruSpec® CN (LECO, St Joseph, Michigan, EEUU). Basicamente, la muestra se sometia
a combustion completa a 950 °C en presencia de O». Posteriormente, todos los 0xidos de
N generados se convirtieron a N2, detectandose mediante un detector de conductividad

térmica. Los valores de N total se expresaron en mg de N-(g de muestra seca) .

5.6.2.2. Determinacién de N procedente de la BNF

En cuanto al contenido en N procedente de la BNF en plantas de soja, para
diferenciar entre el N adquirido por la BNF o por la asimilacién de NOs, el porcentaje
de N derivado del N, atmosférico (Ndfa, del inglés, N derived from atmosphere) en plantas
cultivadas con 4 mM de KNOs; marcado con N, se calculé mediante la técnica de
dilucion del is6topo °N (Sanchez et al., 2011). El enriquecimiento en *N (§1°N) y el
% de atomos de N (5°N-100) se midieron en la parte aérea de plantas de soja. El

parametro %Ndfa se calculd aplicando la siguiente formula matematica:
%Ndfa = 100-[1-(A/B)], donde:

A=%°N en exceso en plantas inoculadas

B=%"°N en exceso en plantas sin inocular
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El %N en exceso tanto en plantas inoculadas como sin inocular se define como

% de 4tomos °N en tratamiento marcado — % de 4tomos *°N en tratamiento sin marcar.

Para calcular el % de atomos *°N en exceso, un conjunto de plantas se mantuvo

en condiciones de BNF para obtener el % de atomos °N del tratamiento no marcado.
El contenido de N fijado (FN) se calculé como FN = (%Ndfa-TN)/100.

Todos estos andlisis, en su conjunto, se llevaron a cabo en el Laboratorio de
Biogeoquimica de Is6topos Estables del Instituto Andaluz de Ciencias de la Tierra
(IACT).

La proporcion de N procedente de la BNF también se analiz6 en muestras gaseosas
de N20 emitido por los nddulos de soja. Antes de la cosecha, las raices noduladas se
sometieron a encharcamiento, y se tomaron muestras gaseosas del espacio de cabeza,
transfiriéndolas a viales de cristal de 12 mL con vacio (Labco, Paris, Francia).Las
determinaciones de N,O marcado con **N en cada muestra se realizaron en la Instalacion
de Isétopos Estables de la Universidad de California (UC-Davis), siguiendo Sus
recomendaciones (Stevens et al., 1993), analizando diferentes isotopdlogos del N2O para
obtener la fraccion isotopica: *N2O (**N-¥N), *N2O (}*N-°N) y “N,O (**N-°N).
Finalmente, el % de N>O marcado con N (8%°N-100) se calcul6 de acuerdo a Hart y
Myrold (1996).

5.6.2.3. Determinacién de Cu en las plantas y en la solucién nutritiva

La concentracion de Cu se analiz6 en muestras previamente secas y molidas de
semillas, parte aérea, raices y nddulos de soja de plantas individuales, asi como en
muestras previamente secas y molidas de parte aérea y raices de macetas de alfalfa, y de
nodulos y semillas de alfalfa integros previamente secos. Para ello, dichas muestras se
enviaron al Servicio Técnico de Instrumentacion de la EEZ-CSIC, donde se analizaron
utilizando la técnica llamada espectrometria de emisién Optica de plasma acoplado
inductivamente (ICP-OES, del inglés, inductively coupled plasma-optical emission
spectrometry) gracias a la disponibilidad de un equipo PlasmaQuant® PQ 9000 (Analytik
Jena, Jena, Alemania). Antes de llevar a cabo las medidas, las muestras se mineralizaron
mediante digestién por microondas en presencia de una mezcla acida en proporcion 1:1

(v/iv) de HCl y HF. Los datos se expresaron en mg de Cu-(kg de muestra seca) .
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Asimismo, tambien se midié periddicamente el contenido en Cu en la solucion nutritiva,

situandose por debajo del limite de deteccion en el tratamiento sin Cu afiadido (0 uM).
5.7. Determinaciones analiti nzimati n nodul i Ifalf
Las determinaciones enzimaticas y analiticas que se describen a continuacion se

realizaron en nodulos procedentes de 10 plantas individuales por tratamiento en el caso

de la soja, y de 5 macetas por tratamiento con 8 plantas cada una en el caso de la alfalfa.

5.7.1. Contenido de leghemoglobina en los nédulos

Para este protocolo, se necesita preparar previamente las siguientes soluciones:

v' Tampdén Na;HPO4/NaH2PO.: Na,HPO4-2H,0 50 mM; NaH.POs-H.0O 50 mM;
H>0 destilada 100 mL; pH 7,4

v' Tampdn de extraccion de Lb: Na;HPO4-2H>O/NaH2PO4-H.0 50 mM (pH 7,4),
100 mL; KsFe(CN)s 0,02% (p/v); NaHCOs3 0,1% (p/v); cubrir con papel de
aluminio para protegerlo de la luz y conservar a 4 °C

v Solucion saturada de &cido oxalico: C2H2042H20, 6,6 g en 100 mL de H20
destilada; preparar en fresco

v" Solucidn patrén de hemoglobina humana: hemoglobina humana 0,3 g-L™!

El método de determinacion por fluorimetria del contenido de Lb en nédulos se

baso en un protocolo descrito por LaRue y Child (1979). El protocolo es el siguiente:

1. Pesar 0,5-1 g de nodulos de soja 0 0,125-0,13 g de nddulos de alfalfa.

2. Homogeneizar en un mortero en hielo que contiene 6 mL de tampon de extraccion
de Lb y 0,1 g de PVPP (polivinilpolipirrolidona, CAS: 9003-39-8).

3. Centrifugar el extracto a 7000 rpmen una centrifuga Sorvall® RC 6 Plus (Thermo
Fisher Scientific) durante 20 min a 4 °C.

4. Transferir 50 pL del sobrenadante de nodulos de soja o 200 pL. del sobrenadante
de nédulos de alfalfa a tubos de cristal que contienen 3,15 mL de solucion saturada
de acido oxalico.

5. Autoclavar a 120 °C durante 30 min.

6. Enfriar las muestras a temperatura ambiente.

7. Medir en un espectrofluorimetro Shimadzu (Shimadzu Scientific Instruments,
Kioto, Japon), estableciendo A =405 nm y A = 600 nm como longitudes de onda
de excitacibn y emision, respectivamente, comparando con muestras no

autoclavadas como control.
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Las concentraciones de Lb se expresan como mg Lb-(g NFW)!, y se obtienen
después de extrapolar los datos a partir de una curva estandar elaborada con los siguientes
volimenes de una solucion patron de hemoglobina humana: 0, 60, 120, 180, 240 y 300

mg- L.

5.7.2. Determinacion de las emisiones de N2O en raices noduladas y nédulos

Las emisiones de N2O se midieron en raices noduladas y nodulos aislados para
soja, Yy s6lo en nodulos aislados para alfalfa y, en todos los casos, se realiz6 mediante
cromatografia de gases de acuerdo a Tortosa y colaboradores (2015).

Para la determinacion de las emisiones de N2O en raices noduladas de soja, se
elimind la perlita adherida a ellas en primer lugar. Posteriormente, cada planta se
transfirio a un bote PYREX® de 100 mL que contenia 70 mL de la solucion nutritiva
correspondiente a cada tratamiento, que fue volumen suficiente para mantener las
condiciones de encharcamiento de las raices. A continuacion, cada bote se cerrd con un
tapon provisto de una goma transparente perforable que se ajusto al tallo de la planta
(Figura 7A), y se tomaron muestras gaseosas del espacio de cabeza a las 2, 5y 8 h de
incubacion a 30 °C para medir las emisiones de N2O usando un cromatografo de gases.
La inyeccion de las muestras y los célculos pertinentes se llevaron a cabo tal y como se

detalla en el apartado 3.4.

Figura 7. Sistemas cerrados usados para las determinaciones de N,O en (A) raices noduladas y (B) nédulos
aislados de plantas de soja.
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Para la determinacion de las emisiones de N2O en nodulos aislados de soja, 0,2-
0,3 g de nddulos frescos cosechados instantaneamente se transfirieron a viales
SUPELCO® de 20 mL, los cuales contenian 5 mL de la solucién nutritiva
correspondiente a cada tratamiento (Figura 7B). Tras preparar los viales, se tomé 1 mL
de muestra gaseosa del espacio de cabeza de cada uno a las 0, 3 'y 6 h de incubacién a 30
°C. La inyeccidn de las muestras y los célculos pertinentes se llevaron a cabo tal y como

se detalla en el apartado 3.4.

Para la determinacion de las emisiones de N2O en nddulos aislados de alfalfa, 0,2-
0,3 g de nddulos frescos (que basicamente fue la cantidad obtenida por maceta de alfalfa)
cosechados instantaneamente se transfirieron a viales SUPELCO® de 10 mL, los cuales
contenian 100 pL (para los tratamientos sin encharcamiento) o 1 mL (para los
tratamientos con encharcamiento) de la solucion nutritiva correspondiente a cada
tratamiento. Tras preparar los viales, se tomaron 0,5 mL de muestra gaseosa del espacio
de cabeza de cada uno a las 3 y 6 h de incubacion a 30 °C. La inyeccion de las muestras

y los calculos pertinentes se llevaron a cabo tal y como se detalla en el apartado 3.4.

Las emisiones de N2O se expresaron como nmol N2O-(planta-h)™! en el caso de
raices noduladas de plantas de soja, 0 como nmol N.O-(g NFW-h)* en el caso de nddulos
aislados tanto de soja como de alfalfa.

5.7.3. Aislamiento de bacteroides procedentes de los nodulos

Para este protocolo, se necesita preparar previamente la siguiente solucion:

v" Tampdn de extraccion de bacteroides: tampon Tris-HCI 50 mM (pH 7,5); manitol

250 mM (afnadir en el momento de uso)

El aislamiento de bacteroides de nddulos de soja o alfalfa se llevod a cabo segln el
protocolo de Mesa y colaboradores (2004), el cual se baso en el descrito por Arrese-lgor
y colaboradores (1998). Basicamente, el protocolo seguido se resume en los siguientes

pasos:

1. Homogeneizar 0,5-1 g de nédulos de soja 0 0,15-0,25 g de nddulos de alfalfa en
un mortero en hielo que contiene 7,5 mL de tampon de extraccion de bacteroides.

2. Filtrar el homogenado a través de gasas esteriles.

3. Centrifugar a 1500 rpm durante 5 min a 4 °C para eliminar las células enteras y

los restos de nédulos.
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Transferir el sobrenadante a tubos nuevos.

Centrifugar a 7000 rpm durante 10 min a 4 °C para sedimentar los bacteroides.
Lavar los pellets celulares 2 veces con tampén de lavado Tris-HCI 50 mM (pH
7,5) y resuspender en 5 mL o 0,5-1 mL del mismo tampdn en el caso de

bacteroides de nddulos de soja o alfalfa, respectivamente.

La suspension celular resultante se utilizé para las determinaciones bioquimicas.

5.7.4. Siembra en placa de bacterias procedentes de los nddulos

La verificacion del fenotipo de resistencia a Km de la cepa 4004 (WT) o 4002

(nap™), o del color azul para las cepas WT-GUS3 0 nap*-GUS3, que contenian pGUS3,

se llevo a cabo mediante siembra en placa de bacterias procedentes de nddulos congelados

a -80 °C o de los nddulos frescos originados en plantas de alfalfa crecidas en tubos de

vidrio.

1.

o g &~ w D

10.
11.

12.

Para ello, se siguio el protocolo detallado a continuacion:

Transferir unos 100 mg de nodulos congelados a tubos de microcentrifuga
estériles de 2 mL, los cuales previamente se deben tarar.

Afadir 1 mL de etanol absoluto, enjuagando durante 1 min.

Eliminar el etanol utilizando una micropipeta.

Enjuagar los nddulos 5 veces con 1 mL de HO destilada estéril cada lavado.
Eliminar el H2O con una micropipeta.

Afadir 100 uL de medio TY sinantibidtico y machacar los nddulos con una varilla
de vidrio.

Afadir 900 pL mas de TY liquido y agitar en vortex.

Tras un breve pulso, a partir de esa mezcla (10°), llevar a cabo diluciones seriadas
(de 107! a 107°) también en medio TY sin antibidtico.

Sembrar en césped 100 uL de las diluciones 1073, 10 *y 1075 en placas con medio
solido TY sin antibioticos por un lado, y suplementado con Km por otro lado. Las
placas destinadas a sembrar cepas con pGUS3 contienen X-Gluc.

Incubar las placas durante 5 dias a 30 °C.

Una vez se consigan colonias visibles e individualizadas en todas las placas,
seleccionar 100 de ellas de las placas sin antibidtico y otras 100 de las placas con
Km, y sembrarlas simultdneamente en estria en placas sélo con Sm, por un lado,
y s6lo con Km, por otro lado.

Incubar las placas durante 5 dias.
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13. Determinar la proporcion de colonias resistentes a Km y, por consiguiente,
portadoras del plasmido pDS4002. Las estrias de las cepas WT o nap* provistas

de pGUS3 muestran color azul.

5.7.5. Actividades MV*"-NR y MV*-NIR en bacteroides

Para analizar las actividades MV*-NR o MV*-NIR en bacteroides de nédulos de
soja o alfalfa, se procedié como se detalla en el apartado 3.5.1. La Unica diferencia radica
en la cantidad de proteina introducida en cada tubo, ya que, una vez preparadas las
suspensiones de bacteroides, se afiadieron 200 ul de suspension de bacteroides de
nddulos de soja, que contenian 0,5-1 mg de proteina total, o 17 uL de suspension de
bacteroides de nddulos de alfalfa, que contenian 20-30 pg de proteina total.

5.7.6. Actividad NOR en bacteroides

El andlisis de la actividad NOR se efectud s6lo en bacteroides de soja, y el
procedimiento a seguir fue el descrito en el apartado 3.5.2, con ligeras diferencias. En este
caso, para la calibracion, primero, se afiadieron a la camara del electrodo (de unos 2,2 mL
de capacidad) 760 pL de tampon fosfato 25 mM, 90 pL de una soluciéon de succinato
sddico 1 M, 100 pL de glucosa 320 mM, y 100 puL de una mezcla de enzimas que contenia
40 U-mL™" de glucosa oxidasa de A. niger y 250 U-mL"! de catalasa de higado bovino,
dejando actuar a todos estos compuestos durante 5 min para crear condiciones anoxicas.
Cuando se observé una linea base estable, se inyectaron alicuotascrecientes de la solucion
saturada de NO desde 10 pL, generando una curva de calibracionque se emplearia para los
calculos posteriores. A continuacion, se afiadieron 900 uL de lasuspension de bacteroide
a la cdmara. Una vez que se alcanzaron condiciones anoxicas, indicadas por la aparicién
de una linea base estable, se inyectaron 50 pL de la solucion saturada de NO para que
diera comienzo la reaccion. Cada medida se detuvo cuando la sefial cayo a 0, lo que
significaba que todo el NO presente habia sido consumido por las células. Finalmente, la

actividad NOR se expres6 en mmol NO consumido-(mg de proteina-min) .
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5.7.7. Actividad N2OR en bacteroides

La actividad N2OR se analiz6 tanto en bacteroides de soja como de alfalfa. El
procedimiento a seguir fue el que se detalla en el apartado 3.5.3, con ciertas diferencias,
recogidas anteriormente en Tortosa y colaboradores (2015) en el caso de bacteroides de
soja, Yy estableciendo nuevas modificaciones en el caso de bacteroides de alfalfa. Una vez
preparadas las suspensiones correspondientes de bacteroides, se transfiri6 1 mL de
extracto de bacteroides de soja o 103 pL de extracto de bacteroides de alfalfa a viales
SUPELCO® de 10 mL, a los que previamente se les habia afiadido 60 mM de succinato
sodico. Inmediatamente después, se cerraron con tapones herméticos provistos de
membrana perforable y, seguidamente, se les inyectd consecutivamente gas N2 al 98% y
N20 a una concentracién final de 0,1% (v/v), tras lo cual, se incubaron a 30 °C durante 1
h. Transcurrido ese tiempo, se tomaron alicuotas de 0,5 mL del espacio de cabeza de cada
vial, realizando las inyecciones de las muestras y los calculos como se especifica en el

apartado 3.4.

VI. Analisis estadisticos y programas bioinformaticos
6.1 Analisi isti

Para analizar los datos estadisticamente, se emple6 el programa IBM SPSS
Statistics 27 (con licencia proporcionada por el CSIC) o el software abierto GNU-PSPP
(v1.0.1) (https://www.gnu.org/software/pspp/), asi como la version en espafiol de
LibreOffice Calc (v6.0.7.3) (https://es. libreoffice.org/descubre/calc/). Para todos los
datos, se calculd la media, la desviacion estandar y el error estandar de la media y, a
continuacion, se aplicé un test estadistico Kolmogorov-Smirnov para determinar si la
muestra en cuestion se ajustaba a una distribucion normal. En caso afirmativo, se empleo
un test paramétrico t de Student para comparar entre 2 muestras, 0 ANOVA para
comparar entre mas de 2 muestras, y en este caso, seguidamente se aplico un test post-
hoc de Tukey para las comparaciones por pares de tratamientos. En caso negativo, se
emple6 un test no paramétrico U de Mann-Whitney para comparar entre 2 muestras, 0
Kruskal-Wallis para comparar entre mas de 2 muestras, y en este caso, seguidamente se
aplicd un test post-hoc U de Mann-Whitney para las comparaciones por pares de
tratamientos. En general, para los datos en vida libre, se aplicaron tests paramétricos,
mientras que, para los datos obtenidos en simbiosis, se aplicaron tests no paramétricos. El

p-valor considerado para todos los tests estadisticos aplicados fue p < 0.05.
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6.2. Programas bioinformaéticos

Las herramientas bioinformaticas empleadas en el desarrollo de esta tesis se
presentan en la Tabla 9 (todas ellas mencionados a lo largo de toda la seccién de
Materiales y Métodos):

Tabla 9. Programas bioinformaticos empleados durante el desarrollo de esta tesis.

Programa Descripcion Referencia
Clone Manager Programa para la simulacion de procesos de Sci-Ed
clonacion, restricciones, representacion Software

gréafica de plasmidos y disefio de

oligonucledtidos

Quantity-One® Programa para la obtencion, analisis y Bio-Rad
cuantificacion de imagenes de geles de
poliacrilamida o agarosa obtenidas por

equipos de Bio-Rad

Image Lab™ Programa para el analisis de imagenes de Bio-Rad

geles de poliacrilamida o agarosa

iQ™5 Optical System Programa para la adquisicion y analisis de Bio-Rad
Software los datos de gqRT-PCR

Webs oficiales de los programas mencionados:

Clone Manager: https://www.scied.com/pr_cmpro.htm

Quantity One®: https://www.bio-rad.com/es-es/product/quantity-one-1-d-analysis-
software?ID=1de9eb3a-1eb5-4edb-82d2-68091bf360fh

Image Lab™: https://www.bio-rad.com/es-es/product/image-lab-
software?ID=KRE6P5E8Z

iQ™5  Optical System Software: https://www.bio-rad.com/es-es/sku/1709753-ig5-
optical-system-software?1D=1709753
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Copper modulates nitrous oxide emissions
from soybean root nodules

Tortosa, G., Pacheco, P. J., Hidalgo-Garcia, A., Granados, A., Delgado,
A., Mesa, S., Bedmar, E. J., Delgado, M. J.

Modified version from the article published with the following reference:
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1.1. Abstract

Agriculture is an important source of the greenhouse gas N2O due to the over- or
non-synchronised application of nitrogen to crops. SNF by legume-rhizobia symbiosis
can be an effective strategy for N2O mitigation, but several environmental factors such as
copper (Cu) availability might affect N.O emissions derived from legume crops. The aim
of this research was to study how Cu can modulate N2O emissions by soybean root
nodules. Soybean plants inoculated with B. diazoefficiens USDA110 were grown in the
presence of 4 mM KNO;z and a battery of Cu?* concentrations added during growth (0, 5,
10, 20, 40, 60 or 100 uM). NoO emissions were measured by gas chromatography in both
nodulated roots and detached nodules after root flooding. Furthermore, *N isotope
dilution was assayed for SNF and N2O determinations. Results showed that an excess of
added Cu during growth significantly affected plant physiology, nodulation and SNF of
the soybean-B. diazoefficiens symbiosis, being 20 uM the threshold that soybean plants
can tolerate without suffering Cu stress. Meanwhile, Cu addition reduced statistically N2O
emissions by soybean nodules. This reduction was correlated with Cu accumulationin
nodules, which affected the denitrifying enzymes activities. Cu excess produced a
simultaneous decrease of NR and NIR activities, but an increase of N2OR activity.
Finally, the modulation of bacteroidal Nap is proposed as an effective target for the
strategies for mitigation of N.O emissions derived from soybean crops, probably more

effective than Nos.

1.2, Copper effect on plant physiology and nodulation

The Cu concentration added to plants during the growth period was ranged
between 0-100 pM Cu?*. The highest concentration (100 uM) produced a significant
reduction of plant biomass and nodulation capacity, and caused clear chlorotic and

necrotic symptoms in the leaves (Figure S1.1).

For that reason, Table 1.1 only shows the effect of the addition of 0, 5, 10, 20, 40
or 60 uM Cu?* on several plant physiological parameters. As shown in Table 1.1, the
addition of 5 or 10 uM Cu?* slightly promoted shoot biomass production (SDW)
compared to those plants that grew without added Cu. On the contrary, addition of higher
concentrations (> 20 uM) triggered a decrease of SDW, being 60 uM the concentration
that had the strongest negative effect on shoot plant development. Similarly, Cu addition
statistically decreased RDW, being also 60 uM Cu?* the concentration that induced a

severe decrease compared to those plants that grew under non-Cu treatment. Another
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physiological symptom that was affected by Cu addition was RL. In fact, as higher the
Cu concentration added to the plants was, the shorter RL was observed (Table 1.1).
Table 1.1. Effect of Cu addition on shoot dry weight (SDW), root dry weight (RDW), SDW/RDW ratio,

root length (RL), nodule number (NN), nodule dry weight (NDW), dry weight per nodule (NDW/NN) and
leghemoglobin content of the nodules (Lb) of soybean plants inoculated with B. diazoefficiens USDA 110.

Cu?+ SDW RDW SDW/ RL NN- NDW NDW/NN Lb

(UM) | (grplant®)  (gplantl) RDW  (cmeplant?) plant® | (g-plant?) (mgnodule?)
0 2.37c 1.04a 2.9e 41a 56b 0.76¢ 2.64a 9.53a
5 2.73a 0.99a 3.4d 33b 57b 0.86b 2.77a 9.73a
10 2.78a 0.77b 3.7c 22¢ 79a 1.02a 2.58a 9.86a
20 2.62b 0.72b 3.7c 20d 80a 0.93ab 2.30b 7.79
40 2.49b 0.60c 4.2b 15e 69ab 0.74c 2.30b 4.86¢
60 1.87d 0.41d 4.8a 13f 48c 0.49d 2.12c 4.35¢c

Lb is expressed in mg-(g NFW)~'. NFW, nodule fresh weight. Same lower-case letter in each column means
not statistical difference according to U Mann-Whitney (or Wilcoxon-Mann—Whitney) test at p <0.05.

Plants grown without Cu addition suffered a significant longitudinal development
of the primary roots compared to those plants subjected to the different Cu treatments
(Figure 1.1a). As shown in Table 1.1, RL decreased from 41 + 8 cm in plants grown in
the absence of added Cu to 13 + 1 cm in plants cultivated in the presence of 60 uM Cu?*.
Concerning nodulation, the effect of Cu addition on NN or NDW showed a similar
behaviour than SDW (Table 1.1). Addition of 5, 10 or 20 uM Cu?* to the plant growth
medium slightly improved NN or NDW compared to those plants that were growing
without Cu added. In fact, an increase in NN and NDW of about 43% or 22%,
respectively, was observed in plants treated with 20 uM Cu?* with respect to non-treated
plants. However, addition of 40 or 60 pM Cu?* during growth decreased NN and NDW.
This negative effect was more significant when 60 uM was added to the mineral solution,
where the plants showed a decrease of about 14% and 35% in NN and NDW, respectively,
in comparison to plants grown without Cu addition (Table 1.1). When the ratio between
NDW and NN (NDW/NN) per plant was calculated as an indicative parameter of the
individual dry weight per nodule, a decrease was observed in plants grown with 20, 40 or
60 uM Cu?* compared to non-treated plants (Table 1.1). This observation indicated that
Cu?* addition from 20 to 60 pM produced smaller nodules, as it is also shown in Figure
1.1b. Finally, an estimation of nodule functionality was assessed by measuring the nodular
Lb concentration. As shown in Table 1.1, a significant reduction of Lb was observed in
nodules from plants grown in the presence of 20, 40 0 60 uM Cu?*. In fact, adecrease of
about 50% (from 9.53 + 0.39 to 4.35 + 0.12 mg-(g NFW)™!) was produced
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after the addition of 60 pM Cu?* to the plant growth medium compared to non-treated

plants.

5 pM 10 uM 20 uM 40 upM

Figure 1.1. Roots (a) and nodules (b) from soybean plants subjected to different Cu concentrations during
growth (0, 5, 10, 20 and 40 uM).

1.3. Copper effect on SNF by using the N isotope dilution methodology

The addition of 20 uM Cu?* slightly increased shoot biomass (SDW, Table 1.1)
and also TN of the shoots, which was statistically higher compared to non-Cu addition,
with 24.85 + 1.12 and 19.21 + 1.57 mg-g !, respectively (Table 1.2). Further, the *N
enrichment in the soybean shoots showed that the addition of 20 uM Cu?* during the
growth period statistically increased (p < 0.05) the percentage of atom °N excess (2.226
+ 0.041) compared to plants grown without Cu supplementation (2.023 + 0.023), which
meant a higher *°N-labelled NO3™ assimilation of plants at 20 uM Cu?®* treatment. This
result revealed that the proportion of Ndfa was 9% higher in plants grown without Cu
addition than in those provided with 20 pM Cu?* (53.79 + 0.49 and 49.14 + 0.81 of %Ndfa

for plants grown without or with 20 pM Cu?* addition, respectively).
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Table 1.2. Total nitrogen content (TN), atom °N excess and proportion of nitrogen derived from the
atmosphere (Ndfa) in shoots from soybean plants inoculated with B. diazoefficiens USDA 110 and grown
with 4 mM K®NOs and 0 or 20 uM Cu?*.

Cu?* (nM) TN (mg-g™) Atom °N excess (%) Ndfa (%)
0 19.21b 2.023b 53.79a
20 24.85a 2.226a 49.14b

Same lower-case letter in each column means not statistical difference according to U Mann-Whitney test
atp <0.05.

1.4, Copper accumulation in soybean plant organs

Cu was linearly accumulated in shoots, roots and nodules in relation with the Cu
concentration added to the mineral solution during soybean growth (Table 1.3). Cu was
preferentially accumulated in roots, ranging from 244 + 23 to 1,386 + 249 mg of Cu per
kg of dry weight in roots from plants grown in the presence from 5 to 60 puM Cu?".
Nodules also accumulated significant amounts of Cu, which were correlated with the
concentration of Cu?* added to the plants during growth. Shoots were the plant tissue that
showed the least Cu accumulation, with Cu concentrations ranging from 13.4 £ 0.2 to
52.8 £ 1.5 mg-kg ™! of shoots from plants treated with 5 or 60 pM, respectively. Finally,
Cu concentration in soybean seeds was 19 + 1 mg-kg ' (or 5.44 +0.66 pg per seed), which
represented close to 85% of the total Cu accumulated in shoots, roots and nodules of

plants grown without Cu addition.

Table 1.3. Copper accumulation in shoots, roots and nodules of soybean plants inoculated with B.
diazoefficiens USDA 110 and grown in the presence of different Cu?* concentrations.

Cu®* (uM) Cu?* accumulation (mg-kg™)
Shoots Roots Nodules

0 0d 6f 3e

5 13.4c 244e 152d
10 13.4c 283d 196¢
20 22.0bc 438c 303b
40 35.7b 787b 373b
60 52.8a 1386a 686a

Same lower-case letter in each column means not statistical difference according to U Mann-Whitney test
atp <0.05.
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As shown in Figure 1.2A, N20 production by nodulated roots decreased
proportionally to the increased Cu concentration added to the plants during growth. The
highest N>O flux was observed in nodulated roots from non-treated plants or plants
receiving 5 or 10 uM of Cu?* concentrations. However, a significant decrease of N,O
production was observed in root nodules from plants grown with Cu?" concentrations
ranging from 20 to 60 uM. The strongest reduction of N2O emission was observed in 60
uM Cu?*-treated plants, where about a 5-fold decrease was observed compared to non-
treated plants (18 + 9 versus 86 + 16 nmol NO-(plant-h)~!, respectively). The reduction
of N2O flux produced by plant Cu?* treatment was statistically fitted to a hyperbolic decay
regression [N2O emission rate = (a-b)/(b+[Cu?*])], showing a significant regression
coefficient (R? = 0.8430) (Table S1.1). N2O production by detached nodules showed a
similar tendency to that observed in nodulated roots (Figure 1.2B). N2O release also
statistically decreased with the Cu concentration added to the plant mineral solution (R?
= 0.9839) (Table S1.1), being the hyperbolic decay relevant within the interval of 0-20
uM Cu?* added. Indeed, the emission rate by nodules from plants grown without Cu®*
addition was 116 + 16 nmol N.O-(g NFW-h) !, and it dropped close to 4-fold (28 +5 nmol
N20-(g NFW-h) ") in detached nodules from plants treated with 20 uM Cu?*. Moreover,
N20 flux registered in detached nodules from plants subjected to higher Cu concentrations
(40 and 60 pM) were meaningless (4 + 2 and 5 + 1 nmol N2O-(g NFW-h) ™!, respectively).

When N20O emission rate and Cu concentration of detached nodules were plotted (Figure

1.3), a regression was observed, which statistically fitted to a linear decayequation (N20
emission rate = yo+ a-[Cu®"nodutar]) (R? = 0.9401; Table S1.1). This graph confirmed that

N20 fluxes reduction was directly related to the Cu accumulation in soybean nodules.
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Figure 1.2. N>O emissions by nodulated roots (A) and detached nodules (B) from soybean plants inoculated
with B. diazoefficiens USDA 110 and watered with different Cu concentrations during growth. The black
line represents hyperbolic decay regression, and the blue line, the 95% confidence band.
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Figure 1.3. Linear regression of N>O emission rate and Cu accumulation of detached nodules from soybean
plants inoculated with B. diazoefficiens USDA 110 and watered with different Cu concentrations during
growth. The black line represents hyperbolic decay regression, and the blue line, the 95% confidence band.

136



Results. Chapter 1.

Finally, the proportion of *®N-N,O derived from the 4 mM *NOs™ applied to the
plants during growth was estimated by using the N isotope dilution approach (Table
1.4). According to the relative abundance of the three isotopologues of N>O (m/z: 44, 45
and 46) analysed, a statistical enrichment (p < 0.05) in the °N proportion of N2O emitted
by nodulated roots of plants grown with ®NOs;~ was found, independently of the Cu
concentration added. Specifically, the concentration of the two isotopologues of N.O
including >N (**N20 and *®N,0) increased significantly with N enrichment, being their
concentration 14-fold and 2-fold higher respectively, compared to non-enriched
treatments. Moreover, the relative proportion of *N-N,O atom in the *N enriched
treatments ranged between 5.65-5.75, close to 15-fold higher than those obtained in the
non-enriched NOs™ treatments (Table 1.4). These results confirmed that the N.O emitted

by soybean nodules derived mainly from the NOs™ of the mineral solution.

Table 1.4. N-N,O emissions by nodulated roots from soybean plants inoculated with B. diazoefficiens
USDA 110 and grown with 4 mM KNOs (**N enriched or not) and 0 or 20 uM Cu?*,

Nitrate (4 mM) Cu®* 4“N20 N0 4N,0 Atom *N-N.0O
(HM) (14N_14N) (14N_15N) (15N_15N) (%)
[% total N2O-  [% total N2O- | [% total N20-
(h-plant) '] (h-plant) '] (h-plant) ']

non-enriched 0 99.01a 0.78c¢ 0.21c 0.373c
non-enriched 20 98.98a 0.78c¢ 0.24c 0.372c
N enriched 0 88.63c 10.84a 0.53a 5.653b
N enriched 20 88.81b 10.68b 0.51b 5.747a

Same lower-case letter in each column means not statistical difference according to U Mann-Whitney test
atp <0.05.

NR activity was not affected by Cu?* addition within the interval of 0-20 uM, with
values ranging between 32.4-42.2 nmol NO™ produced-(mg protein-min) !, respectively
(Table 1.5). However, treatments with higher Cu concentrations (> 20 uM) significantly
decreased NR activity compared to bacteroids from non-treated plants, being this
reduction about 3-fold and 25-fold lower when 40 or 60 uM Cu?* was added to the plant
nutrient solution, respectively. With respect to NIR activity, a decrease that was parallel
with the increase in the Cu concentration added to the plants during growth was observed.
This reduction was especially relevant in bacteroids from plants treated with 40 or 60 uM,
which showed 5-fold reduction of NIR activity compared to that of bacteroids from non-
treated plants. NOR activity was weakly affected by Cu addition to the plants, showing a
slight increment of about 1.3-fold in bacteroids from 60 uM Cu?*-treated plants compared

to non-treated plants. Conversely, N2OR activity was significantly increased in response
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to plant Cu treatment. Particularly, in plants grown in the presence of 40 or 60 uM Cu?*,
N20OR activity increased about 4-fold compared to that of bacteroids from plants that were

not treated with Cu.

Table 1.5. Methyl viologen-dependent nitrate (MV*-NR) and nitrite (MV*-NIR), nitric oxide (NOR) and
nitrous oxide (N.OR) reductase activities of bacteroids from nodules of soybean plants inoculated with B.
diazoefficiens USDA 110 and subjected to different Cu treatments during growth.

Cu?* NR NIR NOR N20OR
(UM) [nmol NO2™ pro- [nmol NO2™ con- [nmol NO con- [nmol N2O con-
duced: (min‘mg pro-  sumed- (min-mg pro- sumed-: (min°-mg sumed:- (h-mg pro-
tein) ] tein) ™ protein)™] tein)™]
0 32.4a 8.6a 1.8c 1.1c
5 43.0a 7.0a 2.1b 1.2¢c
10 42.2a 4.8b 2.0b 1.3c
20 33.6b 4.8b 2.1b 3.2b
40 11.9c 1.7¢c 2.3a 4.2a
60 1.3d 1.8c 2.4a 4.0a

Same lower-case letter in each column means not statistical difference according to U Mann-Whitney test
atp <0.05.
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Chapter 1: supplementary material

Table S1.1. Parameters of the regression models fitted to experimental data of N,O emission rates from
nodulated roots and detached nodules from plants grown with different Cu concentrations.

Nodulated roots.
Hyperbola decay kinetic model: N2O emission rate = (a-b)/(b+[Cu?*])

R: 0.9181 R?: 0.8430 | Adj R%: 0.8037 | Standard Error of Estimate: 13.3852
Coefficient | Standard Error P
a (nmol N2O h'* plant™) 96.3473 11.0660 0.0010
b (UM Cu?*) 30.0192 12.7157 0.0776

Detached nodules.
Hyperbola decay kinetic model: N2O emission rate = (a-b)/(b+[Cu?*])

R: 0.9919 R?:0.9839 | Adj R% 0.9798 | Standard Error of Estimate: 5.8822
Coefficient | Standard Error P
a [(nmol N2O h* (g NFW™)] 115.7278 5.8429 <0.0001
b (UM Cu?) 4.5780 0.7137 0.0030

Detached nodules.
Linear regression model: N2O emission rate = yo + a-[Cu®* dular]

R: 0.9696 R2: 0.9401 | Adj R?: 0.9202 | Standard Error of Estimate: 11.8547
Coefficient | Standard Error P
Yo [nmol N2O h* 1065250  10.0417 0.0018
(QNFW)] ' ' '
a[nmol N2Oh™ (g NFW)" mg kg™ _j 5549 0.0415 0.0063

1 2
Cu +nodular]

AREEE T
=l 11

Figure S1.1. Chlorotic and nechrotic symptoms in the leaves of soybean plants grown with 100 uM Cu?*.
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2.1. Abstract

N0 is a potent greenhouse gas that contributes to global warming. Its atmospheric
concentration has remarkably increased over the last century, being the intensification of
nitrogen fertilisation the main cause of this important rise. One of the main strategies to
mitigate N2O emissions from agriculture soils consists of using legumes, which reduce
the dependence on synthetic nitrogen fertilisers, improving healthand fertility of crop soils
at the same time. These plants are able to establish symbiosis with rhizobia through the
formation of nodules in their roots, where biological N2 fixationtakes place. Alfalfa is one
of the most valuable forage legume crops and is symbioticallyassociated with E. meliloti.
Although this bacterium contains all the denitrification genes,is unable to grow under
anoxic conditions with nitrate as respiratory substrate because ofa limitation in nap genes
expression. In this context, it has been demonstrated that nap overexpression restores the
capacity of E. meliloti free-living cultures to grow anaerobically through denitrification
and also induces N2O production. In the present work, the involvement of E. meliloti nap
genes expression in competitiveness for nodulation in alfalfa plants under low oxygen
conditions has been assessed by the first time. We have also demonstrated the capacity of
alfalfa nodules to produce N2O in response to environmental factors such as nitrate and
flooding, which reduces oxygen availability. On the contrary, Cu addition to the plant
growth medium triggered a reduction of N2O production by the nodules probably due to
the induction of N2O reductase activity of the bacteroids. We propose the modulation of
bacteroidal N2O reductase activity as an effective target for the mitigation strategies of

N20 emissions derived from alfalfa crops.

2.2. Bacterial strains

E. meliloti strains and plasmids used in this study and their description are listed
in Table 1 from Material and Methods.

2.3. Periplasmic nitrate reductase has a role in infectivity and competitiveness for
nodulation in alfalfa

As a preliminary experiment, we investigated the effect of nitrate on nodulation
capacity of E. meliloti by sowing alfalfa seeds in glass tubes and inoculating with E.
meliloti 4004 or 1021. Plants were grown during 28 days without nitrate or with different

nitrate concentrations, ranging from 1 mM to 4 mM (Figure 2.1). In these experiments,

143



Results. Chapter 2.

nodulation was significantly diminished by 4 mM nitrate, while no differences were
observed for the rest of nitrate concentrations (Figure 2.1). Similar results were obtained
with the WT strain 1021 (data not shown).

2 -

Nodule number-plant™

T T T 1
0 5 10 15 20 30
Time (days)

[ =]
L

Figure 2.1. Nodulation kinetics of alfalfa plants inoculated with strain 4004 of E. meliloti grown without
nitrate (0 mM,?) or with 1 mM (), 2 mM (4, 3 mM (¢) or 4 mM ( KNO, during 30 days. Data represent

means with standard error bars separated using a Tukey HSD test at p < 0.05. Data shown are representative
from two independent experiments.

Next, we were interested in elucidating whether nodulation capacity of E. meliloti
was influenced by nap expression. To achieve this goal, seeds were sown in glass tubes
with nutrient solution supplemented with 3 mM KNOs, and were inoculated with the nap*
strain or the strain 4004 (WT). Before inoculation, nutrient solution was subjected or not
to anoxic conditions (see Material and Methods). As shown in Figure 2.2A, similar
nodulation capacity between the WT or nap* strains inoculated under oxic conditions was
observed, counting 6 nodules per plant, approximately, after 30 days of plant growth
regardless of the strain (p > 0.05). However, the nap* strain showed a significantly major
efficiency for nodulation than the WT under anoxic conditions, counting 8 and 6 nodules
per plant, respectively, at the end of the experiment (p < 0.05) (Figure 2.2A). These results
indicated that nap overexpression might promote nodulation when roots are developed

in an anoxic environment.

The next step was to analyse the competitiveness of the nap* strain for nodulation.
We performed experiments with alfalfa plants grown in glass tubes with 3 mM nitrate and
inoculated with a mixture (1:1 ratio) of the WT 4004-GUS3 and the nap* strain (4002),
or the WT 4004 and the nap™-GUS3 strain. Plants inoculated only with the WT or the
nap* strain (harbouring pGUS3 or not) were used as control of the experiments.
Additionally, stability of pGUS3 and pDS4002 was checked in plates as described in
Material and Methods (subsection 5.7.4). As shown in Figure 2.2B, the nap® strain
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produced 59% of the total number of nodules, while the WT 4004-GUS3 generated the
remaining 41%. Moreover, the nap™-GUS3 strain produced 61% of the total number of
nodules, while the WT 4004 elicited the remaining 39%. Therefore, these results confirm
the previous results on nodulation kinetics (Figure 2.2A) and suggest that E. meliloti nap

overexpression improves competitiveness for nodulation of alfalfa plants.
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Figure 2.2. Nodulation capacity of a nap-overexpressing E. meliloti strain (nap*). (A) Nodulation kinetics
of alfalfa plants inoculated with the strain 4004 (wild-type, WT, circles) or the nap* strain 4002 (squares)
and grown in glass tubes during 30 days with nutrient solution supplemented with 3 mM KNOs. Half of the
tubes containing NS were sparged with N2 gas during 10 min before inoculation (anoxic conditions, white
symbols) and the other half were not fluxed with N (oxic conditions, black symbols). (B) Nodule
competition assays. Data represent the percentage of nodules occupied by the nap* or the WT 4004-pGUS3
strains, inoculated separately as control of the experiments or after co-inoculation (ratio 1:1) under anoxic
conditions. In A and B, data represent means with standard error bars from three independent experiments
assayed by using ten plant replicates.

2.4, Periplasmic nitrate reductase is involved in N2O emissions by alfalfa root

nodules

To investigate the capacity of alfalfa root nodules to produce N20, seeds were
inoculated with E. meliloti 1021 or 4004 and N2O emissions were measured after growing
the plants in pots containing nutrient solution with different nitrate concentrations (Figure

5A from Material and Methods). As shown in Figure 2.3, NoO emissions were not
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detected in nodules from plants grown without nitrate independently of the application of
flooding conditions or not. A weak induction of N.O production was observed in non-
flooded nodules in the presence of 1 mM nitrate in the growth medium. The addition of
3 mM to the nutrient solution or the treatment of the plants with 10 mM nitrate 7 days
before harvesting slightly induced N.O release from non-flooded nodules compared to 1
mM treatment (Figure 2.3). Interestingly, flooding triggered a significant increase in N2O
emissions by nodules from plants subjected to 1 mM, 3 mM or 7-day 10 mM nitrate,
respectively, compared to non-flooded nodules (Figure 2.3). It is worth mentioning that
no differences in N2O emission levels under flooding conditions were found between 1
and 3 mM nitrate for 50 days (p > 0.05), and between 3 mM and the application of a
nitrate shock of 10 mM 7 days before harvesting (p > 0.05). However, N2O levels from
flooded nodules of 7-day treated plants with 10 mM nitrate were significantly higher
compared to those from flooded plants grown in the presence of 1 mM (p < 0.05; Figure
2.3). Similar results were obtained with the WT strain 4004 (data not shown).
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Figure 2.3. N2O emissions from detached nodules elicited by E. meliloti 1021. Alfalfa plants were grown
without nitrate (0 mM), with 1 or 3 mM KNOg3 during 50 days, or treated with 10 mM KNOs 7 days before
harvesting. Flooding conditions were applied a week before harvesting (blue bars) or not (red bars). Data
represent means with standard error bars from at least five biological replicates. Lower-case letters indicate
comparisons between plants subjected to flooding and nitrate treatments (1 or 3 mM KNOs for 50 days or
10 mM KNO; for 7 days). Same lower-case letters are not statistically significant according to U Mann-
Whitney test at p <0.05. NFW, nodule fresh weight.

As shown in Table 2.1, NFW per plant significantly decreased when plants were
grown with 1 or 3 mM KNOs3 for 50 days in comparison to those plants treated with 10
mM KNOz during 7 days before harvesting. However, NN per plant was not affected by

any nitrate treatment. It is also important to mention that the application of 1 or 3 mM
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nitrate during 50 days as well as 10 mM nitrate treatment for 7 days caused a major impact
on leghemoglobin content in nodules obtaining a decrease of 1.9, 1.7 and 1.5-fold
respectively, compared to that observed in nodules from plants grown without nitrate.
With respect to PDW per plant, the treatment of 3 mM nitrate during 50 days increased
PDW significantly compared to plants grown without nitrate or with 1 mM nitrate or
treated with 10 mM nitrate, where no differences were observed. These results indicate
that the increase in PDW of plants grown with 3 mM is possibly due to the nitrogen uptake
by plant roots rather than the SNF, since nodule growth and physiology were severely
affected under these conditions compared to those grown without nitrate (Table 2.1).

Table 2.1. Effect of nitrate on nodule number (NN), nodule fresh weight (NFW), plant dry weight (PDW)
and leghemoglobin content in nodules (Lb) from alfalfa plants inoculated with E. meliloti 1021. Plants were
grown without nitrate (0 mM), with 1 mM or 3 mM KNOszduring 50 days, or applying 10 mM KNOs 7 days
before harvesting. All the plants were subjected to flooding conditions for 7 days before harvesting.

Nitrate treatment (mM)

50 days 7 days before
harvesting
0 1 3 10
NN-plant™! 17a 15a 17a 15a
NFW (mg-plant™) 41.31a 21.10b 17.58b 35.25a
PDW (mg-plant™') 346.04b 323.48b 456.16a 362.50b
Lb (mg-(g NFW)™) 10.9a 5.65¢C 6.4c 7.38b

Values in a row followed by the same lower-case letter are not statistically different according to U Mann-
Whitney test at p <0.05.

To investigate the involvement of Nap in N2O emissions, alfalfa plants were
grown in pots and, a week before harvesting, they were subjected to 10 mM KNO3 and
flooding conditions, since these were the conditions where the highest N.O emission
levels were found and nodule biomass was not affected (Figure 2.3, Table 2.1). Plants
were inoculated with the WT strain 1021 or 4004, the nap™, or the nap™ strain (Figure 5B
from Material and Methods). As shown in Figure 2.4A, MV*-NR activity from bacteroids
of the WT 1021 was 2.4-fold higher compared to that from nap™~ bacteroids. Inoculation
of the plants with the nap® strain induced MV*-NR activity of the bacteroids about 1.8-
fold compared to those from plants inoculated with the WT strain. When N20O emissions
from the nodules were analysed, N2O levels decreased 3.5-fold in the nodules produced
by the nap mutant compared to the WT nodules. Interestingly, inoculation of the plants
with the nap™ strain resulted in a large increase of N.O emissions (about 6.7-fold) by these
nodules compared to those from plants inoculated with the WT strain (Figure 2.4B).

Collectively, these results indicate that E. meliloti Nap is clearly involved in N.O
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emissions from alfalfa nodules. Similar results were obtained with the WT 4004 (data not
shown).
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Figure 2.4. (A) MV*-NR activity from bacteroids isolated from nodules elicited by E. meliloti 1021 (WT),
the napA::Q mutant (nap™) or the nap™ strain after inoculation of alfalfa plants subjected to flooding and 10
mM KNQOs, both applied 7 days before harvesting. Data are means with standard deviation from at least two
independent extractions assayed in triplicate. (B) N-O emissions from nodules isolated from the sameplants.
Data are means with standard deviation from at least three biological replicates. Same lower-case letters are
not statistically significant according to U Mann-Whitney test at p < 0.05. NFW, nodule fresh weight.

2.5. Copper modulates NoO emissions by alfalfa nodules and bacteroidal nitrous

ide red .

In order to investigate the effect of Cu on the alfalfa-E. meliloti symbiotic
interaction, plants were grown during 43 days in pots containing nutrient solution without
nitrate and without Cu?*addition (0 pM) or supplemented with 0.8 pM or 20 uM Cu?*

(Figure 5C from Material and Methods). Figure S2.1 shows the experimental setting for
these experiments.

As shown in Table 2.2, NFW, SDW, PDW and N content significantly decreased
in plants grown without Cu?* added compared to those grown in the presence of Cu?*. No
differences in those parameters were found between plants grown with 0.8 or 20 uM Cu?".

Moreover, plants grown without Cu?* added displayed a pale green tone in their leaves,
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while they were dark green in the other treatments, as observed in Figure S2.1. These
results indicate a negative effect of Cu limitation on alfalfa-E. meliloti SNF.
Leghemoglobin values support this idea, since nodules from plants grown without Cu?*
contained 1.8-fold less leghemoglobin than those from plants grown with 0.8 uM Cu?*
(Table 2.2). As observed in Table 2.2, Cu concentration was higher in roots and nodules
comparing to shoots, especially in plants grown with 20 uM Cu?*, where we found 5.5-
fold and 7.6-fold more Cu in nodules and roots, respectively, compared to shoots.
According to these results, Cu may be primarily accumulated in the roots, and only a

minimal proportion would be transferred to shoot and leaves.

Table 2.2. Effect of Cu?* on nodule fresh weight (NFW), shoot dry weight (SDW), plant dry weight (PDW),
leghemoglobin content in nodules (Lb), nitrogen concentration ([N]) and Cu?* concentration ([Cu?*]) in
shoots, roots and nodules from alfalfa plants inoculated with E. meliloti 1021. Plants were grown for 43
days without nitrate supplied and with Cu?* added to nutrient solution (0.8 or 20 uM) or not (0 pM). Cu
content in seeds was also determined (17 + 0.5 mg-(kg of dry seeds)™!, or 28 + 0.8 ng per seed).

Cu?* added (uM)
0 0.8 20
NFW (mg-plant™) 23.56b  41.75a  35.66a
SDW (mg-plant ™) 79.11b  141.98a 140.35a
PDW (mg-plant ™) 136.12b 235.50a 258.99a
Lb (mg-g NFW™) 6.31c 11452 8.33b
[N] (mg-g™) 20.90b 35.67a  37.05a
[Cu? (shoot) (mg-kg ™) n.d. 6.14b  23.14a
[Cu®T (root) (mgkg ™) n.d. 10.79b  176.25a

[Cu*T (nodule) (mg-kg™) 2.10c  13.23b 127.57a

Values in a row followed by the same lower-case letter are not statistically different according to U Mann-
Whitney test at p <0.05. n.d., not detected.

In order to elucidate the contribution of Nos to N>O emissions from alfalfa
nodules, bacteroids were isolated from nodules elicited by the WT 1021 or 2011 or a nosZ
mutant. These nodules were collected from plants grown for 50 days and subjectedto 10
mM nitrate and flooding during 7 days before harvesting (Figure 5C from Materialand
Methods). Bacteroids from the nosZ mutant showed 5.9-fold less N2OR activity than
bacteroids from the WT 1021 (p < 0.05). On the contrary, N.O emission rates by nosZ~
nodules were 5.3-fold higher compared to those nodules from plants inoculated with the
WT strain (p < 0.05) (Table 2.3). These results demonstrate the involvement of Nos in
N20 reduction in alfalfa nodules. Finally, another set of alfalfa pots was inoculated with
the WT 1021 or 2011 strain and grown without Cu added (0 uM), or in the presence of
0.8 uM or 20 uM Cu. Seven days before harvesting (i. e., after 43 days), plants were
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treated with 10 mM KNO3 and subjected to flooding in order to induce N2>O emissions
(Figure 5C from Material and Methods). As shown in Table 2.3, Cu accumulation in
nodules was correlated with the Cu concentration added to the nutrient solution.
Moreover, while MV*-NR activity from the bacteroids was not significantly influenced
by Cu availability, MV*-NIR activity was significantly reduced in bacteroids from 0 or
20 uM Cu treatments comparing with 0.8 uM Cu. N2OR activity increased in parallel with
the Cu concentration provided. Conversely, N2O emission rate decreased with Cu
concentration. These results suggest that environmental Cu concentration plays an
essential role in modulating NIR and N2OR activity and consequently in the decrease of
N20 emissions by alfalfa nodules. In the above mentioned experiments, similar results
shown by the WT 1021 were obtained with the WT 2011 (data not shown).

Table 2.3. Effect of Cu?* on nodules elicited by E. meliloti 1021. Plants inoculated with E. meliloti 1021
were grown in pots with 0, 0.8 or 20 uM Cu?* added to the nutrient solution during 50 days, while plants
inoculated with the nosZ mutant strain only were grown with 0.8 uM Cu?* for the same time period. This
entire set of plants was subjected to 10 mM KNO3 and flooding for 7 days before harvesting. MV*-NR,
MV*-NIR and N,OR activities were analysed from bacteroids isolated from nodules, while N>O emissions
were analysed from detached nodules.

cu2+ | Strains MV*-NR MV*-NIR N2OR N2O emissions Cu?* content
added [nmol NO,~ [nmol NO,~ [nmol N,O [nmol N2O pro- in nodules
to NS produced- consumed- consumed- duced- (mg-kg™)
(uM) (mg pro- (mg pro- (mg pro- (g NFW-h)™]
tein'min) ] tein'min) ] tein-h)™]
0 WT 32.70a 21.53b 12.52¢ 694.84a 5.28¢c
0.8 WT 36.98a 52.76a 44.63Ab 236.17Bb 41.04b
nosZ- n.d. n.d. 7.61B 1254.75A n.d.
20 WT 40.45a 28.93b 147.72a 69.13c 673.55a

Values in a column followed by the same lower-case letter (comparison between Cu treatments) or upper-
case letter (comparison between WT and nosZ") are not statistically different according to U Mann-Whitney
test at p <0.05. n.d., not determined; NS, nutrient solution; NFW, nodule fresh weight.
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Chapter 2: supplementary material

O uM Cu 0.8 uM Cu 20 uM Cu

Figure S2.1. Experimental set of alfalfa plants grown under different Cu conditions without nitrate for 43
days. Note the lighter green color of leaves from the plants grown without Cu added (0 pM) comparing to
the rest of treatments.
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3.1. Abstract

N2O is a powerful greenhouse gas that contributes to climate change.
Denitrification is one of the largest sources of N2O in soils. The soybean endosymbiont
B. diazoefficiens is a model for rhizobial denitrification studies since, in addition to fixing
N, it has the ability to grow anaerobically under free-living conditions by reducing nitrate
from the medium through the complete denitrification pathway. This bacterium contains
a periplasmic nitrate reductase (Nap), a copper (Cu)-containing nitrite reductase (NirK),
a c-type nitric oxide reductase (cNor), and a Cu-dependent nitrous oxide reductase (Nos)
encoded by the napEDABC, nirK, norCBQD and nosRZDFYLX genes, respectively. In
this work, an integrated study of the role of Cu in B. diazoefficiens denitrification has been
performed. A notable reduction in nirK, nor, and nos genes expression observed under
Cu limitation was correlated with a significant decrease in NirK, NorC and NosZ protein
levels and activities. Meanwhile, nap expression was not affected by Cu, but a remarkable
depletion in Nap activity was found, presumably due to an inhibitory effect of nitrite
accumulated under Cu-limiting conditions. Interestingly, a post-transcriptional regulation
by increasing Nap and NirK activities, as well as NorC and NosZ protein levels, was
observed in response to high Cu. Our results demonstrate, for the first time, the role of Cu
in transcriptional and post-transcriptional control of B. diazoefficiens denitrification.
Thus, this study will contribute by proposing useful strategies for reducingN2O emissions

from agricultural soils.

3.2, Bacterial strains

B. diazoefficiens strains used in this study and their description are listed in Table
1 from Material and Methods. Primers sequences in this work are listed in Table 3 from
Material and Methods.

B. diazoefficiens 110spc4 was grown under oxic, anoxic and microoxic (2% initial

O concentration) conditions in Buffered Vincent’s medium (Serventi et al., 2012)
supplemented with nitrate (BVVMN) and different Cu concentrations: Cu limitation, i.e.,
chelated (Cu-L), standard Cu (Cu-S, 0.02 uM) or high Cu (Cu-H, 13 uM) (Figure 3.1).
Under oxic conditions, cultures reached an optical density at 600 nm (ODeoo) of around
1.5 after 7 days of incubation, regardless of the Cu treatment (Figure 3.1A). These results
suggest that Cu was not a limiting factor for B. diazoefficiens growth by oxygen

respiration (Figure 3.1A).
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When B. diazoefficiens 110spc4 cells were cultured in BVMN medium under
anoxic conditions (Figure 3.1B), Cu-L cultures reached a turbidity (ODeoo) of about 0.2
after 7 days of incubation, while Cu-S and Cu-H cultures reached an ODeggo 0f about 0.5,
indicating that growth was severely affected in the Cu-L medium compared with Cu-S or
Cu-H media (Figure 3.1B). This result indicates that Cu was essential for nitrate-
dependent anaerobic growth of B. diazoefficiens. In fact, the growth profile displayed in
BVMN Cu-L cultures with NO3™ was similar to that observed in Cu-S cultures incubated
without NOz™ (BVM medium) (Figure 3.1B), indicating that Cu and NO3z™ were both
indispensable for NOs™ respiration under anoxic conditions. Finally, B. diazoefficiens
110spc4 cells were incubated under microoxic conditions in Cu-L, Cu-S and Cu-H
BVMN media. As shown in Figure 3.1C, microaerobic growth under Cu-L conditions
decreased compared to that reached under Cu-S conditions (about 0.4 and 0.6 ODsoo,
respectively, after 7 days of incubation). In contrast, cells grown in the Cu-H medium
showed a significant increase in growth rates compared to those cultured in the Cu-S
medium (about 0.7 and 0.6 ODseoo, respectively, after 7 days of incubation). Interestingly,
when cells were grown microaerobically in the Cu-S medium, but in the absence of NO3",
they displayed similar growth rates to those cultured in Cu-L conditions with NO3™ as the
respiratory substrate (Figure 3.1C). These results suggest that NOs™ and Cu were
necessary for B. diazoefficiens to grow fromNOs™ respiration under microoxic conditions,

as it was observed under anoxic conditions (Figure 3.1B).
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Time (days) Time (days)

Time (days)

Figure 3.1. Growth of B. diazoefficiens 110spc4 in Cu limitation (Cu-L) (o), standard Cu (Cu-S) (m and
high Cu (Cu-H) ()8VMN media under oxic (A), anoxic (B) and microoxic (C) conditions. In (B,C), growth
in the Cu-S BVM medium was also included (). Data represent means with standard error bars from at least
two independent cultures assayed in triplicate, and where not visible, these were smaller thanthe symbols.

A preliminary experiment was performed in order to select the incubation period
in which denitrification gene induction in response to oxygen depletion in a BVMN
medium reached maximal levels. To achieve this goal, p-galactosidase activity from a
napE-lacZ, nirK-lacZ, norC-lacZ and nosR-lacZ transcriptional fusions was analysed in
B. diazoefficiens parental cells grown in Cu-S BVMN medium under oxic and microoxic
conditions for 1, 2 and 3 days of incubation. As shown in Figure 3.2, all the fusions
showed a gradual increase in B-galactosidase activity from 1 to 3 days of growth. In
general, microaerobic expression of all the denitrification genes was notably higher than
that observed under aerobiosis. These results confirmed previous studies (Bedmar et al.,
2005; Bueno et al., 2017), where oxygen-limiting conditions together with NO3™ strongly
induced denitrification gene expression in B. diazoefficiens. In contrast to the remarkably
low levels of aerobic expression of nap, nirK and nor genes, the nosR-lacZ fusion showed

significantly higher levels of B-galactosidase activity after 1, 2 and 3-day incubation
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periods under oxic conditions. Similar levels of nosR-lacZ expression were observed
under aerobic and microaerobic respiration after 1 day of incubation. However, a
significant induction of B-galactosidase activity was observed from the nosR-lacZ fusion
in cells incubated for 2 or 3 days under microoxic conditions compared to that from

aerobically grown cells (Figure 3.2).
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Figure 3.2. B-galactosidase activity from napE-lacZ (A), nirK-lacZ (B), norC-laczZ (C) and nosR-lacZ (D)
transcriptional fusions chromosomally integrated in B. diazoefficiens 110spc4 grown under aerobic (white
bars) or microaerobic conditions (blue bars) in Cu-S BVMN medium for 1, 2 and 3 days. Data expressed
as Miller Units (MU) are means with standard error bars from at least three independent cultures assayed
in triplicate.

Taking these results into consideration, we decided to perform a study into the Cu
effect on denitrification gene expression, by incubating cells for 3 days under different
Cu concentrations. For this purpose, we analysed p-galactosidase activity from the napE-
lacZ, nirK-lacZ, norC-lacZ and nosR-lacZ transcriptional fusions in B. diazoefficiens
110spc4 cells grown for 3 days in Cu-L, Cu-S and Cu-H BVMN media under microoxic
conditions (Figure 3.3). Cultures grown aerobically were included as a control in the
experiments. As shown in Figure 3.3A, napE-lacZ microaerobic expression was not
significantly affected by Cu concentration in the medium, demonstrating similar f-

galactosidase activity values under Cu-L, Cu-S or Cu-H conditions. These results
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indicate that Cu is not involved in the transcriptional control of napEDABC genes. In
contrast, Cu limitation drastically lowered B-galactosidase activity from the nirK-lacZ,
norC-lacZ and nosR-lacZ fusions (about 3-, 6- and 4-fold, respectively) compared with
the values obtained in the Cu-S medium (Figure 3.3B-D). These results suggest that Cu
availability is essential for nirK, norCBQD and nosRZDFYLX maximal expression. Since
the catalytic subunit of cNor, NorB, does not contain Cu as cofactor, the drastic reduction
in norCBQD expression under Cu-L conditions, instead of being directly controlled by
Cu, might be due to the lack of nitric oxide (NO), the product of NirK, which is required
to induce the expression of norCBQD genes (Bueno et al., 2017; Jiménez-Leiva et al.,
2019). In order to test this hypothesis, we performed a B-galactosidase activity assay with
B. diazoefficiens cells containing the norC-lacZ fusion incubated under Cu-L and Cu-S
BVM media (i.e., without NO3") in the presence of NO that was added to the cells 5 h
before the assay. As shown in Figure 3.4, the addition of NO to the Cu-L BVM medium
resulted in a very weak induction of about 3-fold of norC-lacZ expression, in contrast to
the notable increase of about 9.5-fold in the NO-amended Cu-S BVM medium. Thus, the
decreased expression of norCBQD genes under Cu limitation was not due to the lack of
NO provoked by the reduction in nirK expression under Cu-L conditions, but rather to a
direct unknown effect of Cu limitation on norC-lacZ expression. Regarding the effect of
high Cu on denitrification gene expression, the growth of the cells in the Cu-H BVMN
medium did not change the expression of any of the transcriptional fusions significantly

compared to that observed in cells grown in the Cu-S BVMN medium (Figure 3.3A-D).

The negative effect of Cu limitation on nirK, nor and nos transcriptional
expression was also confirmed by gqRT-PCR analyses. When cells were cultured
microaerobically in the Cu-L BVMN medium, expression of nirK, norC and nosR genes
was reduced to 10.73, 33.25 and 6.79, respectively, compared to that observed in cells
cultured in the Cu-S medium (Figure 3.3E). In contrast, Cu limitation did not affect napE
expression compared with Cu-S conditions, similar to the results obtained when we
analysed the napE-lacZ transcriptional fusion (Figure 3.3A,E). Taken together, these
results confirm the negative effect of Cu limitation on nirK, nor and nos but not on nap

genes expression.
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Figure 3.3. Transcriptional expression of denitrification genes monitored as [3-galactosidase activity from
napE-lacZ (A), nirK-lacZ (B), norC-lacZ (C) and nosR-lacZ (D) fusions chromosomally integrated in B.
diazoefficiens 110spc4 grown aerobically in Cu-S (white bars) and microaerobically in Cu-L (light blue
bars), Cu-S (blue bars) and Cu-H (dark blue bars) BVMN media for 3 days. Data expressed as MU are
means with standard deviation bars from at least three independent cultures assayed in triplicate. A post-
hoc Tukey HSD test at p < 0.05 was applied in (A-D); same lower-case letters in each figure indicate that
values are not statistically different. (E) Expression changes of napE, nirK, norC and nosR genes in B.
diazoefficiens 110spc4 grown microaerobically in Cu-L compared with Cu-S measured by gRT-PCR. Data
expressed as Fold Change (FC) are means with standard deviation in parentheses from at least three
independent cultures assayed in triplicate.
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Figure 3.4. B-galactosidase activity from the norC-lacZ transcriptional fusion chromosomally integrated in
B. diazoefficiens 110spc4 grown under microaerobic conditions in Cu-L or Cu-S BVM medium (i.e.,
without nitrate). Tubes were incubated during 24 h at an initial OD600 of 0.2, and 5 h before the assay, NO
was added (grey bars) or not (white bars). Data expressed as MU represent means with standard error bars
from at least three independent cultures assayed in triplicate.
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3.5, Influence of N expression an 1vity of denitrification enzvm

In order to investigate the effects of Cu on Nap expression, immunoblot analyses
using antibodies raised against purified P. pantotrophus NapA (Richardson et al., 1998)
were performed in the soluble fraction of B. diazoefficiens grown under microoxic
conditions in Cu-L, Cu-S and Cu-H BVMN media. A band of about 94 kDa, that was
undetectable in a napA mutant, was present in the WT cells (Figure 3.5A). Expression of
NapA was not affected by Cu since similar protein levels were observed in WT cells
grown under the different Cu conditions assayed (Figure 3.5A). Full scans of the entire
gel from a representative experiment are shown in Figure S3.1A,B. Next, MV*-NR
activity was analysed in B. diazoefficiens parental cells incubated for 1, 2 and 3 days under
microoxic conditions in Cu-L, Cu-S or Cu-H BVMN media. As shown in Figure 3.5B,
MV~*-NR activity in Cu-L conditions was higher than that detected in Cu-S or Cu-H media
after 1 day of incubation. However, MV*-NR activity was much lower thanthat detected
in Cu-S or Cu-H media after 2 and 3 days of incubation. Low levels of MV*-NR activity
observed after 2 and 3 days of incubation in Cu-L conditions were in concordance with
nitrate consumption rates, where only 7 mM NO3z™ was taken from themedium, while all
the NO3z™ present (10 mM) was consumed by the cells grown under Cu-S and Cu-H
conditions after 5 days of incubation (Figure 3.5C). It is also important tonote that the
highest values of MV*-NR activity were obtained in Cu-H medium either after 2 or 3 days
of incubation (Figure 3.5B). In fact, while 8.7 mM NO3 was consumedby cells grown
under Cu-H conditions, only 6.6 mM NOs~ was taken by Cu-S grown cellsafter 4 days of
incubation (Figure 3.5C).
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Figure 3.5. Nitrate reductase protein levels and activity. (A) Western-blotted SDS-PAGE gels of soluble
fraction (20 pg) proteins probed with anti-NapA antibodies from P. pantotrophus. Soluble fraction from a
napA::Q mutant strain was used as negative control in the experiments. Apparent mass of NapA (94 kDa)
is shown at the left margin. Soluble fraction was isolated from 3-day incubation cultures. (B) MV*-NR
activity in Cu-L (light blue bars), Cu-S (blue bars) and Cu-H (dark blue bars) conditions. Data are means
with standard error bars from at least two independent cultures assayed in triplicate. (C) Extracellular nitrate
concentration in the Cu-L (}?Cu-S () &hd Cu-H () gowth media. Data are means with standard error bars
from at least two independent cultures assayed in triplicate, and where not visible, these were smallerthan
the symbols. Cells were grown under microoxic conditions in BVMN medium with different Cu
concentrations.

Figure 3.6A displays NirK western blot analyses in cytosolic and periplasmic
fractions. The band corresponding to NirK (37 kDa), that was absent in a nirK mutant,
was fainter in the cytosol (2.3-fold) and very weakly detectable in the periplasm (4.5-fold
lower expression) from cells grown under Cu-L conditions compared to that detected in
cells grown in the Cu-S medium (Figure 3.6A). In contrast, while the levels of NirK in

the cytosol of Cu-H cells were 1.8-fold lower than those detected in Cu-S cells, a similar
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pattern of expression was observed in the periplasm of the Cu-H and Cu-S grown cells
(Figure 3.6A). Full scans of the entire gel from a representative experiment are shown in
Figure S3.2A,D.With respect to NirK activity, MV*-NIR activity levels weresignificantly
lower in the Cu-L than in the Cu-S medium, mainly after 3 days of incubation (Figure
3.6B). This observation was consistent with the accumulation of NO;™ in the Cu-L medium
(1.5 mM NO2") that was not further consumed through the entire 7- day incubation period
(Figure 3.6C). In contrast, Cu-S grown cells consumed the NO2™ accumulated (1.5 mM
NO;") from the third day of incubation, decreasing its concentration in the growth
medium to zero after 6 days (Figure 3.6C). As observed in Figure 3.6C, NO,  was
accumulated in the Cu-L medium from the first day, indicating a possible inhibitory effect
on Nap activity, observed after 2 and 3 days of incubation (Figure 3.5B). To confirm this
hypothesis, we analysed NO,~accumulationand MV*-NRactivity in cells of a nirk mutant
that, as has been reported previously, also accumulates NO2™ in the growth medium
(Velasco et al., 2001; Bueno et al., 2008). For this purpose, WT and nirK mutant cells
were cultured for 3 days in Cu-L or Cu-S media. As expected,NO2 accumulated in the
WT Cu-L medium, as well as in the nirK Cu-L and Cu-S media(Figure 3.7A). Moreover,
very low MV*-NR activity values were observed in WT under Cu-L and in the nirK
mutant both under Cu-L and Cu-S conditions, compared to those found in WT grown in
the Cu-S medium (Figure 3.7B).

As shown in Figure 3.6B, MV*-NIR activity was notably higher in cells grown
for 3 days under Cu-H conditions compared to that observed under Cu-S conditions. In
fact, NO2 was not detected in the Cu-H medium throughout the entire incubation period
(Figure 3.6C). This observation may be a consequence of the high NIR activity observed
under Cu-H conditions (Figure 3.6B).
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Figure 3.6. Nitrite reductase protein levels and activity. (A) Western-blotted SDS-PAGE gels of
periplasmic (21 pg) and cytosolic (12 pg) proteins probed with anti-NirK antibodies from B. diazoefficiens
110spc4. Soluble fraction from a nirK::Q mutant strain was used as negative control in the experiments.
Apparent mass of NirK (37 kDa) is shown in the left margin. Periplasmic and cytosolic fractions were
isolated from 3-day incubation cultures. (B) MV*-NIR activity under Cu-L (light blue bars), Cu-S (blue
bars) and Cu-H (dark blue bars) conditions. Data are means with standard error bars from at least two
independent cultures assayed in triplicate. (C) Extracellular NO2™ concentration in the Cu-Lq ), Cu-Si)
and Cu-H @& growth media. Error bars represent standard error between triplicates, and where not visible,
these were smaller than the symbols.
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Figure 3.7. (A) Extracellular nitrite concentration in the growth medium of B. diazoefficiens 110spc4 (WT,
coloured symbols) and the nirK::Q mutant strain (open symbols) cultured under Cu-Lo(G ) or Cu-SH 1)
conditions. Error bars represent standard error between triplicates, and where not visible, these were smaller
than the symbols. (B) MV*-NR activity of WT and nirK::Q mutant strains cultured in Cu-L or Cu-S. MV*-
NR activity given as nmol NO,™ produced-(mg protein-min)~! was determined after 3 days of incubation.
Data are means with standard error in parentheses from at least two independent cultures assayed in
triplicate. Cells were grown microaerobically in BVMN medium with different Cu concentrations.
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Next, we analysed the expression of NorC by heme-staining of the membrane
proteins (Figure 3.8A). The NorC subunit of the NOR enzyme, identified previously by
Mesa and colleagues (2002), is about 16 kDa. As observed in Figure 3.8A, about 3.3-fold
lower levels of NorC were detected in cells grown under Cu-L conditions compared to
those grown in Cu-S. Moreover, an approximate 2.3-fold increase in NorC expression
was detected in Cu-H compared with Cu-S conditions (Figure 3.8A). Full scans of the
entire gel from a representative experiment are shown in Figure S3.3A,B. Similarly, NOR
activity was notably lower in cells incubated in the Cu-L medium than in those grown
under Cu-S conditions (Figure 3.8B). A significant induction of NOR activity was also
observed under Cu-H conditions compared to that from Cu-S grown cells (Figure 3.8B).
A norC mutant, which lacked NOR activity, cultured in the Cu-S medium was used as
negative control in the experiments (Figure 3.8B).
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Figure 3.8. Nitric oxide reductase protein levels and activity. (A) Heme-stained proteins (30 pg) of
membranes prepared from B. diazoefficiens 110spc4. CycM and NorC cytochromes identified previously
are specified in the right margin. Apparent masses of the proteins (kDa) are shown at the left margin. (B)
NOR activity of B. diazoefficiens 110spc4 (WT). The norC::aphll-PSP (norC~) mutant strain cultured in
Cu-S medium was used as negative control in the experiments. Data represent means with standard error
bars from at least two independent cultures assayed in triplicate. Cells were grown microaerobically in Cu-
L (light blue bar), Cu-S (blue bar) or Cu-H (dark blue bar) BVMN medium for 3 days.
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Finally, we analysed NosZ expression in periplasmic and cytosolic fractions by
western blot using an antibody against purified P. denitrificans NosZ (Felgate et al.,
2012). As shown in Figure 3.9A, two bands were observed in periplasm (left) and cytosol
(right) of WT cells grown microaerobically in the Cu-S medium. The 67 kDa band
corresponds to NosZ and the 50 kDa band corresponds to the C-terminal truncated NosZ
protein, as previously reported for NosZ from B. diazoefficiens (Jiménez-Leiva et al.,
2019) and from P. denitrificans (Felgate et al., 2012). As expected, the 67 kDa band was
absent in the nosZ mutant which confirmed that such a band corresponds to NosZ.
However, a band of about 50 kDa was present in the cytosol and periplasm of the nosZ
insertion mutant, where the C-terminal domain was deleted, producing a shorter
polypeptide. NosZ was very faintly expressed under oxic Cu-S conditions, as well as
under microoxic Cu-L conditions, in both cellular fractions (Figure 3.9A). However,
NosZ was detected in cells grown under Cu-S and Cu-H conditions, and its concentration
increased in the periplasmic (about 2.2-fold) and cytosolic (about 2.3-fold) fractions from
cells incubated in the Cu-H medium compared to those grown in the Cu-S medium.
Interestingly, the 67 kDa band observed in the periplasm of Cu-H grown cells was 1.9-
fold more intense than that of 50 kDa (Figure 3.9A). In contrast, in the periplasm of Cu-
S grown cells, the level of the mature NosZ of 67 kDa was 1.6-fold lower than that ofthe
truncated protein (50 kDa). These results suggest a clear effect of Cu on the maturationof
the protein in the periplasm. Full scans of the entire gels from a representative experiment
are shown in Figure S3.2B,C,E,F. Next, N2OR activity was measured in cellsgrown under
microoxic Cu-L, Cu-S and Cu-H conditions. The nosZ mutant cultured in Cu-S medium
was also included as negative control in the experiments. As shown in Figure 3.9B, N.OR
activity in the Cu-L medium was diminished to levels similar to thoseof the nosZ mutant.

A strong induction of N2OR activity was observed in cells grown under Cu-S conditions
compared to that from cells under Cu-L conditions. When cells were incubated in the Cu-
H medium, an increase in N2OR activity of 1.6-fold was observed compared with that
from Cu-S grown cells (Figure 3.9B). Figure 3.9C shows N2O accumulation in the
headspace of the medium through 7 days of incubation. Under Cu-L conditions, N2O was
accumulated from the third day of incubation, increasing its concentration from 16.61 +
7.36 uM (day 3) to 118.12 + 51.65 uM (day 7). However, N2O was not detected in the
headspace of Cu-S or Cu-H cultures throughout the entire incubation period (Figure
3.9C).

166



Results. Chapter 3.

A Periplasm Cytosol
Aerobiosis Microaerobiosis Aerobiosis Microaerobiosis
CuS Cul CuS CuH nosZ:Q Cu-S CulL CuS CuH nosZ:Q
NosZ (67 kDa) » — ) o~ i

=
®

. 160 - 250
° a
8T 200 1
= = 120 - o 0
g & 2 150 -
g 8 S
e J
O & 50 gloo-
7 50
TS 40 - 50 1
= c c OI—'=‘-=ﬁ—e—v—u—l—I

Cu-L Cu-S Cu-H CuS

Days

WT nosZ

Figure 3.9. Nitrous oxide reductase protein levels and activity. (A) Western-blotted SDS-PAGE gels of
periplasmic (left, 21 pg) and cytosolic (right, 14 pg) proteins probed with anti-NosZ antibodies from P.
denitrificans. Apparent masses of NosZ (67 kDa) and truncated NosZ (50 kDa) are shown at the left margin.
Periplasmic and cytosolic fractions were isolated from 3-day incubation cultures. (B) N>O consumption
capacity of cells grown for 3 days under Cu-L (light blue bar), Cu-S (blue bar) and Cu-H (dark blue bar)
conditions. Data represent means with standard error bars from at least two independent cultures assayed
in triplicate. Soluble proteins (A) and cells (B) from a nosZ::Q mutant cultured microaerobically in Cu-S
medium were used as negative control in these experiments. In (B), a post-hoc Tukey HSD test at p < 0.05
was applied; same lower-case letters indicate that values are not statistically different. (C) N.O
accumulation in the headspace of Cu-L ), Cu-S @) and Cu-H (@) growth medium. Data are means with
standard error bars from at least two independent cultures assayed in triplicate, and where not visible, these
were smaller than the symbols. Cells were grown aerobically or microaerobically in BVMN medium with
different Cu concentrations.

In order to investigate the role of NosR in the expression of the nos operon, B.
diazoefficiens WT and a nosR deletion mutant, both containing a fusion between lacZ
gene and the promoter of the first gene of the nos operon, i.e., a nosR-lacZ fusion, were
grown under microoxic conditions in Cu-L, Cu-S or Cu-H BVMN for 3 days. Expression
values obtained under Cu-S aerobic growth were also included as control. As shown in
Figure 3.10A, B-galactosidase activity of the nosR-lacZ fusion was slightly lower in the
nosR mutant compared with the WT when cells were grown either under oxic (2.4-fold)
or under microoxic conditions independently of the Cu concentration present in the
medium (1.8-fold in Cu-L, Cu-S or Cu-H conditions). These results indicate that the lower
expression of nosR-lacZ in the nosR mutant is independent of the growth conditions and
could be due to an intrinsic defect of nos expression in this mutant. We then investigated
N20OR activity in the nosR mutant compared to the WT, both cultivated microaerobically

in Cu-L or Cu-S BVMN media. A nosZ mutant strain cultured in the Cu-S medium was
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employed as negative control in these experiments. As observed in Figure 3.10B, N2OR
activity was very weak in both the WT and the nosR mutant when cells were incubated in
the Cu-L medium. A significant induction of N2OR was observed in the WT grown under
Cu-S conditions. However, under these conditions, N2OR activity was drastically
diminished in the nosR mutant compared with the WT (2.03 + 1.10 versus 74.10 + 4.89

nmol N2O consumed-(mg protein-h) !, respectively). These results indicate that NosR is
essential for the optimal function of Nos.
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Figure 3.10. (A) B-galactosidase activity from the nosR-lacZ transcriptional fusion chromosomally
integrated in B. diazoefficiens 110spc4 (white bars) and nosR mutant (dark grey bars) backgrounds grown
aerobically in Cu-S or microaerobically in Cu-L, Cu-S and Cu-H BVMN media for 3 days. Data expressed
as Miller Units (MU) are means with standard error bars from at least three independent cultures assayed
in triplicate. (B) N2OR activity of B. diazoefficiens 110spc4 (WT) and the nosR mutant (AnosR) strains
incubated in Cu-L and Cu-S BVMN media under microoxic conditions. The nosZ::Q mutant strain cultured
in the Cu-S medium was used as negative control in these experiments. N.O was measured in the headspace
of the cultures after 3 days of incubation. Data represent means with standard error bars from at least two
independent cultures assayed in triplicate.
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Figure S3.1. (A) Full scans of the entire gel of the western blot experiments shown in Figure 3.5A. Appar-
ent masses of the marker proteins (kDa) are shown at the left margin. (B) Coomassie® blue-stained SDS-
PAGE gel made to visualize protein levels loaded in each lane for NapA western blot experiments. M,

protein marker ladder.
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Figure S3.2. (A,B,C) Full scans of the entire gels of the western blot experiments shown in Figure 3.6A
(A) and 3.9A (B,C). Apparent masses of the marker proteins (kDa) are shown at the left margin. (D,E,F)
Coomassie® blue-stained SDS-PAGE gels made to visualize protein levels loaded in each lane for NirK
(D) and periplasmic (E) or cytosolic (F) NosZ western blot experiments. M, protein marker ladder.
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Figure S3.3. (A) Full scan of the entire gel of the heme-staining experiment shown in Figure 3.8A. Heme-
stained c-type cytochromes are specified at the right margin. Apparent masses of the marker proteins (kDa)
are shown at the left margin. (B) Coomassie® blue-stained SDS-PAGE gel made to visualize protein levels
loaded in each lane for these experiments. M, protein marker ladder.
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3.1.1. Abstract

To investigate the possible involvement of the repressor in response to Cu called
CsoR in the regulation of denitrification in B. diazoefficiens, a mutant strain was
constructed by deletion of the csoR gene. This strain was denoted as AcsoR, and was used
in growth experiments and gene expression analyses performed by qRT-PCR and j-
galactosidase activity of transcriptional fusions of the denitrification genes to the reporter
gene lacZ. The results obtained suggest that CsoR is not involved in bacterial growth, but

may play a possible role in the Cu-mediated control of nirK, nor and nos expression.

3.1.2. Construction of a csoR deletion mutant strain
As mentioned previously, a search of the B. diazoefficiens genome in KEGG
database revealed the presence of a putative gene encoding a Cu-responsive repressor

from the CsoR family whose annotation is bsr0701 (csoR gene).

To investigate the possible involvement of the predicted CsoR protein in the
regulation of nirK, nor and nos genes expression under Cu limitation, a deletion mutant
strain in bsr0701 was constructed first. The primers used throughout the entire process

are listed in Table 3 from Material and Methods.

A deletion in this gene of 235 nucleotides was carried out by amplifying two

fragments (Figure 3.1.1A):

e A fragment corresponding to the upstream region (5°) of the cSOR gene and the
initial portion of this gene. This fragment contained 600 nucleotides and was
denoted as F1. Both csoR_Up_For_Xbal and csoR_Up_Rev_BamHI were the
primers used.

e A fragment corresponding to the downstream region (3”) of the csoR gene and the
end portion of this gene. This fragment contained 480 nucleotides and was
denoted as F2. Both csoR_Down_For_BamHI and csoR_Down_Rev_EcoRI were

the primers used.
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CSOR (276 bp

Xbal BamHI BamHI coR
F1 (600 bp)

™

235 bp deleted

BB

pDB4030
(6751 bp)

Figure 3.1.1. (A) Deletion of the csoR gene. Two fragments were amplified by PCR: F1 (600 bp) and F2
(480 bp). F1 contained the upstream region (5”) of the csoR gene and the initial portion of this gene. F2
corresponded to the downstream region (3”) of the cSOR gene and the end portion of this gene. For F1
amplification, primers 1 and 2 were used. For F2 amplification, primers 3 and 4 were utilised. Each primer
contained a specific enzyme restriction site, thus F1 was flanked by Xbal and BamHI restriction sites,
whereas F2 was flanked by BamHI and EcoRl restriction sites. The internal primer 5 was used to check the
lack of the 235 bp deleted from the 276 total bp of the csoR gene; this primer amplified a fragment of about
562 bp, including the downstream region outside the gene also amplified in F2. The primers used are
denoted with numbers: 1, csoR_Up_For_Xbal; 2, csoR_Up_Rev_BamHlI; 3, csoR_Down_For_BamHl; 4,
csoR_Down_Rev_EcoRl; 5, internal primer, csoR_IN_For. (B) Schematic representation of the pDB4030
plasmid (6751 bp), derived from pK18mobsacB (5660 bp). The construct [F1+F2] was inserted using the
multiple cloning site (MCS), located into the lacZa gene, and was placed between the lac promoter (Plac)
and the rest of the lacZa gene, with Xbal and EcoRl sites from the MCS flanking the entire construct; nptll,
neomycin phosphotransferase gene (i. e., kanamycin resistance gene); sacB, levansucrase gene (i. e.,
sucrose sensitivity gene); X, Xbal restriction site; B, BamHI restriction site; E, EcoRI restriction site; bp,
base pairs.

F1 and F2 were amplified by PCR using Phusion® polymerase (Figure 3.1.2). The
fragments obtained were purified and then both F1 and F2 were cloned into
pK18mobsacB. After that, competent E. coli DH5a cells were transformed with the
resulting plasmid. The colonies containing the construction were white and Km resistant.

They were selected by a blue/white assay adding IPTG and X-Gal to the solid growth
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medium. Once the clone was chosen, the plasmid was isolated and sent for sequencing.
F1 and F2 insertion in the cloning vector was also checked by PCR using the pair of
primers pSRKC1_F/pK18_4, producing a fragment of 1308 bp.

M F1 F2

700 bp

500 bp .
400 bp

Figure 3.1.2. Agarose gel electrophoresis of F1 and F2 fragments amplified by PCR with Phusion®
polymerase. M, DNA marker; bp, base pairs.

After checking the construction was correct, the new plasmid was called pDB4030
(Figure 3.1.1B). Next, a conjugative transfer was performed between E. coli S17.1
containing pDB4030 and B. diazoefficiens 110spc4. The construction was inserted in the
B. diazoeffciens 110spc4 chromosome by a double recombination event. As shown in
Figure 3.1.3, the first step was to obtain simple recombinants, which were checked by
PCR using the primer pairs csoR_Up_For_Xbal/pSRKC1_F (denoted as “a”) and
csoR_Down_Rev_EcoRI/pK18 4 (denoted as “b”). In the 5’ recombinants, two bands
were always amplified when the primer pair “b” was used due to the additional
amplification of the plasmid contamination from the conjugation mix, since the primer
pK18 4 is internal to the construction. In the 3’ recombinants, these two amplification
bands were observed when the primer pair “a” was used, but not with the pair of primers
“b”. Moreover, the primer pair Kan5/Kan6 was utilised in order to identify the simple
recombinants obtained. A band of 705 bp should be shown by these candidates after PCR
amplification. Two clones were selected for the following step: a 5’ recombinant (clone

1) and a 3’ recombinant (clone 19) (Figure 3.1.3).
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Pl

ba ba b

Figure 3.1.3. Checking of 5* and 3’ simple recombinants. (A) Agarose gel electrophoresis of candidates
from 1 to 7. (B) Agarose gel electrophoresis of candidates from 15 to 20. Letters “a” and “b” mean the
primer pair used: the primer pair “a” is formed by the primers csoR_Up_For_Xbal and pSRKC1_F; the
primer pair “b” is formed by the primers cSoR_Down_Rev_EcoRI and pK18_4 (which is internal to the
construction). In (A), all the candidates shown are 5’ recombinants, displaying a double band with the
primer pair “b”. In (B), the candidate 19 is the only 3’ recombinant, displaying this double band with the
primer pair “a”; the rest are 5’ recombinants. M, DNA marker; C., candidate.

In the next step, the double recombination was induced by sowing the two
candidates in PSY plates supplemented with 10% sucrose. The candidates obtained were
Km sensitive and checked by PCR using the external primer pair
csoR_Up_For_Xbal/csoR_Down_Rev_EcoRlI and the internal primer pair
csoR_IN_For/csoR_Down_Rev_EcoRI. The clone used in the following experiments was
Bd4030_19 11, which was finally checked by PCR using the following primers (Figure
3.1.4):

v' External: csoR_Up_For_Xbal/csoR_Down_Rev_EcoRIl; a band of 1068 bp
(corresponding to the construct [F1+F2]) should be shown in the AcSOR strain,
while a band of 1297 bp should appear in the WT strain.

v Internal: csoR_IN_For/csoR_Down_Rev_EcoRlI; no band should be observed in
the AcsoR strain, whereas a band of 562 bp should be displayed in the WT strain.

v" Km resistance gene: Kan5/Kan6; no band should be observed in the double
recombinant AcsoR strain; however, in the positive control (a simple recombinant
isolated in the previous cloning steps and checked by PCR), a band of 705 bp

should be obtained.
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M Ext. Ext. Int. Int. Kan Kan Gr
AcsoR C™ AcsoR C7 AcsoR GCr

Figure 3.1.4. Checking of the clone 19 (AcSOR strain), 3’ recombinant, by using both the primer pairs
external (“Ext.””) and internal (“Int.”) to the construction, and the primer pair of the Km resistance gene
(“Kan”), and by comparing with the positive control. M, DNA marker; C*, positive control; C~, negative
control with ultrapure water. The positive control was the WT strain for the external and internal primers,
and a simple recombinant of AcsoR for the primers amplifying the Km resistance gene.

3.1.3. Growth of the csoR deletion mutant strain

Growth of the csoR mutant strain Bd4030 19 11 and the WT strain was
monitored during incubation for 6 days under microoxic (2% O>) conditions in Cu-L, Cu-
S or Cu-H BVMN. Aerobic growth of each strain was used as control of the experiment;

in that case, cells were grown only in Cu-S BVMN.

As shown in Figure 3.1.5, differences in growth were not observed in the csoR
mutant strain compared to the WT. Microaerobic growth was affected by Cu limitation
either in the WT (as shown in Figure 3.1) or csoR mutant. However, the csoR gene
deletion did not affect the growth capacity. Therefore, this result indicated that the

deletion of csoR did not cause any apparent distinct phenotype in growth.

Time (days)

Figure 3.1.5. Growth of B. diazoefficiens 110spc4 (color symbols) and the AcsoR strain (open symbols)
under Cu limitation (Cu-L) (¢ )¢gstandard Cu (Cu-S) (, fiarhigh Cu (Cu-H) ( , )B¥MN media under oxic
(dash line) or microoxic conditions (solid line). Data are means with standard error bars from at least two
independent cultures assayed in triplicate, and where not visible, these were smaller than the symbols.
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3.1.4. Expression of denitrification genes in the csoR mutant strain

Given the low expression levels obtained in Cu-L for nirK, nor and nos genes
(Figure 3.3B,C,D,E) compared to Cu-S, we were interested in elucidating whether the
Cu-responsive repressor CsoR could be involved in the down-regulation of those genes
in response to Cu limitation. To achieve this goal, expression of the denitrification genes
in the csoR deletion mutant strain was determined by two different experimental
approaches: B-galactosidase activity assays firstly and gRT-PCR secondly (Figure 3.1.6).

For B-galactosidase activity assays, AcsoR strains containing the napE-lacZ, nirK-
lacZ, norC-lacZ and nosR-lacZ transcriptional fusions were constructed (Table 1 from
Material and Methods). For these experiments, cells were grown microaerobically in Cu-
L or Cu-S BVMN media, and B-galactosidase activity was measured for each fusion after
the third day of incubation. The results obtained by this technique were confirmed by
gRT-PCR. Primers used in the gRT-PCR assays are listed in Table 3 from Material and
Methods. For these experiments, cells were grown under microaerobic conditions inCu-
L or Cu-S BVMN.

Concerning the napE-lacZ fusion, both WT and AcsoR showed similar (-
galactosidase activity values independently of the Cu condition assayed (p > 0.05 between
strains either in Cu-L or Cu-S) (Figure 3.1.6A). In order to confirm these results,napE
expression changes between strains were measured by gRT-PCR in Cu-L and Cu-S
(Figure 3.1.6E). The FC obtained indicated that napE expression changes betweenstrains
were not significant independently of the Cu condition assayed. This result was coherent
with those obtained by B-galactosidase activity, indicating that nap genes expression was
not apparently affected by csoR deletion. Therefore, CsoR may be not involved in nap

genes expression in response to Cu.

Regarding nirK-lacZ fusion, expression levels were notably reduced in Cu-L
compared with Cu-S in both WT and AcsoR (Figure 3.1.6B). In Cu-L, significant
differences in nirK-lacZ expression were not observed between strains (p > 0.05) (Figure
3.1.6B). Nevertheless, gRT-PCR expression levels were approximately 37-fold lower in
AcsoR compared to WT under Cu limitation (Figure 3.1.6E). Therefore, a discrepancy
between the expression results obtained by p-galactosidase activity and gRT-PCR was
found in Cu-L for nirK. Thus, p-galactosidase activity approach appears not to be a

sufficiently exhaustive or precise method to detect the differences in expression reported
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between strains by qRT-PCR under Cu-L. In other words, it might be difficult to measure
even lower B-galactosidase activity levels in AcsoR due to the poor nirK expression levels
calculated for WT (see Figure 3.3B). Under Cu-S medium, nirK-lacZ expression between
strains was not significantly different (p > 0.05) (Figure 3.1.6B), and this result was
confirmed by gRT-PCR, since nirK expression analyses did not show a relevant
expression change in Cu-S between strains (Figure 3.1.6E). Collectively, these results
suggested that, since csoR deletion triggered a significant lower nirK expression
compared to WT levels, CsoR may be involved in nirK down-regulation, but not as a
repressor under Cu limitation. These data suggest an indirect effect of CsoR on nirK

expression in response to Cu-limitation.
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Figure 3.1.6. Transcriptional expression of denitrification genes monitored as B-galactosidase activity from
napE-lacZ (A), nirK-lacZ (B), norC-lacZ (C) and nosR-lacZ (D) fusions chromosomally integrated in B.
diazoefficiens 110spc4 (color bars) and the AcSOR strain (white bars) grown microaerobically in Cu-L or
Cu-S BVMN media for 3 days. Data expressed as MU are means with standard error bars from at least three
independent cultures assayed in triplicate. In (A-D), same lower- or upper-case letters in each figureindicate
that values arenot statistically different according toa post-hoc Tukey HSD test at p <0.05; lower-case letters
indicate comparisons between Cu conditions, while upper-case letters mean comparisons between strains.
(E) Relative expression changes in Cu-L or Cu-S BVMN media of napE, nirK, norC andnosR genes
measured by gRT-PCR in the B. diazoefficiens AcsoR mutant strain compared to WT 110spc4. Data
expressed as Fold Change (FC) are means with standard error in parentheses from at least three independent
cultures assayed in triplicate.
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When we analysed the norC-lacZ fusion, no significant differences in expression
levels between strains under Cu-L medium (p > 0.05) were observed (Figure 3.1.6C).
However, by qRT-PCR, norC expression levels were approximately 25-fold lower in Cu-
L medium in AcsoR compared to WT (Figure 3.1.6E). A possible explanation for this
discrepancy could be that norC-lacZ expression levels obtained in WT diminished
substantially in Cu-L conditions and, subsequently, may be not sufficient to detect
differences in expression with ACSOR by B-galactosidase activity. In Cu-S, we observed
lower levels of norC-lacZ expression in the csoR mutant compared to those observed in
the WT strain were observed (p < 0.05). Similarly, norC expression levels obtained by
gRT-PCR (Figure 3.1.6C,E) were approximately 29-fold lower in AcsoR compared to the
WT. Taken together, all these results suggested that CsoR rather to function as a repressor
of norC expression, it might be involved in the regulation of norC expression by an
indirect mechanism under Cu limitation. Additionally, the significant decrease in norC
expression observed in Cu-S in AcsoR comparing to WT indicated that CsoR might be
relevant to induce maximal norC expression levels in response to standard levels of Cu
(0.02 uM) in the growth medium.

Regarding nosR-lacZ fusion, we did not observe significant differences in
expression levels between strains under Cu-L (p > 0,05) or Cu-S (p > 0.05) medium
(Figure 3.1.6D). These results were corroborated by gRT-PCR, since the relative
expression changes found between AcsoR and WT were not relevant independently of the
Cu condition assayed (Figure 3.1.6E). These results collectively suggested that CsoR is

not involved in the regulation of nos genes expression in response to Cu.

In conclusion, the data obtained by both B-galactosidase activity and qRT-PCR
assays suggest globally that CsoR may exert an indirect control on nirK and norC
expression under Cu limitation. Moreover, CSoR appears to be necessary to induce

maximal nor genes expression in the presence of low Cu levels (0.02 uM).
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El cobre modula las emisiones de 6xido nitroso procedentes de nédulos
de soja

El Cu es considerado un micronutriente esencial para el correcto crecimiento y
desarrollo vegetal debido a su implicacién en una gran variedad de procesos bioquimicos
y fisioldgicos tales como la fotosintesis, las cadenas transportadoras de electrones de la
respiracion, la sintesis de ATP, la proteccion frente a estrés oxidativo o la percepcion de
las células vegetales, entre otros (Nagajyoti et al., 2010). Sin embargo, el exceso de Cu
en los suelos agricolas puede provocar efectos negativos sobre la fisiologia de las plantas
reduciendo las actividades enziméticas de las células, generando un desequilibrio en las
concentraciones de iones y metales esenciales, afectando a los procesos de transporte ce-
lular e induciendo la oxidacion de la membrana lipidica (Fernandes y Henriques, 1991,
Saglam et al., 2016; Yruela, 2009). En este sentido, los resultados obtenidos en este ca-
pitulo de la Tesis han demostrado el efecto negativo del Cu sobre la fisiologia de la sim-
biosis B. diazoefficiens-soja dado que las plantas que crecieron en concentraciones de Cu
> 20 uM Cu?*) se vieron negativamente afectadas, ya que experimentaron un descenso en
todos los parametros de desarrollo vegetal analizados. De forma similar, Sanchez-Pardo
y Zornoza (2014) observaron una reduccion estadisticamente significativa en el creci-
miento de la parte aérea y las raices de lupino blanco y plantas de soja que crecieron en
presencia de 48, 96 y 192 pM Cu?*. Ademés, en otro trabajo se observo que el crecimiento
vegetal en exceso de Cu se veia afectado por cambios en la estructura de la raiz, produ-
ciendo una inhibicion del crecimiento de las raices primarias, y un incremento en la den-
sidad de raices laterales (Nikolaevna et al., 2016), lo que confirma los resultados obteni-

dos en este trabajo.

El estrés por Cu parece ser un factor negativo para la simbiosis rizobio-legumi-
nosa Yy la SNF al reducir la actividad nitrogenasa y la viabilidad de los nddulos (Fernandes
y Henriques, 1991). Los resultados obtenidos en esta tesis han demostrado que el estrés
por Cu (> 20 uM) también afectd a la simbiosis B. diazoefficiens-soja, puesto que des-
cendieron los pardmetros NN y NDW, asi como el crecimiento del nédulo y su funciona-
miento (determinado mediante el contenido de Lb, pardmetro que se correlaciona direc-
tamente con la capacidad fijadora de nitr6geno de los nddulos). Seliga (1998) obtuvo
resultados similares para la simbiosis con judia, lupino amarillo y soja. De hecho, San-
chez-Pardo y colaboradores (2012) encontraron una reduccion del 50% en NN, NDW y

enel TN derivado de la SNF en plantas de soja que crecieron con 192 uM Cu?*, y también

185



Discusion

observaron anormalidades en la estructura del nddulo, las cuales resultaron ser producto

de la acumulacion de Cu.

En nuestros estudios, las plantas de soja crecieron con 4 mM KNOsy se some-
tieron a encharcamiento durante 7 dias antes de la cosecha, condiciones que habian sido
consideradas en trabajos previos como las necesarias para inducir la desnitrificacion y las
emisiones de N>O en nddulos de soja (Tortosa et al., 2015; Salas et al., 2020). Por ello,
para confirmar el efecto negativo causado por la adicion de Cu (> 20 uM) sobre la fijacién
de N2, se calcul6 la proporcion de N derivado de la SNF en la parte aérea de plantas de
soja que crecieron en presencia de K®NOjz aplicando el método de la dilucion del isdtopo
>N. Los resultados obtenidos confirmaron el efecto negativo del Cu (20 pM Cu®*) en la

SNF en comparacion con las plantas que no habian sido tratadas con Cu.

De acuerdo a Nikolaevna y colaboradores (2016), la concentracion natural de Cu
en los tejidos vegetales debe situarse entre 5y 20 mg-kg ™' (peso seco), dependiendo de la
especie vegetal, la etapa de desarrollo, el contenido en Cu del suelo y otras propiedades
del suelo (e.g., pH). Una concentracion de Cu superior a 20 mg-kg ' resulta ser toxica
para el crecimiento vegetal y el desarrollo (Droppa et al., 1987; Fernandes y Henriques,
1991; Yruela, 2009; Nikolaevna et al., 2016; Saglam et al., 2016). Nuestros resultados
muestran que los tratamientos con una concentracion de 20 uM Cu?* o superior afiadida
durante el crecimiento vegetal producia una acumulacion de Cu en parte aérea por encima
de 20 mg-kg'. Estos datos confirmaron que el tratamiento con 20 uM Cu?* representaba
la maxima concentracion de Cu que las plantas de soja podian tolerar sin sufrir estrés. A
dia de hoy, no existe consenso acerca de cual debe ser el nivel de Cu que un suelo debe
contener para ser clasificado como suelo contaminado, pero algunos autores sugieren que
debe encontrarse en torno a 100 mg-kg ™!, dependiendo de las caracteristicas del suelo,
tales como el pH (Bernal et al., 2007; Kabata-Pendias, 2011). Desafortunadamente, el
nivel de Cu en los suelos actualmente esta aumentando como consecuencia de actividades
humanas, entre ellas, la agricultura (Ballabio et al., 2018). A modo de ejemplo. Las con-
centraciones mas elevadas de Cu en suelos europeos se encuentran en los vifiedos (49,3
mg-kg!), olivos (33,5 mg'kg™!) y frutales (27,3 mg-kg™!), y éstas derivan principalmente
del uso reiterado de fungicidas provistos de Cu y de la adicion de materia organica (e.g.,
residuos fecales de piaras de cerdos) (Ballabio et al., 2018; Panagos et al., 2018). Las
plantas asimilan Cu principalmente a través de las raices, donde puede unirse a grupos

amino Y carboxilo. Dichas interacciones pueden reducir su transporte desde las raices a

186



Discusion

la parte aérea (Nikolaevna et al., 2016). Este comportamiento se ha confirmado en esta
tesis, ya que se observo una baja translocacion del Cu de las raices al tallo, resultando en
una acumulacion de Cu de 20-30 veces superior en raices y 10 veces superior en nodulos

respecto a la concentracion obtenida en la parte aérea.

Como se ha mencionado anteriormente, la biodisponibilidad de Cu puede influir
en una gran diversidad de procesos biolégicos, como la fotosintesis, la respiracion mito-
condrial y el crecimiento vegetal (Yruela, 2009). Adicionalmente, el Cu también puede
afectar a las emisiones de N>O procedentes de los suelos agricolas y derivadas de la des-
nitrificacion y la nitrificacién microbianas (Richardson et al., 2009; Li et al., 2018). En
este contexto, Shen y colaboradores (2020) observaron que diferentes concentraciones de
Cu (0, 0,0013, 0,13, 1,3, 13 y 130 mM CuSOg) aplicadas a suelos Andosol (generalmente
negros y compuestos por material de origen volcanico) y Fluvisol (generalmente suelos
desarrollados sobre depdsitos aluviales) mostraban una reduccion moderada en las emi-
siones de N20, analizadas en condiciones tanto de microcosmo como de campo. De
acuerdo a nuestros resultados, la concentracion de Cu afadida a la solucion nutritiva se
relaciond directamente con el descenso en las emisiones de N2O producidas por raices
noduladas y nddulos aislados. Por consiguiente, ademas del NOs™ y el encharcamiento de
las raices (Tortosa et al., 2015), el Cu representa otro factor importante a tener en cuenta

en el control de la emision de N2O en la simbiosis B. diazoefficiens-soja.

En esta tesis, se ha demostrado que la adicién de Cu provoca una acumulacion
significativa de Cu en nodulos, la cual se ajustaba a una correlacion lineal con la bajada
en las emisiones de N2O por nodulos de soja. Es posible que la acumulacion de este metal
repercuta directamente en la actividad de las enzimas implicadas en la desnitrificacion del
endosimbionte. En apoyo a esta hipotesis, recientemente se ha demostrado que el Cu
inhibe significativamente la desnitrificacion en suelos y las emisiones de N2O derivadas
de dicho proceso (Li et al., 2018). Como se ha mencionado previamente, tanto Nos como
NirK son enzimas dependientes de Cu. Sin embargo, en esta tesis se demostrd que su
respuesta a Cu era diferente. Mientras que la actividad NIR de los bacteroides se inhibi6
al afadir Cu a la solucion nutritiva, la actividad NoOR incrementd proporcionalmente con
el aporte de Cu. Este efecto positivo del Cu sobre la actividad N2OR también se ha ob-
servado en P. stutzeri, que requiere concentraciones de Cu en el rango de 50 a 100 uM
para alcanzar los niveles maximos de reduccion de N2O a Nz (Black et al., 2016). Los

resultados de nuestro trabajo sugieren que la actividad NIR es significativamente sensible
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al Cu. Se sabe que el exceso de Cu afecta especificamente a los citocromos c periplasmi-
cos y de membrana mediante un bloqueo de la biogénesis de los citocromos de tipo ¢
(Durand et al., 2015). En B. diazoefficiens, el citocromo css0 (CycA), localizado en el
periplasma, es absolutamente necesario para la transferencia de electrones a NirK, ya que,
en una cepa mutante en el gen cycA, se obtuvo una fuerte inhibicion de la actividad NIR
(Bueno et al., 2008). La sensibilidad de NirK a Cu puede ser debida a un efecto negativo
del Cu sobre la biogénesis de CycA. De manera similar a NIR, altas concentraciones de
Cu (40 y 60 uM Cu?*) afiadidas a la solucion nutritiva también contribuyeron a un des-
censo en la actividad NR de los bacteroides. La enzima Nap no contiene Cu como cofac-
tor, pero su actividad puede ser dependiente de otras proteinas que si necesiten Cu para
su funcionamiento, lo que sugeriria un efecto indirecto y negativo del Cu sobre la activi-
dad NR. Como ya se menciono en el subapartado 2.4.1 de la Introduccion, la enzima Nap
posee un cluster [4Fe-4S] y dos hemoproteinas que contienen citocromos ¢. Ademas de
bloquear la sintesis de citocromos c, el exceso de Cu intracelular especificamente afecta
a las proteinas con clusters Fe-S, ya que bloquea la biosintesis de este grupo en células de
E. coli cultivadas en condiciones anaerobicas (Tan et al., 2017). Este efecto negativosobre
la sintesis de los citocromos c y los clusters Fe-S puede explicar la inhibicién por Cu de
la actividad NR. Alternativamente, de acuerdo a la serie de Irving-Williams
(Zn**<Cu*>Cu?*>Ni**>Co?*>Fe?*>Mn?*>Mg?*>Ca?"), que describe las preferencias
de union de iones metalicos a ligandos organicos, el Cu y el Fe pueden competir por el
centro activo de ciertas metaloenzimas (Yruela, 2009), afectando consecuentemente a su
actividad. Este podria ser el caso de Nap, que contiene Fe. En contraposicién a las acti-
vidades NR, NIR y N2OR de los bacteroides, que se encontraban moduladas por Cu, la

actividad NOR no se vio afectada significativamente por este metal.

En resumen, estos resultados sugieren que la reduccion del N2O emitido por los
nddulos de soja en respuesta a Cu se podria explicar por un descenso simultaneo de las
actividades NR y NIR, y un incremento en la actividad N2OR. En conjunto, estos resul-
tados permiten proponer a Nap y NirK, aparte de Nos, como dianas efectivas en las es-
trategias dirigidas a mitigar las emisiones de N.O derivadas de los cultivos de soja. En
este contexto, se ha demostrado recientemente que los rizobios de alfalfa que emiten bajos
niveles de N>O presentaban mutaciones espontaneas en el gen napC, lo que sugiere que
la reduccion de NOs ™ puede ser la etapa limitante en el proceso de la desnitrificacion en

rizobios, lo que tendria un impacto en la disminucién de las emisiones de N.O (Brambilla
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et al., 2020). Asimismo, es interesante considerar que, mientras que las nitrato reductasas
(Nap o Nar) son ubicuas, Nos no lo es, ya que dicha enzima no esté presente en la mayoria
de los desnitrificantes (Philippot et al., 2011; Hallin et al., 2018). A pesar de ello, se

requiere continuar investigando en este aspecto para confirmar esta hipotesis.

La desnitrificacion de E. meliloti esta implicada en la efectividad de la

infeccidn y en las emisiones de N2O por nddulos de alfalfa

Como se ha mencionado en la introduccién, E. meliloti es incapaz de crecer en
condiciones anaerobicas y en presencia de NO3™ como Unico aceptor de electrones. Este
defecto se debe a que los niveles de expresion de los genes nap son notablemente mas
bajos respecto a los del resto de genes de la desnitrificacion (Torres et al., 2014b). Debido
a ello, una cepa sobrexpresante de nap (nap®) recuperd la habilidad de crecer en
condiciones anaerobicas (Torres et al., 2018). Demostrada la capacidad de una cepa nap*
de sobrevivir en anoxia a expensas de la respiracion del NO3™, consideramos interesante
explorar como afecta esta caracteristica a la colonizacion de las raices por esta bacteria,
ya que esta cuestion ain no se habia abordado en el caso de endosimbiontes de
leguminosas. Los resultados obtenidos demostraron que la sobrexpresion de Nap
promueve la interaccion simbidtica entre E. meliloti y alfalfa, puesto que las plantas
inoculadas con la cepa nap™ aumentaron su capacidad de nodulacién en relacién con las
inoculadas con la cepa WT en condiciones de bajo O,. En esta linea, Lecomte y
colaboradores (2021) sugirieron que los genes nap podrian desempefiar un papel
importante en la eficiencia de Agrobacterium fabrum de colonizar su planta hospedadora.
En concordancia con nuestros resultados, estudios previos demostraron que las cepas
mutantes de B. diazoefficiens en nirK y norC, las cuales no crecen en condiciones
desnitrificantes en vida libre, mostraban una capacidad de nodulacion reducida en plantas

de soja crecidas con nitrato (Mesa et al., 2004).

Como se ha comentado anteriormente, la presencia de 4 mM NO3™ junto con
encharcamiento inducen las emisiones de N2O en nodulos aislados de soja, siendo la
desnitrificacion el principal proceso implicado (Tortosa et al., 2015). Dado que E. meliloti
no puede crecer ni producir N2O en condiciones anoxicas en vida libre, nos parecio
interesante investigar la capacidad de E. meliloti de emitir N2O en simbiosis con alfalfa,
asi como estudiar la contribucién de la desnitrificacion del bacteroide. Para lograr este

objetivo, se cultivaron plantas de alfalfa en presencia de KNOs. A diferencia de la soja,
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que es muy tolerante al NO3~, una concentracion de 4 mM NOs™ resulta excesiva para las
plantas de alfalfa, ya que el nimero de nddulos generados por E. meliloti disminuyo
drasticamente en estas condiciones de NOs . Ademas, aunque ni 1 ni 3 mM NOs~
afectaron al nimero de nddulos, estos niveles de NOs™ redujeron la biomasa nodular. Por
ello, en este trabajo se ha seleccionado el tratamiento de 10 mM KNOsdurante 7 dias para
investigar el efecto del NOs™ sobre las emisiones de N>O, puesto que dicho tratamiento
no afectd al desarrollo del nddulo. Estas condiciones de NOsz  aplicadas junto con
encharcamiento indujeron dréasticamente las emisiones de N2O, al igual que se habia
observado previamente en plantas de soja (Tortosa et al., 2015). En lo concerniente a la
implicacion de Nap en la produccion de N2O por los nddulos, los resultados obtenidos
claramente muestran una correlacién entre la actividad NR y los niveles de N2O tanto
para la cepa nap™ como para la cepa nap*, indicando que Nap ejerce un papel relevante
en las emisiones de N2O por nodulos de alfalfa en respuesta a nitrato y encharcamiento.
En este contexto, Brambilla y colaboradores (2020) aislaron nuevas cepas de E. meliloti
que producian niveles mas bajos de emision de N2O que la cepa modelo 1021 o la cepa
comercial B399, y observaron que todos los aislados contenian mutaciones espontaneas
en el gen napC, que codifica NapC, una proteina de tipo citocromo ¢ esencial para la
actividad Nap. El trabajo desarrollado en este capitulo complementa estudios anteriores
en los que se demostrd la implicacion de la reduccion de NO3™ en el bacteroide en la

sintesis de NO en nodulos de M. truncatula (Horchani et al., 2011).

Al igual que se habia investigado en soja (Capitulo 1), en esta tesis también se
abordo el estudio del efecto del Cu en la SNF asi como en la emision de N2O por la
simbiosis E. meliloti-alfalfa. Los resultados obtenidos demostraron el efecto negativo de
la limitacién de Cu sobre la SNF, con la consecuente incapacidad de los nodulos de
satisfacer las demandas de N exigidas por las plantas de alfalfa. De hecho, las plantas no
tratadas con Cu mostraban un palido tono verde en tallo y hojas, indicando que la
limitacion de Cu puede afectar a la sintesis de clorofila, causando una drastica
disminucion en la biomasa vegetal y clorosis en las hojas. De manera similar, en un
estudio reciente, Printz y colaboradores (2016) observaron clorosis foliar y una densidad
foliar mas baja en plantas de alfalfa crecidas con 3 y 30 nM de Cu. Por tanto, la presente
tesis pone en relieve que un aporte adecuado de Cu resulta esencial para una apropiada
SNF. Al igual que se habia observado en plantas de soja, los tallos de plantas de alfalfa

crecidas con 0.8 0 20 uM Cu mostraron una concentracion de Cu significativamente mas
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baja que las raices y los ndédulos. De forma similar a lo observado en soja (Tortosa et al.,
2020), el tratamiento con 20 uM Cu no afect6 significativamente a la SNF en plantas de

alfalfa.

Por Gltimo, se analizaron las actividades NR, NIR y N>OR en bacteroides aislados
de nddulos de alfalfa en respuesta a Cu. Como Nap estaba implicada en las emisiones de
N20 por nddulos de alfalfa, como se ha discutido anteriormente, se considero interesante
explorar la influencia del Cu sobre la actividad de esta enzima y la siguiente enzima de la
desnitrificacion, NirK. No obstante, los resultados obtenidos indicaban que la actividad
NR no se veia significativamente afectada por el Cu en el rango utilizado. De manera
similar, en estudios previos se demostrd que 20 uM Cu no afectaba a la actividad NR de
los bacteroides de B. diazoefficiens (Tortosa et al., 2020). El notable descenso en la
actividad MV*-NIR que se observo en los bacteroides del tratamiento 0 uM Cu respecto
a los de 0,8 uM Cu pone en relieve que NirK es una enzima dependiente de Cu. Ademas,
la actividad MV*-NIR también se redujo significativamente en presencia de 20 uM Cu.
En linea con estos resultados, Tortosa y colaboradores (2020) encontraron una bajada
significativa de esta actividad en los bacteroides de soja sometidos a concentraciones de
10, 20, 40 y 60 uM Cu. Por tanto, una concentracion de 20 uM Cu afecta a la funcion de
NirK tanto en bacteroides aislados de nddulos de soja como de nddulos alfalfa. En B.
diazoefficiens, NirK requiere un citocromo csso (CycA) como donador de electrones
esencial para su actividad (Bueno et al., 2008). En este contexto, se ha documentado que
un exceso de Cu puede bloquear la biogénesis de citocromo ¢ (Durand et al., 2015). Asi,
la sensibilidad de NirK a altos niveles de Cu en nddulos de soja o alfalfa podria ser debida
a un efecto negativo sobre la biogénesis del citocromo periplasmico csso (CycA). En la
presente tesis, asimismo, se demuestra la contribucion de Nos a la reduccion de N2O en
nddulos de alfalfa, puesto que la actividad N2OR fue significativamente superior en los
bacteroides de la cepa WT respecto a los de la cepa mutante en el gen nosZ. Tortosa y
colaboradores (2015) obtuvieron resultados similares para los nddulos de soja, poniendo
de manifiesto el papel de Nos como la Unica enzima capaz de reducir el N2O a N2, lo que
la convierte consecuentemente en una enzima clave en las estrategias de mitigacion de las
emisiones de N2O por cultivos agricolas. En este contexto, se ha propuesto que la
concentracion de Cu en suelos agricolas podria afectar de manera importante a las
emisiones de N2O procedentes de los procesos microbianos, especialmente

desnitrificacion y nitrificacion (Li et al., 2018). Tortosa y colaboradores (2020)
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demostraron que el descenso en las emisiones de N2O era concomitante con el incremento
en la concentracion de Cu afiadida a la solucion nutritiva, y concluyeron que el Cu era un
factor relevante implicado en la reduccion de los niveles de N>O producidos por nddulos
de soja. Siguiendo esta linea, en esta tesis se demostrado que la biodisponibilidad de Cu
indujo significativamente la actividad N2OR vy, por extensién, contribuyd a disminuir las

emisiones de N>O procedentes de nddulos originados por E. meliloti en plantas de alfalfa.

En conjunto, los resultados mostrados en este capitulo sugieren una ventaja
controvertida de la sobrexpresion de nap, ya que mejora la capacidad de nodulacién en
condiciones limitantes de Oz, al mismo tiempo que contribuye a las emisiones de N2O. A
este respecto, proponemos que la seleccion de inoculantes con una adecuada expresion de
Nap y una elevada actividad N2OR puede ser una estrategia a tener en cuenta para lograr
una interaccion simbidtica efectiva entre E. meliloti y las plantas de alfalfa, asi Como para
reducir los niveles de N2O liberados por los cultivos de leguminosas. En este contexto, se
ha demostrado recientemente que las emisiones de N2O procedentes de cultivos de soja
se pueden disminuir a escala de campo mediante la inoculacion con una mezcla de cepas
nativas de B. diazoefficiens aisladas de los campos agricolas que muestren una alta
actividad N2OR (Akiyama et al., 2016).

En conclusion, en este capitulo se demuestra por primera vez la capacidad de los
nédulos de alfalfa de emitir N2O en respuesta a NO3 ™, encharcamiento y limitacion de Cu.
Adicionalmente, se aporta evidencia experimental de la implicacion de la Nap de E.
meliloti en la competicion por la nodulacion y en la infectividad de la infeccidn, asi como
en las emisiones de N2O por nodulos de alfalfa. Finalmente, también se demuestra la
capacidad del Cu de modular las actividades NIR y N2OR de los bacteroides v,

consecuentemente, la liberacién de N2O por nddulos de alfalfa.

Efecto del Cu sobre la expresion de genes y proteinas funcionales

asociados a la desnitrificacion de B. diazoefficiens

El principal objetivo del trabajo desarrollado en este capitulo ha sido contribuir a
ampliar el conocimiento acerca del papel del Cu en la desnitrificacion de B. diazoefficiens,
especie modelo en el estudio de la desnitrificacion en rizobios. Para ello, se ha llevado a
cabo un estudio integrado de la expresion de los genes nap, nirK, nor y nos, abarcando

desde la transcripcion génica hasta la sintesis de las proteinas NapA, NirK, NorC y NosZ
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y sus correspondientes actividades enzimaticas, todas ellas implicadas en la desnitrifica-
cion. En primer lugar, analizamos la capacidad de B. diazoefficiens 110spc4 de crecer en
diferentes condiciones de Cu: limitacion de Cu (Cu-L), estandar de Cu (Cu-S), o alto Cu
(Cu-H). El crecimiento aer6bico no se vio afectado por Cu limitante, lo que indicaba que
las oxidasas terminales independientes de Cu podian estar funcionando en esas condicio-
nes. De hecho, al igual que otras bacterias aerobias facultativas, B. diazoefficiens puede
adaptar su metabolismo a diferentes condiciones de O a través de la expresion de malti-
ples oxidasas terminales con distinta afinidad por el O2 (Delgado et al., 1998). En B.
diazoefficiens se han identificado concretamente ocho oxidasas terminales, de las cuales,
dos de ellas son oxidasas de tipo bd independientes de Cu, mientras que las seis restantes
son oxidasas de tipo hemo-Cu, que requieren Cu como cofactor (Bihler et al., 2010). Es
posible que las oxidasas de tipo bd sean responsables del crecimiento aerdbico en limita-
cion de Cu. De acuerdo a Jinemann (1997), la expresion de citocromos de tipo bd incre-
mentaba concomitantemente con la bajada de O en E. coli; sin embargo, en Azotobacter
vinelandii se obtuvieron mayores niveles de expresion de estos citocromos al aumentar la
concentracion de O.. En la bacteria Gram positiva patdgena de humanos M. tuberculosis,
las oxidasas bd independientes de Cu se indujeron en hipoxia, reduciendose consecuen-
temente la necesidad de Cu, lo que resulta beneficioso para la bacteria, ya que la toxicidad
del Cu incrementa en condiciones hipoxicas (Marcus et al., 2016). Por consiguiente, una
adaptacion en condiciones oxicas limitantes de Cu a través de la sintesis de oxidasas in-
dependientes de Cu en B. diazoefficiens es una hipétesis plausible que permitiria explicar

el fenotipo observado.

Al contrario de lo que ocurre en condiciones Oxicas, la limitacion de Cu afectaba
negativamente el crecimiento anaerdbico y microaerobico dependiente de nitrato. No obs-
tante, otros desnitrificantes, tales como P. denitrificans o Achromobacter xylosoxidans,
no mostraron diferencias significativas en el crecimiento entre los medios Cu-L y Cu-H
en anaerobiosis con NOs™ como sustrato respiratorio (Felgate et al., 2012). La presencia
de la enzima independiente de Cu NirS en P. denitrificans permitiria explicar las diferen-
cias de crecimiento observadas en Cu-L entre esta bacteria y B. diazoefficiens. No obs-
tante, A. xylosoxidans, que, al igual que B. diazoefficiens, posee una NirK que contiene
Cu, también fue capaz de crecer anaerébicamente en medio limitante en Cu (Felgate et
al., 2012). Esta diferencia de crecimiento con B. diazoefficiens se podria explicar por las

diferentes condiciones de cultivo empleadas en esta tesis respecto a las de dicho estudio,
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donde tanto A. xylosoxidans como P. denitrificans crecieron en cultivo continuo en qui-
miostato. Otra razon posible para estas diferencias podria ser que A. xylosoxidans y P.
denitrificans son microorganismos de crecimiento rapido (Felgate et al., 2012), mientras
que B. diazoefficiens es una bacteria de crecimiento lento. La baja tasa de crecimiento de
B. diazoefficiens podria contribuir al efecto negativo causado por la limitacién de Cu so-
bre la expresion y la activacion del mecanismo completo de la desnitrificacion, y podria
explicar los defectos en el crecimiento observados en Cu-L respecto a Cu-S y Cu-H. El
hecho de que, al contrario que en este trabajo, Sullivan y colaboradores (2013) no obser-
varan ninguna diferencia en el crecimiento en Cu-L y Cu-H de cultivos discontinuos (o
tipo batch) de P. denitrificans, se podria explicar por el hecho de que el proceso de la
desnitrificacion en P. denitrificans comienza con una nitrato reductasa de membrana
(Nar), mientras que, en B. diazoefficiens, lo inicia una Nap. En P. stutzeri, otro microor-
ganismo de crecimiento rapido, se encontraron evidencias que apoyan esta idea, puesto
que, en esta bacteria, la desnitrificacion también comienza con la reduccion de NO3™ a
NO, por una Nar (Black et al., 2016). En dicho estudio, no se obtuvieron diferencias
significativas en cultivos anaerdbicos de P. stutzeri incubados a lo largo de un periodo de
7 dias en un rango de concentracion de Cu de 0 a 1 mM Cu. Por tanto, nuestro trabajo
sugiere que la limitacion de Cu podria afectar a los microorganismos de crecimiento lento
provistos de Nap como primera enzima de la desnitrificacion y que ademas contienen una
NirK dependiente de Cu.

Mediante el empleo de fusiones transcripcionales al gen reportero lacZ, se demos-
tré la dependencia de Cu en la induccion de los genes nirK, nor ynos de la desnitrificacion
en condiciones microoxicas. Estas observaciones se confirmaron a traves del analisis de
expresion mediante gRT-PCR de los genes napA, nirK, norC y nosR. De manera similar
a nuestras observaciones, una concentracién adecuada de Cu (0,15 mM) indujo los ma-
yores niveles de transcripcion de los genes nirS, norB y nosZ de la desnitrificacion en P.
stutzeri al comparar con concentraciones mas bajas de Cu (Black et al., 2016). Asimismo,
en células de P. denitrificans crecidas en Cu limitante, se observaron niveles bajos de
expresion de nosZ (Sullivan et al., 2013). Es interesante mencionar que, aparte de los
genes nirK y nos, codificantes de las enzimas dependientes de Cu NirK y Nos, la induc-
cién de la expresion de los genes nor, que codifican la enzima carente de Cu Nor, también
requiere Cu. En la presente tesis, se demuestra que este control no se encuentra mediado

por los bajos niveles de expresion de nirK, que posiblemente sean la causa del descenso
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en la produccion de NO, la molécula sefial necesaria para inducir la expresion de los genes
nor (Bueno et al., 2017). Asi, se propone un efecto negativo de la limitacion de Cu a nivel

de la transcripcion de los genes nor.

La ausencia de respuesta a Cu de los genes nap se corrobor6 analizando los niveles
de proteina NapA, los cuales, al igual que ocurria con los niveles de expresion génica, no
se vieron afectados por la concentracién de Cu presente en el medio de cultivo. Por el
contrario, se observé un claro efecto del Cu sobre la actividad NR. Este efecto fue variable
a lo largo del periodo de incubacion. Mientras que, tras 1 dia de incubacion, la actividad
NR fue més alta en Cu-L respecto a Cu-S, esta se vio notablemente inhibida después de
2 0 3 dias de incubacion. Como se ha comentado en el capitulo anterior, la afinidad por
metales pesados generalmente sigue un orden universal de preferencia, que es la serie
Irving-Williams para los metales divalentes: Zn?* < Cu* > Cu?* > Ni** > Co?" > Fe?* >
Mn?* > Mg?* > Ca?* (Frausto da Silva y Williams, 2001). Normalmente, cada ion metalico
puede reemplazar a otro que se encuentre por debajo de él. Asi, el ion clprico (Cu?*) es
altamente competitivo y se espera que sustituya a cofactores metalicos de diferentes me-
taloproteinas, especialmente de aquellas que contengan ligandos de S y N. NapA presenta
en su estructura un cofactor Mo[MGD]2y un centro [4Fe-4S] (Delgado et al., 2003; To-
rres et al., 2016). Por consiguiente, seria posible una competicion por los sitios activos de
NapA entre Cu y Fe y/o Mo (Frausto da Silva y Williams, 2001). En Cu limitante, la baja
concentracion de ion Cu?* no seria suficiente para competir con Fe?* 0 Mo?", resultando
en una mayor actividad NR. La inhibicion de la actividad NR observada tras 2 y 3 dias de
incubacion en Cu-L puede ser debida a los elevados niveles de NO2™ presentes en el medio
de cultivo durante el primer dia de crecimiento. Esta acumulacion de NO2 permi-tiria
explicar el defecto observado en el crecimiento en Cu-L de forma similar a como ocurre
en una mutante nirK, que también acumula altos niveles de NO en el medio de cultivo
(Velasco et al., 2001; Bueno et al., 2008). Al contrario de lo que se observa en Cu-L, la
actividad NR se indujo en Cu-H después de 2 o 3 dias de incubacién. Resulta interesante
mencionar que la actividad NR en Cu-L, Cu-S y Cu-H se correlacionaba con las tasas de
consumo de NOs". En conjunto, estos resultados sugieren un control post- traduccional

de la Nap de B. diazoefficiens mediado por Cu.

En lo concerniente a NirK, y de manera similar a como ocurre con la expresion
del gen nirK, los niveles de proteina disminuyeron en Cu-L respecto a Cu-S. Sin embargo,

este efecto fue mas pronunciado en la fraccidn periplasmica que en la citosolica. Por el
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contrario, en las células crecidas en Cu-H, NirK se expresé mas en el periplasma que en
el citoplasma. La secuencia de la NirK de B. diazoefficiens contiene a su vez la secuencia
3STRRAALI® en la region N-terminal (Velasco et al., 2001), que Se acerca en su mayor
parte al motivo de argininas gemelas (o twin-arginine motif) (S/T)RRXFLK identificado
en un gran nimero de metaloproteinas periplasmicas que contienen cofactores complejos
y se exportan a través del sistema Tat, que es independiente del sistema Sec (Maillard et
al., 2007; Sargent, 2007). De hecho, el transporte de NirK unida a Cu a través del Sistema
Tat se ha demostrado en algunas arqueas haléfilas, como Haloferax mediterranei (Escla-
pez et al., 2013). Nuestros resultados sugieren que, ademas de influir en la expresién de
nirK, el Cu también podria ejercer algun efecto sobre el transporte de NirK al periplasma.
Los bajos niveles de NirK en respuesta a Cu limitante explican la baja actividad NIR, asi
como los elevados niveles de acumulacion de NO>". No obstante, aunque Cu-H no au-
mentd el contenido en NirK en el periplasma en comparacion con Cu-S, se obtuvo una
mayor actividad de NirK en estas células, lo que permitiria explicar la ausencia de NO2~
en el medio Cu-H. Estos resultados sugieren un control post-traduccional de alto Cu sobre
la actividad catalitica de NirK. En este contexto, recientemente se ha documentado que el
pH causa cambios estructurales en la NirK de la cepa USDA110 de B. diazoefficiens, lo

que resulta en una actividad catalitica dependiente del pH (Cristaldi et al., 2020).

El efecto negativo de la limitacion de Cu sobre la expresion de los genes nor pro-
voco bajos niveles de proteina NorC, y también de actividad Nor. A pesar de que no se
observé una mayor induccion de la expresion de los genes nor en Cu-H respecto a Cu-S,
se obtuvo un incremento significativo en los niveles de proteina NorC, asi como de acti-
vidad Nor, en el medio Cu-H. Estos resultados sugieren una regulacion post-transcripcio-
nal de la sintesis de NorC en Cu-H. Dado que Cu-H aumenta significativamente la acti-
vidad NirK 'y, consecuentemente, la formacion de NO, seria posible que las células nece-
sitaran producir niveles mas altos de cNor para protegerse de la toxicidad causada por el

NO en estas condiciones.

En cuanto a Nos, existe un control transcripcional de la expresion de los genes nos
en Cu-L. Por el contrario, Cu-H no influyo significativamente en la expresion de losgenes
nos respecto a Cu-S, pero si en los niveles de NosZ y en la actividad N2OR, po- niendo
de manifiesto la relevancia del Cu para una correcta maduracién y un adecuado
funcionamiento de NosZ. Los niveles de NosZ madura fueron mayores frente a los de la

NosZ truncada en el periplasma de las células crecidas en Cu-H, lo que sugiere que la
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regulacién post-transcripcional de Nos en Cu-H probablemente afecte la maduracion de
dicha proteina en el periplasma. En este contexto, se conoce que, a pesar de ser transpor-
tada por el sistema Tat, la maduracion de NosZ se completa en el periplasma, donde los
centros Cuay Cuz se ensamblan en la apoproteina de NosZ (revisado por Torres et al.,
2016). Nuestros resultados son consistentes con observaciones previas en otros microor-
ganismos (Matsubara et al., 1982; Granger y Ward, 2003; Felgate et al., 2012), donde el
Cu modula la actividad N2OR. En esta tesis, la baja actividad N2OR detectada en Cu-L
provoco una notable acumulacién de N2O en la atmdsfera gaseosa de los cultivos. De
manera similar, en cultivos discontinuos de P. denitrificans en Cu-L con NOz", Sullivan
y colaboradores (2013) observaron una acumulacion transitoria de N>O que no se observo
en cultivos en Cu-H, lo que sugeria que la capacidad catalitica de las otras reacciones de

la desnitrificacion excedia la tasa de funcionamiento de la enzima Nos provista de Cu.

En conjunto, los resultados discutidos hasta el momento permiten concluir que la
activacion de Nap, NirK, Nor y Nos en Cu-H (13 uM Cu) podrian explicar el mayor
crecimiento detectado en Cu-H comparando con Cu-S (0,02 uM Cu). Mientras que la
limitacion de Cu inhibe claramente la desnitrificacion en B. diazoefficiens, una concen-
tracion de 13 uM Cu induce un aumento destacable en el crecimiento y en la actividad de

todas las enzimas de la desnitrificacion.

La enzima Nos, codificada por el operon nosRZDFYLX en B. diazoefficiens, cata-
liza la reduccion biologica de N2O a N2, que representa la ultima etapa de la desnitrifica-
cion (Velasco et al., 2004). En general, NosZ constituye la subunidad catalitica, y esta
codificada por el gen nosZ. NosZ es una proteina homodimeérica del periplasma que con-
tiene dos centros de Cu en cada monomero: Cuay Cuz (Wist et al., 2012). NosR es una
proteina integral de membrana que actia como donador de electrones para la reduccion
de N20O (Wunsch y Zumft, 2005). Esta proteina posee un dominio periplasmico de union
a FMN y un dominio C-terminal similar a ferredoxina con dos clusters [4Fe-4S] locali-
zados en el citoplasma (Zumft y Kroneck, 2007). Se ha sugerido que NosR y un miembro
de la familia de proteinas ApbE, NosX, estan implicados en la reduccién de N2O in vivo,
manteniendo la actividad catalitica de NosZ. En esta linea, se propuso la existencia de un
sistema donador de electrones a través de NosR, en el que NosX funcionaria como una
quinol oxidorreductasa, que actuaria en paralelo con la ruta formada por el citocromo bci,
el citocromo csso Yy la pseudoazurina (Wunsch et al., 2005; Wunsch y Zumft, 2005). Re-

cientemente, Zhang y colaboradores (2017) han demostrado que la proteina periplasmica
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ApbE de P. stutzeri, la cual une FAD, cataliza la transferencia de grupos flavinil al domi-
nio de union a FMN de NosR. Esta evidencia sugiere que ApbE (0 NosX en otros micro-
organismos, tales como P. denitrificans o B. diazoefficiens) sustenta la actividad catalitica
de NosZ através de NosR. En la presente tesis, se demuestra que NosR es necesaria para
la actividad Nos en B. diazoefficiens, lo que confirma resultados previos obtenidos por
nuestro grupo (Velasco et al., 2004). No obstante, se requiere mas investigacion en este
aspecto para elucidar la participacién de NosX en la actividad de la enzima Nos de B.
diazoefficiens. Aparte de actuar como donador de electrones a NosZ, también se ha pro-
puesto que NosR podria desempefiar una funcién reguladora, dado que Honisch y Zumft
(2003) desvelaron que la transcripcion de los genes nosZ y nosD en P. stutzeri necesitaba
de NosR. Wunsch y Zumft (2005) sugirieron un control indirecto de NosR sobre sus ge-
nes diana y, ademas, que sélo el dominio periplasmico provisto de flavina era necesario
para la expresion de nosZ. Adicionalmente, Sullivan y colaboradores (2013) analizaron
la transcripcion de nosZ en la cepa parental de P. denitrificans y en una cepa mutante en
el gen nosR en condiciones andxicas y limitacion de Cu con nitrato, y descubrieron que
los niveles de transcrito en la cepa mutante en nosR eran notablemente superiores a los
de la cepa WT, lo que indicaba que NosR ejercia un papel en la represion de la expresion
de nosZ en respuesta a Cu limitante en P. denitrificans. En cambio, los resultados obteni-
dos en esta Tesis indican que NosR no esta implicada en la expresion del operon nos-
RZDFYLX en B. diazoefficiens en respuesta a microoxia y/o Cu. Sin embargo, en contra
de nuestros resultados, Velasco y colaboradores (2004) observaron niveles muy bajos de
actividad B-galactosidasa en células de una mutante nosR que contenia una fusion nosZ-
lacZ incubadas microaerobicamente en medio completo (YEM), lo que llevo a estos au-
tores a sugerir que NosR podria actuar como regulador positivo del gen nosZ, tal y como
propuso Zumft (1997). Torres y colaboradores (2017) demostraron que la transcripcion
de los genes nosRZDFYLX depende principalmente de un promotor presente en la region
5’ de nosR. Sin embargo, no se puede excluir la posibilidad de que exista otro promotor
interno en la region 5° de nosZ que responda a Cu. .Un andlisis de la expresion de nosZ
en un fondo mutante nosR en limitacion y presencia de Cu ayudaria a aclarar esta discre-

pancia.
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Considerados en conjunto, los resultados presentados en este capitulo sugieren
que el Cu no sélo afecta a la actividad enzimética de Nap, NirK, Nor y Nos, sino que
ademas actlia como factor indispensable en la regulacion de la expresion de los genes de
la desnitrificacion, y asimismo podria mediar en el transporte de la enzima NirK y en la
maduracion de la enzima NosZ, ambas dependientes de Cu. Por tanto, el Cu podria estar
implicado en una red reguladora de la desnitrificacion, en la cual no funcionaria tan solo
como mero cofactor enzimatico de las enzimas provistas de Cu, sino también de impor-

tante sefial reguladora de este proceso.

Papel de CsoR en la expresion de los genes de la desnitrificacion

Los resultados obtenidos en el capitulo 3 de esta tesis indican claramente que la
induccion de los genes nirK, nor y nos en condiciones de bajo Oy presencia de NOs™ se
redujo significativamente en Cu limitante, lo que sugiere que este control podria estar
modulado por un represor especifico. En este contexto, CsoR y CopY se consideran re-
presores transcripcionales sensores de Cu en bacterias, tales como M. tuberculosis (Liu et
al., 2007), E. coli y E. hirae (revisado por Rademacher y Masepohl, 2012). No obs- tante,
recientemente se ha descubierto un divergon csoR-cueA codificante de un represorde tipo
CsoR y de una ATPasa de tipo P transportadora de metales pesados (CueA) en labacteria
Gram negativa B. liaoningense CCNWSX0360 (Liang et al., 2016). Estos auto-res
atribuyeron un papel crucial a este sistema en la homeostasis del Cu, asi como en la
resistencia frente a Zn y Cd. Una busqueda en el genoma de B. diazoefficiens en la base
de datos KEGG (https://www.genome.jp/kegg/) (Kanehisa y Goto, 2000; Kanehisa, 2019;
Kanehisa et al., 2021) revelo la presencia de un gen putativo codificante de un represor
de la familia CsoR cuya anotacion es bsr0701. No obstante, se requiere una investigacion
mas exhaustiva en este aspecto para determinar si, aparte de la probable implicacion de
esta proteina CsoR predicha en la tolerancia a metales, se le puede atribuir un papel pu-
tativo en los bajos niveles de transcripcion de los genes nirK, nor y nos en células de B.

diazoefficiens crecidas en condiciones limitantes de Cu.

Para explorar esta hipotesis, se construyd una cepa mutante de B. diazoefficiens
en este gen tal y como se detalla en los resultados de este subcapitulo. Basicamente, esta

cepa se construyd por delecion sin marcador del gen csoR (Figura 3.1.1).
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La curva de crecimiento de esta cepa mutante no fue distinta a la de la cepa WT
110spc4 independientemente de la condicion de Cu analizada en microaerobiosis (Figura
3.1.5). Por consiguiente, CsoR aparentemente no estd implicada en el crecimiento de la

cepa silvestre en condiciones microoxicas.

En cuanto a la posible implicacion de CsoR en la expresion de los genes de la
desnitrificacion, los resultados obtenidos sugieren que CsoR no actuaria como represor
de los genes nirK y nor dado que los niveles de expresion de estos genes en la cepa mu-
tante csoR son aln mas bajos a los observados en la cepa WT en condiciones de bajo Cu.
Alternativamente, CsoR podria mediar la expresion de los genes nirK y nor de manera
indirecta en condiciones limitantes de Cu. Tal y como se ha comentado en Introduccién,
en M. tuberculosis se ha demostrado que, cuando el Cu no se encuentra biodisponible,
CsoR se mantiene unida al promotor de su gen codificante, reprimiendo la transcripcion
de los genes del operon csoR (Liu et al., 2007). Al incrementar la concentracion externa
de Cu, éste se une a CsoR, que se disocia del promotor, permitiendo la transcripcion de
los genes de dicho operdn (Liu et al., 2007). En una cepa mutante AcsoR es probable que,
al no encontrase reprimida la expresion de cueA, la proteina CueA exporte Cu al exterior
de la célula, haciendo ain mas limitante la concentracion de este microelemento en el
interior celular. A la vista de los resultados de expresion obtenidos (Figura 3.1.6), se su-
giere que la ausencia de CsoR refuerza aun mas la inhibicion de la expresion de estos
genes en condiciones limitantes de Cu. En conclusion, CsoR actuaria de forma indirecta
probablemente al contribuir a la disminucion de los niveles de Cu en el interior de la
célula. Por el momento, se desconoce cual pudiera ser el regulador que actuaria directa-
mente sobre los genes de la desnitrificacion de B. diazoefficiens en condiciones limitantes
de Cu.

Siguiendo esta linea, en una mutante csoR que se habia empleado para infectar
ratones, Marcus y colaboradores (2016) observaron que se inducian genes de respuesta
especificos a factores de estrés del huésped, como los niveles de Cu (ctpV), NO e hipoxia
(regulon dosR, del inglés, dormancy survival regulator). Estos autores sugieren la
implicacién de cso en la dormancia al observar la induccion de csoR durante toda la
respuesta a hipoxia. Una respuesta a Cu incrementada en condiciones de hipoxia puede
ser fisiolégicamente importante no s6lo porgue el Cu es mas toxico en estas condiciones,
sino porque, ademas, la hipoxia estimula la captacion de Cu por los macréfagos. Al

mismo tiempo, la necesidad de Cu por M. tuberculosis en condiciones de hipoxia
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disminuye, al inducirse las oxidasas de tipo bd, las cuales son independientes de Cu, lo
que reduce la necesidad de la citocromo c oxidasa, que es dependiente de Cu (Neyrolles
et al., 2015). EI NO vy niveles toxicos de Cu representan factores de estrés que M.
tuberculosis tiene que enfrentar en el interior del fagosoma de los macrofagos,
especialmente de aquellos que se han activado. Para la induccién del regulon dosR en una
mutante csoR, se proponen dos hipétesis. La primera sugiere que la interrupcion del
transporte de e o de la citocromo ¢ oxidasa induce dicha expresion (Voskuil et al., 2003;
Honaker et al., 2010). Como la citocromo c oxidasa es una metaloenzima que contiene
Cu, la induccién de cso, que conlleva a un transporte del exceso de Cu fuera del citosol,
podria impactar negativamente en su funcién. El bloqueo de la respiracion, entonces,
podria contribuir a la activacién de este reguldn. Una segunda posibilidad podria ser que
el NO indujera directamente el regulon DosR en la cepa mutante. EI Cu podria estar
presente en bajos niveles en el citoplasma, y CtpV exportaria Cu solo a traves de la
membrana celular. Aln no se sabe si los niveles de expresion de los genes implicados en
la expulsion de Cu a traves de la pared de la micobacteria se ven afectados, por lo que
seria posible que el Cu pudiera acumularse y causar dafio en el espacio periplasmico de
la mutante knockout en csoR; el Cu* puede generar NO a través de su interaccién con S-
nitrosotioles (Dicks y Williams, 1996), por lo que, eventualmente, el Cu acumulado daria

lugar a altos niveles de NO que, subsiguientemente, podrian inducir el regulon DosR.

En este contexto, es posible que en células de B. diazoefficiens 110spc4 crecidas
en microaerobiosis y en presencia de Cu, se exprese CueA, que se activaria para exportar
el exceso de Cu al periplasma. No obstante, en la cepa mutante 4csoR, CueA exportaria
maés Cu del necesario, dando lugar a una desregulacion de la respuesta a Cu. De acuerdo
a los resultados de expresion en B. diazoefficiens, la delecion de csoR conllevo una
reduccion en los niveles de expresion de nor en Cu-S (Figura 3.1.6C,E). Dado que en
limitacion de Cu, tanto la expresion de los genes nor como la sintesis y actividad de la
enzima Nor se ven comprometidas (Figuras 3.3C,E, 3.8), es probable que, al bajar
notablemente el nivel interno de Cu en la cepa mutante cuando se encuentra en Cu-S, no
se alcancen niveles adecuados ni de expresion de los genes nor (Figura 3.1.6C,E) ni de
actividad de la enzima Nor, y se acumule NO en el periplasma en la cepa AcsoR.
Consecuentemente, esta acumulacién de NO podria desencadenar la activacion de un
mecanismo inhibidor de naturaleza similar a dosR, el cual podria, a su vez, estar implicado

en la bajada de expresion de los genes nor, y quizas también de nirK y nos. Sin embargo,
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son necesarios experimentos adicionales para comprobar el efecto de la mutacion en csoR
no solo en la expresion, sino también en los niveles de proteina NorC y de actividad de la

enzima Nor en condiciones estdndar de Cu (0,02 uM).

Como conclusion, a la vista de los resultados presentados, se propone que CsoR
no acta como factor de transcripcion de los genes nirK, nor y nos de la desnitrificacion,
pero influye en la expresion de nirK y nor de manera indirecta en respuesta a los niveles
citosolicos de Cu. Por consiguiente, no se puede descartar la implicacién de factores de
transcripcion que detecten los niveles intracelulares de Cu y que estén asimismo implica-
dos en el control directo de la expresion de los genes de la desnitrificacion. En definitiva,
este capitulo esboza, en general, una posible conexion entre la regulacién de la respuesta
a Cu y la desnitrificacion, por lo que cabe la posibilidad de que ambos procesos formen
parte de una red de regulacién mas amplia en la que el Cu jugaria un papel central.
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1.

10.

La adicién de Cu reduce las emisiones de N2O por los nddulos de soja. Este des-
censo se debe principalmente al efecto del Cu sobre las actividades enzimaticas
de la desnitrificacion de los bacteroides, especialmente a la disminucion de la ac-
tividad nitrato y nitrito reductasa y al aumento de la actividad 6xido nitroso re-
ductasa.

Los ndédulos de plantas de alfalfa emiten N2O en respuesta a nitrato y encharca-
miento.

La enzima nitrato reductasa periplasmica de E. meliloti esta implicada en la com-
petitividad por la nodulacién, ademas de contribuir a las emisiones de N.O por
nodulos de alfalfa.

La disponibilidad de Cu induce significativamente la actividad 0xido nitroso re-
ductasa de los bacteroides y, por extension, reduce las emisiones de N2O proce-
dentes de nodulos de alfalfa.

La limitacion de Cu inhibe el crecimiento anaerébico y microaerobico de B. dia-
zoefficiens dependiente de nitrato.

Mientras que la limitacion de Cu reduce notablemente los niveles de expresion de
los genes nirK, nor y nos, la expresion de nap no se encuentra afectada por Cu.
Las enzimas de la desnitrificacion de B. diazoefficiens estan sometidas a una re-
gulacion postranscripcional mediante el aumento de las actividades Nap y NirK,
asi como de los niveles de las proteina NorC y NosZ, en respuesta a un nivel de
Cu por encima de la concentracion estandar, concretamente, 13 uM en este caso.
La proteina NosR es esencial para el correcto funcionamiento de la 6xido nitroso
reductasa de B. diazoefficiens, pero no esta implicada en la expresion de los genes
responsables de su sintesis.

El regulador CsoR esta implicado en la inhibicion de la expresion de los genes
nirK y nor en respuesta a condiciones limitantes de Cu.

El Cu, ademas de funcionar como cofactor de las enzimas NirK y Nos, es un factor
importante en la compleja red de regulacion de la desnitrificacion de B. diazoeffi-

ciens.
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10.

Cu addition reduces N2O emissions by soybean nodules. This decrease occurs
mainly due to the effect of Cu on bacteroidal denitrification enzymatic activities,
especially the simultaneous decrease in nitrate and nitrite reductase activities and
the increase in nitrous oxide reductase activity.

Alfalfa nodules emit N2O in response to nitrate and flooding.

E. meliloti periplasmic nitrate reductase is involved in the competitivity for
nodulation, and also contributes to N2O emissions by alfalfa nodules.

Cu availability significantly induces bacteroidal nitrous oxide reductase activity
and, by extension, decreases N2O emissions by alfalfa nodules.

B. diazoefficiens nitrate-dependent anaerobic and microaerobic growth are both
severely affected by Cu limitation.

A notable reduction in nirK, nor and nos expression levels is triggered by Cu
limitation. Meanwhile, nap expression is not affected by Cu.

B. diazoefficiens denitrification enzymes are subjected to a post-transcriptional
regulation by increasing Nap and NirK activities, as well as NorC and NosZ
protein levels, in response to a Cu level above the standard concentration,
specifically, 13 uM in this case

NosR is essential for the proper function of B. diazoefficiens Nos, but is not
involved in nos genes expression.

CsoR is involved in the regulation of nirK and nor genes expression in response
to Cu-limiting conditions.

Besides its role as an essential cofactor for Nirk and NorC, Cu is an important
factor involved in the intricate B. diazoefficiens denitrification regulatory net-

work.
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Anexos

Listado de abreviaturas, acronimos, siglas y simbolos

Abreviatura

Espaiiol

A
ABC

ADN /DNA
ADNCc / cDNA

ADP
AFOLU

AMP

AMPc / cAMP

AOA
AOB
Ap

ARN /RNA
ARNr / rRNA

ATP

b

BNF
BSA

C

CFC
CFU
cit / cyt
Cm
cNor

Crp/FNR

CSIC

C-terminal
CuaNor

Cu-H
Cu-L
Cu-S
Cys
DMSO
DNRA

dNTP

e

EEUU / USA

EEZ

Alanina / Adenina

Casete de uniona ATP

Acido desoxirribonucleico

ADN complementario

Adenosina trifosfato

Agricultura, silvicultura y otros usos
de la tierra

Adenosina monofosfato

AMP ciclico

Arqueas oxidantes de amonio
Bacterias oxidantes de amonio
Ampicilina

Acido ribonucleico

ARN ribosémico

Adenosina trifosfato

Base nitrogenada

Fijacion biologica de N

Albumina de suero bovino

Citosina

Clorofluorocarbono

Unidad formadora de colonia
Citocromo

Cloranfenicol

Oxido nitrico reductasa dependiente
de citocromo ¢

Proteina receptora de AMPc/proteina
reguladora de fumarato y nitrato re-
ductasas

Consejo Superior de Investigaciones
Cientificas

Extremo carboxilo terminal

Oxido nitrico reductasa que contiene
Cu

Medio con alto cobre

Medio con cobre limitante

Medio con cobre estandar

Cisteina

Dimetilsulféxido

Reduccion no asimilativa de nitrato a
amonio

Desoxirribonucleésido trifosfato

Electréon
Estados Unidos de América
Estacion Experimental del Zaidin

Inglés

Alanine / Adenine
ATP-binding cassette
Deoxyribonucleic acid
Complementary DNA
Adenosine triphosphate
Agriculture, forestry and other
land use

Adenosine monophosphate
Cyclic AMP
Ammonium-oxidizing archaea
Ammonium-oxidizing bacteria
Ampicillin

Ribonucleic acid

Ribosomal RNA

Adenosine triphosphate
Nitrogenous base

Biological N> fixation

Bovine serum albumin
Cytosine

Chlorofluorocarbon
Colony-forming unit
Cytochrome

Chloramphenicol

¢ cytochrome-dependent nitric
oxide reductase

CAMP receptor protein/fumarate
and nitrate reductase regulatory
protein

Spanish National Research
Council

Carboxyl-terminal end
Cu-containing nitric oxide re-
ductase

High Cu medium

Cu-limiting medium
Cu-standard medium

Cysteine

Dimethyl sulfoxide
Dissimilatory nitrate reduction
to ammonium
Deoxyribonucleoside triphos-
phate

Electron

United States of America
Zaidin Experimental Station
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Abreviatura

Espaiiol

ELISA

EtBr
F

FAD
FAO

FC
[FeS]
FMN
FN

G
GHG
GMN

HCO
HFC
His
HRP
HTH
|
IACT

ICP-OES
IPBLN
IPCC

IR

K

Km

L

Lb
LbNO
MAPA

MCS
Met
MFS

Mo[MGD]-

MQH.
MU
MV*
MV*-NR
MV*-NIR
MWCO
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Inmunoanalisis enzimético de adsor-
cion

Bromuro de etidio

Fenilalanina

Flavin dinucleétido de adenina
Organizacion de las Naciones Unidas
para la Alimentacion y la Agricultura
Cambio relativo

Grupos hierro-azufre

Flavin mononucleétido

N fijado

Guanina

Gas de efecto invernadero

Grupo de Metabolismo del Nitr6-
geno

Oxidasas que contienen hemo y Cu
Hidrofluorocarbono

Histidina

Peroxidasa de rdbano

Motivo hélice-giro-hélice

Isoleucina

Instituto Andaluz de Ciencias de la
Tierra

Espectrometria de emision optica de
plasma acoplado inductivamente
Instituto de Parasitologia y Biomedi-
cina Lopez-Neyra

Panel Internacional del Cambio Cli-
maético

Radiacion infrarroja

Lisina

Sulfato de kanamicina

Leucina

Leghemoglobina

Complejo nitrosil-leghemoglobina
Ministerio de Agricultura, Pesca y
Alimentacion

Sitio de clonacion multiple
Metionina

Superfamilia de proteinas facilitado-
ras principales

Bis (dinucleétido de molibdopterina
y guanina)

Pool de menaquinol

Unidades Miller

Metil viol6geno

NR dependiente de MV*

NIR dependiente de MV*

Limite de peso molecular

Inglés

Enzyme-linked immunosorbent
assay

Ethidium bromide
Phenylalanine

Flavin adenine dinucleotide
Food and Agriculture Organiza-
tion of the United Nations
Fold-change

Iron-sulfur cluster

Flavin mononucleotide

Fixed N

Guanine

Greenhouse gas

Nitrogen Metabolism Group

Haem-Cu oxidases
Hydroflurocarbon

Histidine

Horseradish peroxidase
Helix-turn-helix motif
Isoleucine

Andalusian Earth Sciences Insti-
tute

Inductively coupled plasma-opti-
cal emission spectrometry
Institute of Parasitology and Bi-
omedicine “Lopez-Neyra”
International Panel on Climate
Change

Infrared radiation

Lysine

Kanamycin sulfate

Leucine

Leghemoglobin
Nitrosyl-leghemoglobin complex
Ministry of Agriculture, Fisher-
ies and Food

Multiple cloning site

Methionine

Major facilitator superfamily

Bis-molybdopterin guanine di-
nucleotide

Menagquinol pool

Miller units

Methyl viologen
MV*-dependent NR
MV*-dependent NIR
Molecular weight cut-off



Abreviatura

Espaiiol

N

NAD/NADH

Nap
Nar
Nas

Ndfa
NDH
NDW
NDW/NN
NFW
NIR
Nirk
NirS

NN
NnrR

NOR
N2OR
Nos
NOXx
NR
N-terminal
ODa20
ODsso
ODsgs
ODeoo
ONU
pb / bp
PCR
PDW
PFC
PFW
ppbv
plv

Q
QH:
gNor

gRT-PCR
R
r

RDW
RL

Cualquier nucleétido (C, T, Ao G)
Nicotinamida adenina dinucled-
tido/NAD reducido

Nitrato reductasa periplasmica
Nitrato reductasa de membrana
Nitrato reductasa asimiladora o asi-
milativa

N derivado del N2 atmosférico
NADH deshidrogenasa

Peso seco de nodulos

Peso unitario de nédulo

Peso fresco de nodulos

Actividad nitrito reductasa

Nitrito reductasa que contiene Cu
Nitrito reductasa que contiene cito-
cromo cds

Numero de nodulos

Regulador de la nitrito reductasa y la
oxido nitrico reductasa

Actividad 6xido nitrico reductasa
Actividad 6xido nitroso reductasa
Oxido nitroso reductasa

Oxidos derivados del N

Actividad nitrato reductasa
Extremo amino terminal

Densidad optica a 420 nm

Densidad optica a 550 nm

Densidad optica a 595 nm

Densidad optica a 600 nm
Organizacion de las Naciones Unidas
Pares de bases

Reaccion en cadena de la polimerasa
Peso seco de planta
Perfluorocarbono

Peso fresco de planta

Partes por billon volumen
Peso/volumen

Quinona

Pool de hidroquinol

Oxido nitrico reductasa dependiente
del pool de quinonas

PCR cuantitativa a tiempo real
Arginina

Resistencia o resistente a un antibié-
tico; superindice

Peso seco de raiz

Longitud de la raiz

Anexos

Inglés

Any nucleotide (C, T, A or G)
Nicotinamide adenine dinucleo-
tide/reduced NAD

Periplasmic nitrate reductase
Respiratory nitrate reductase
Assimilatory nitrate reductase

N derived from atmosphere
NADH dehydrogenase

Nodule dry weight

Dry weight per nodule

Nodule fresh weight

Nitrite reductase activity
Cu-containing nitrite reductase
cdz cytochrome-containing ni-
trite reductase

Nodule number

Nitrite and nitric oxide reduc-
tase regulator

Nitric oxide reductase activity
Nitrous oxide reductase activity
Nitrous oxide reductase
N-derived oxides

Nitrate reductase activity
Amino-terminal end

Optical density at 420 nm
Optical density at 550 nm
Optical density at 595 nm
Optical density at 600 nm
United Nations Organization
Base pairs

Polymerase chain reaction
Plant dry weight
Perfluorocarbon

Plant fresh weight

Parts per billion volume
Weight/volume

Quinone

Hydroquinol pool
Quinone-dependent nitric oxide
reductase

Quantitative real time PCR
Arginine

Antibiotic resistance or antibi-
otic resistant; superscript
Root dry weight

Root length
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Abreviatura

Espaiiol

rpm
S

SAP

SDH

SDS
SDS-PAGE

SDW
Sec
SFW
Sm
SNF
Spc
T
Tat

Tc

TN

Tn

Tp
UC-Davis
UE

UEA

uQ
UQH:
USDA

uv
viv
WT

A
c

Revoluciones por minuto

Serina

Fosfatasa alcalina de camaron
Succinato deshidrogenasa
Dodecilsulfato sodico
Electroforesis en gel de poliacrila-
mida

Peso seco de parte aérea

Sistema de secrecion

Peso fresco de la parte aérea
Estreptomicina

Fijacion simbiotica de N2
Espectinomicina

Treonina/ Timina

Sistema de translocacion de argini-
nas gemelas

Tetraciclina

N total

Transposon

Trimetoprima

Universidad de California (en Davis)
Unidn Europea

Universidad de Anglia Oriental
Ubiquinona

Pool de ubiquinol

Departamento de Agricultura de los
EEUU

Radiacion ultravioleta
Volumen/volumen

Cepa silvestre

Fusion

Delecion

Factor sigma

Listado de unidades de medida

Simbolo
°C

Da

g

h

ha

L, |

M

m

min
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Significado Simbolo
Grados Celsius mol
Dalton
Gramo
Hora
Hectarea
Litro
Molar
Metro
Minuto

s<ceoungyz

Inglés

Revolutions per minute
Serine

Shrimp alkaline phosphatase
Succinate dehydrogenase
Sodium dodecyl sulfate
SDS-polyacrylamide gel electro-
phoresis

Shoot dry weight

Secretion system

Shoot fresh weight
Streptomycin

Symbiotic N2 fixation
Spectinomycin

Threonine / Thymine
Twin-arginine transporter

Tetracycline

Total N

Transposon

Trimethoprim

University of California, Davis
European Union

University of East Anglia
Ubiquinone

Ubiquinol pool

US Department of Agriculture

Ultraviolet radiation
Volume/volume
Wild-type

Fusion

Deletion

Sigma factor

Significado

Mol

Normal

Pascal

Unidad Svedberg
Segundo

Unidad de reactivo
Voltio

Vatio o watt
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Listado de prefijos

Simbolo Significado Equivalencia con la unidad fundamental
M Mega 106

k Kilo 10°

C Centi 102

m Mili 103

n Micro 10°®

n Nano 100

P Pico 10712

Listado de especies quimicas

Elementos quimicos

Al Aluminio

B Boro

C Carbono

Ca Calcio

Cd Cadmio

Cl Cloro

Co Cobalto

Cu Cobre

F Flaor

Fe Hierro

H Hidrégeno

Hg Mercurio

K Potasio

Mg Magnesio

Mn Manganeso

Mo Molibdeno

N Nitrogeno

Ni Niquel

O Oxigeno

P Fosforo

Pb Plomo

Rb Rubidio

S Azufre

Zn Cinc

lones y moléculas

ca’t lon calcio
CaCl>-2H.0O Cloruro célcico dihidratado
CaS04-2H20 Sulfato calcico dihidratado
CH4 Metano
C2H204-2H,0 Acido oxalico

CO Mondxido de carbono
CO; Di6xido de carbono
CoSO47H20 Sulfato cobaltoso heptahidratado
Cu*/ Cu(l) lon cuproso

Cu?*/ Cu(l) lon cuprico
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lones y moléculas

CuS0O45H20
Fe?*

Fe®*
FeClz-6H20
FeSO4 7H,0
H+

H3BO3

HCI

HF

Hg?

HgCl,

HNO3

H20

H20:

H>SO4

KCI
KsFe(CN)e
KH2PO4
K2HPO,4
KNOs3

KOH

K2SO4

MgCl,
MgSQO4-7H20
MnCl,-4H20
MnS0O4-4H,0
N2

NaCl

Na2COs3
NaHCOs3
NaH2PO4-H,O
Na:HPO4-2H,0
Na:Mo0O4-2H,0
NaNO;
NaOH
Na2S20,4

NF3

NH3

NH4*

NH4CI
NH.OH
NH;OH
(NH4)2S20s
NO

NO2

NO2~

NOs~

N2O

02
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Sulfato clprico pentahidratado

lon ferroso

lon férrico

Cloruro férrico hexahidratado
Sulfato ferroso heptahidratado
Proton

Acido bérico

Acido clorhidrico

Acido fluorhidrico

lon mercurio

Cloruro de mercurio

Acido nitrico

Agua

Perdxido de hidrégeno o agua oxigenada
Acido sulfdrico

Cloruro potasico

Cianuro férrico potéasico
Dihidrogenofosfato de potasio
Hidrogenofosfato de potasio

Nitrato potasico

Hidroxido potésico o potasa

Sulfato potasico

Cloruro de magnesio

Sulfato de magnesio heptahidratado
Cloruro de manganeso tetrahidratado
Sulfato de manganeso tetrahidratado
Nitrogeno molecular

Cloruro sédico

Carbonato sodico

Bicarbonato sddico
Dihidrogenofosfato de sodio monohidratado
Hidrogenofosfato de sodio dihidratado
Molibdato sodico dihidratado
Nitrito sddico

Hidroxido sodico o sosa

Ditionito sodico

Trifluoruro de nitrégeno

Amoniaco

Amonio

Cloruro amonico

Hidroxilamina

Hidroxido de amonio

Persulfato de amonio (APS)

Oxido nitrico

Dioxido de nitrogeno

Nitrito

Nitrato

Oxido nitroso

Oxigeno molecular



lones y moléculas

Os
Pb**

PO4*~ (Pi)

RbCI
SFe
Zn%*

ZnS0O47H20

Ozono

lon plomo

Fosfato inorganico

Cloruro de rubidio
Hexafluoruro de azufre

lon cinc

Sulfato de cinc heptahidratado

Listado de reactivos con su numero CAS

Abreviatura Reactivo

AEBSF
Ap

APS

Cm
DEPC
DTT
EDTA
IPTG
Km
MOPS
NNEDA
ONPG
PVPP
Sm

Spc

Tc
TEMED
X-Gal
X-Gluc

4-(2-aminoethyl)benzenesulfonyl fluoride hydrochloride
Ampicilina

Persulfato de amonio

Cloranfenicol

Dietilpirocarbonato

1,4-ditiotreitol

Ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt dihydrate
Isopropil-B-D-1-tiogalactopiranosido

Sulfato de kanamicina

3-(N-morpholino)propane sulfonic acid
N-(1-naphthyl)ethylenediamine dihydrochloride
2-nitrofenil B-D-galactopiranosido
Polivinilpolipirrolidona

Estreptomicina

Espectinomicina

Tetraciclina

N, N, N’, N’-tetrametiletilendiamina
5-bromo-4-cloro-3-indolil B-D-galactopirandsido

Acido 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-glucurdnico

Anexos

Nilmero CAS

30827-99-7
69-53-4
7727-54-0
56-75-7
1609-47-8
3483-12-3
6381-92-6
367-93-1
25389-94-0
1132-61-2
1465-25-4
369-07-3
9003-39-8
57-92-1
1695-77-8
60-54-8
110-18-9
7240-90-6
18656-96-7
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Listado de especies mencionadas y sus abreviaturas

Argueas

Haloferax mediterranei
Pyrobaculum aerophilum
Bacterias

Achromobacter xylosoxidans
Agrobacterium fabrum
Agrobacterium tumefaciens
Azotobacter vinelandii
Bacillus azotoformans
Bacillus subtilis
Bradyrhizobium diazoefficiens
Bradyrhizobium liaoningense
Bradyrhizobium nitroreducens
Bradyrhizobium oligotrophicum
Burkholderia phymatum
Corynebacterium glutamicum
Desulfovibrio desulfuricans
Ensifer garamanticus

Ensifer meliloti

Enterococcus faecalis
Escherichia coli

Helicobacter pylori
Lactococcus lactis

Listeria monocytogenes
Mycobacterium tuberculosis

Neisseria ghonorreae
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H. mediterranei

P. aerophilum

. Xylosoxidans
. fabrum

. tumefaciens

. vinelandii

. azotoformans
. subtilis

. diazoefficiens
. liaoningense
. nitroreducens
. oligotrophicum
. phymatum

. glutamicum

. desulfuricans
. garamanticus
. meliloti

. faecalis

m m m m g O ©® ©U ©© @O ©© O ™ >» >» » >

. coli

H. pylori

L. lactis

L. monocytogenes
M. tuberculosis

N. ghonorreae



Bacterias

Paracoccus denitrificans
Paracoccus pantotrophus
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas putida
Pseudomonas stutzeri
Pseudomonas syringae
Ralstonia eutropha
Rhizobium etli

Rhizobium galegae
Rhizobium sullae
Rhodobacter sphaeroides
Salmonella enterica
Staphylococcus aureus
Streptococcus mutans
Streptococcus pneumoniae
Streptomyces lividans
Thermus thermophilus
Hongos

Aspergillus niger

Plantas

Aspalathus carnosa
Glycine max

Machaerium lunatum
Macroptilium atropurpureum
Medicago falcata
Medicago lupulina

Medicago sativa

-4 » » » »w »w W VW VW TV X UV VW UV UV UW T T

>

£ g2z 02
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. denitrificans
. pantotrophus
. aeruginosa

. fluorescens

. putida

. stutzeri

. syringae

. eutropha
.etli

. galegae

. sullae

. sphaeroides
. enterica

. aureus

. mutans

. pneumoniae
. lividans
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Plantas

Medicago truncatula M. truncatula
Phaseolus vulgaris P. vulgaris
Vigna radiata V. radiata
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