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1. RESUMEN

Las bacterias del suelo capaces de llevar a cabo la fijacion bioldgica de nitrégeno en
simbiosis con plantas leguminosas son comUnmente conocidas como “rizobios”. Existen
algunas especies de rizobios que, ademas de su capacidad de fijar N, son capaces de
desnitrificar tanto en vida libre como en simbiosis.

Bradyrhizobium japonicum es una bacteria del suelo que establece una asociacion
simbiotica con plantas de soja (Glycine max), siendo el Unico rizobio capaz de desnitrificar en
vida libre y en simbiosis donde dicho proceso ha sido ampliamente estudiado (Bedmar et al.,
2005). La expresion de los genes de la desnitrificacion en B. japonicum tiene lugar en
condiciones limitantes de oxigeno y en presencia de nitrato, o un NOy derivado de él
(revisado por Bedmar et al., 2005). Recientemente se ha demostrado que la proteina RegR es
necesaria para la maxima induccién de los genes nor responsables de la sintesis de la 6xido
nitrico reductasa en condiciones desnitrificantes, esto es, en anoxia y nitrato como sustrato
respiratorio (Torres et al., 2014). En estos estudios también se identificaron los genes nos,
responsables de la 6xido nitroso reductasa, como posibles candidatos a ser regulados por esta
proteina reguladora, sin embargo no se profundizé en el control de estos genes por la proteina
RegR en respuesta a oxigeno y nitrato.

Considerados estos antecedentes, el objetivo fundamental de este Trabajo Fin de
Grado ha consistido en estudiar el papel de la proteina RegR en el control de la expresion de
los genes nos en respuesta a diferentes condiciones de oxigeno. Para ello se han cultivado la
cepa parental de B .japonicum y una mutante regR, que contenian una fusion transcripcional
nosR-lacZ, en condiciones de aerobiosis, microaerobiosis y anaerobiosis con nitrato. Tras el
cultivo de las células, se han realizado estudios de expresion de los genes nos mediante la
determinacion de la actividad B-galactosidasa de dicha fusién transcripcional nosR-lacZ. Los
resultados obtenidos demostraron que la proteina reguladora RegR esta implicada en la
activacion de los genes nos en respuesta a anoxia y nitrato. Sin embargo, en condiciones de
aerobiosis 0 microaerobiosis los niveles de actividad B-galactosidasa de la fusion nosR-lacZ
en la cepa mutante regR fueron superiores a los detectados en la cepa parental. Esto sugiere
que la proteina RegR es un activador de los genes nos en respuesta a anoxia y nitrato. Sin
embargo, dicha proteina podria tener un papel represor sobre la expresion de los genes nos en
condiciones de aerobiosis y microaerobiosis.

Palabras clave: Bradyrhizobium japonicum, desnitrificacion, nitrato, 6xido nitroso y oxigeno.



2. INTRODUCCION

El Nitrégeno (N) es uno de los elementos quimicos mas abundantes en la biosfera. En
plantas es el cuarto elemento més abundante después del Carbono (C), Hidrégeno (H) y
Oxigeno (O). Esté presente en grandes cantidades a lo largo de toda la superficie de la Tierra
y constituye alrededor de un 80% de la atmdsfera terrestre. A pesar de esto, la disponibilidad
del N es relativamente baja, ya que la mayoria se encuentra en forma de gas dinitrogeno (Ny),
el cual no puede ser utilizado por los eucariotas y muchas bacterias (Moir, 2011).

La desnitrificacion es un proceso clave en el ciclo biogeoguimico del N en la biosfera,
ya que es el mecanismo mediante el cual se devuelve a la atmosfera el N, (Figura 1). Es un
modo celular de respiracion anaerobia durante la cual el nitrato es secuencialmente reducido a
N, a traves de los compuestos intermedios nitrito, 6xido nitrico y 6xido nitroso. El proceso
ocurre en muchos tipos de procariotas y algunos hongos. Constituye la principal reaccién para
eliminar el exceso de nitratos que, consecuencia del abuso en la utilizacion de fertilizantes
nitrogenados en la préctica agricola, contaminan los ecosistemas terrestres y acuaticos. El
oxido nitrico y 6xido nitroso, productos intermediarios de la desnitrificacion, tienen también
un gran impacto sobre la contaminacion atmosférica, ya que son gases que se liberan a la
atmosfera e intervienen en la formacion de la lluvia acida, en el calentamiento global de la
atmosfera y en la destruccion de la capa de ozono. El éxido nitrico es, por otra parte, una
importante molécula sefial que participa en mecanismos de defensa frente a patdgenos en

eucariotas (Zumft, 1997).
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Figura 1. El ciclo biogeogquimico del Nitrégeno. En nimeros romanos se indica el estado de oxidacion de los
atomos de nitrégeno. (Zumft and Kroneck, 2007).



Ademas de la desnitrificacién, otro proceso clave del ciclo de N en la biosfera es la
fijacion bioldgica de N, (Figura 1). Este proceso lo llevan a cabo las bacterias comdnmente
conocidas como rizobios, bacterias Gram negativas pertenecientes fundamentalmente al orden
Rhizobiales de las a-Proteobacteria y que constituyen un ndmero diverso de géneros:
Rhizobium, Allorhizobium, Ensifer (antes Sinorhizobium), Mesorhizobium, Blastobacter,
Azorhizobium, Devosia, Methylobacterium, Ochrobactrum y Bradyrhizobium, entre otros
(Velazquez et al., 2006).

Los rizobios son bacilos aerobios Gram negativos cuya caracteristica principal es la de
establecer asociaciones simbidticas con plantas de la familia Fabaceae, siendo ésta la segunda
familia en importancia agricola después de las gramineas. Esta simbiosis posee un gran
interés agricola y medioambiental, ya que la bacteria le proporciona a la planta el nitrégeno
necesario para su desarrollo y nutricién, reduciéndose la dependencia de fertilizacién quimica,
lo cual tiene un impacto positivo sobre el medio ambiente. Por ello, el empleo de inoculantes
microbianos para mejorar el estado nutricional de los cultivos conforma una tecnologia de
interés, ya que tiene una repercusion positiva sobre la sostenibilidad agricola (Rodifio et al.,
2011).

Los rizobios invaden la raiz de la planta, lo que hace que se desencadenen una serie de
respuestas en ambos simbiontes que culminan con la formacion de los nodulos, estructuras
tipicas de la asociacion simbiotica planta-bacteria, donde se lleva a cabo el proceso de fijacion
bioldgica del Ny, esto es, la reduccion del N, a amonio. En el interior de los nédulos las
bacterias se transforman en bacteroides, que son las células que sintetizan la enzima
nitrogenasa, responsable de la catélisis del N, el cual se reduce a amonio (Figura 2). A partir
del amonio formado se originan los productos organicos nitrogenados esenciales para la
nutricion, funcionamiento y desarrollo de las plantas. (Igarashi and Seefeldt., 2003; Peters and
Szilagyi., 2006).

N,+16 ATP+8e” +8H" ——————> 2NH;+8H,+16ADP+16P;

Nitrogenasa

Figura 2. Ecuacion estequiométrica de la fijacidn bioldgica de nitrogeno

Existen algunas especies de rizobios que, ademas de establecer asociaciones
mutualistas fijadoras de N, son capaces de desnitrificar tanto en vida libre como en simbiosis
(Sanchez et al, 2011). La desnitrificacion es una alternativa a la respiracion en condiciones
limitantes de oxigeno en la que los microorganismos pueden utilizar el nitrato y sus 0xidos de
nitrégeno derivados (NOx) como aceptores de electrones finales para la formacién de N». La



reduccion de los NOy esté acoplada a la generacion de ATP, permitiendo a la célula crecer en
condiciones limitantes de oxigeno. La desnitrificacion se basa en la completa reduccion del
nitrato (NO3’) o nitrito (NO") hasta nitrégeno molecular (N), por medio de la generacion de
oxido nitrico (NO) y dxido nitroso (N,O) (Figura 1). El proceso de desnitrificacion ocurre a
través de la accion secuencial de las enzimas nitrato reductasa (Nap/Nar), nitrito reductasa
(CuNir/cd1Nir), oxido nitrico reductasa (gNor/cNor) y o6xido nitroso reductasa (Nos),
codificadas por los genes nap/nar, nirK/nirS, nor y nos, respectivamente (Zumft., 1997; van
Spanning et al., 2005; 2007; Kraft et al., 2011; Richardson, 2011).

2.1. DESNITRIFICACION EN Bradyrhizobium japonicum

Bradyrhizobium japonicum es una bacteria del suelo que establece una relacion
simbidtica con raices de plantas de soja mediante la generacion de nddulos fijadores de
nitrégeno. En B. japonicum, el proceso de 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), implicados en la sintesis de las enzimas nitrato reductasa
periplasmica (Nap), nitrito reductasa de cobre (NirK), 6xido nitrico reductasa tipo ¢ (cNor) y
oxido nitroso reductasa (Nos), respectivamente (Figura 3).

XK '“t’

Figura 3. Esquema de la localizacion de las proteinas de B. japonicum que llevan a cabo el proceso de
desnitrificacién (Bueno et al., 2012)



El proceso de desnitrificacion de B. japonicum es uno de los mejores caracterizados a
nivel genético y bioquimico dentro del grupo de los rizobios, de hecho es el unico rizobio
donde, hasta la fecha, se han aislado y caracterizado los genes de la desnitrificacion y que es
capaz de crecer en condiciones anaerdbicas con nitrato como aceptor de electrones de la
cadena respiratoria. Por ello, B. japonicum es considerado el organismo modelo para el
estudio de la desnitrificacion en rizobios. El transporte electrénico que tiene lugar durante el
proceso de desnitrificacion es llevado a cabo por distintos componentes individuales
encargados de transportar los electrones de forma consecutiva desde una NADH
deshidrogenasa, al complejo de ubiquinonas, complejo bc;, citocromo c¢ y finalmente hasta
las diferentes reductasas implicadas en la reduccion de nitrato hasta N, (Figura 3).

La expresion de genes necesarios para la desnitrificacion en B. japonicum requiere
tanto la presencia de nitrato (o un 6xido de nitrégeno derivado) como una limitacion de
oxigeno. En esta bacteria se han descrito dos cascadas reguladoras interconectadas que
coordinan principalmente la expresion de los genes necesarios para la respiracion
microaerdbica y para la fijacion bioldgica del nitrogeno: FixLJ-FixK,-NnrR 'y la cascada
RegSR-NifA, respectivamente (Sciotti et al., 2003) (Figura 4). La cascada FixLJ-FixK,-NnrR
es un eficaz sistema de regulacion que responde a condiciones limitantes de oxigeno. FixLJ
detecta una sefial de baja concentracién de oxigeno (concentraciones iguales o inferiores al
5% de O,) e induce la expresion de fixK, responsable de la sintesis del regulador
transcripcional FixK; de tipo CRP/FNR (Figura 4). FixK, ademas de controlar la expresion de
genes del metabolismo microaerdbico tales como fixNOQP, responsable de la sintesis de la
oxidasa cbbhs, también induce la expresion de los genes nap, nirK y nor (Bedmar et al., 2005,
Robles et al., 2006; Mesa et al., 2008), asi como del gen nnrR cuyo producto, la proteina
NnrR es similar a otros reguladores transcripcionales de la familia CRP/FNR (Mesa et al.,
2003) (Figura 4). La utilizacion de fusiones transcripcionales entre las regiones promotoras de
los genes nap, nirK, y nor y el gen informador lacZ ha demostrado que la méxima expresion
de dichos genes depende de la proteina NnrR (Bedmar et al., 2005., Robles et al., 2006). De
hecho, se ha demostrado recientemente, mediante calorimetria, que NnrR se une al promotor
de los genes nor (Bueno et al., enviado para publicacién). Sin embargo, NnrR no se une a los
promotores de los genes nirK y napE, descartando un control directo de NnrR sobre estos
genes (Figura 4).

Como se ha dicho anteriormente, ademas de la cascada reguladora FixLJ-FixK,-NnrR,
en B. japonicum se ha descrito otro sistema en respuesta a bajas concentraciones de oxigeno,
es la cascada RegSR-NifA, la cual induce la expresion de los genes requeridos para la fijacion
de nitr6geno en respuesta a concentraciones mucho mas limitantes de O, (<0.5% en la fase
gaseosa) que la cascada iniciada por la proteina FixL (Sciotti et al., 2003). La activacion de la
segunda cascada de respuesta al oxigeno, RegSR-NifA se inicia por RegSR, un sistema
regulador de dos componentes que induce la expresion del operdn fixR-nifA que esta
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precedido por dos promotores superpuestos P1 y P2. RegR activa la transcripcion de P2 bajo
todas las condiciones de oxigeno a través de la union a una secuencia de ADN situada aguas
arriba del sitio de inicio de la transcripcion. La proteina NifA codificada por el operon fixR-
nifA se necesita para la expresién de muchos genes requeridos para la fijacion del nitrogeno
en B. japonicum bajo condiciones de limitacion de oxigeno tales como los genes nif
implicados en la sintesis y actividad de la enzima nitrogenasa (Bauer et al., 1998). ). RegSR
pertenece a la familia de sistemas reguladores de dos componentes presentes en un gran
namero de Proteobacterias y que ejercen un control en respuesta a cambios en el potencial
redox, donde RegS es la proteina que recibe la sefial y fosforila a RegR que es la proteina
reguladora (revisado por Bueno et al., 2012). Esas proteinas se denominan RegSR en B.
japonicum y Rhodopseudomonas palustris, RegBA en Rhodobacter capsulatus, Rhodovulum
sulfidophilum y Roseobacter denitrificans, PrrBA en Rhodobacter sphaeroides, ActSR en
Sinorhizobium meliloti y Agrobacterium tumefaciens y RoxSR en Pseudomonas aeruginosa.
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Figura 4. Red de regulacion de respuesta a oxigeno en B. japonicum (Adaptado de Torres et al., 2011).

Estudios recientes de transcriptomica de una mutante regR de B. japonicum han
permitido identificar el regulén de RegR en condiciones desnitrificantes, esto es, en células
cultivadas en condiciones anaerdbicas con nitrato como aceptor de electrones de la cadena
respiratoria (Torres et al., 2014). Entre los genes controlados por la proteina RegR, caben
destacar los genes nor implicados en la sintesis de la 6xido nitrico reductasa, y los genes nos
responsables de la sintesis de la enzima 6xido nitroso reductasa (Torres et al., 2014).



2.2.0XIDO NITROSO

El 6xido nitroso (N,O) es un gas soluble en agua que actualmente es de gran interés
debido a su contribucion en el calentamiento global de la atmosfera por lo que se considera un
importante gas invernadero. Su concentracion ha ido incrementandose continuamente desde el
inicio de la industrializacion. La capacidad radiactiva del N,O es unas 300 veces mayor que el
del CO,. Debido a perturbaciones antropogénicas como la agricultura, la tala de bosques y la
quema de combustibles fosiles la concentracion de N,O se ha incrementado hasta 314ppbm y
sigue creciendo de forma exponencial debido al uso de fertilizantes nitrogenados en la
agricultura. (Smith et al., 2008).

El N,O es un metabolito inorganico obligatorio de la célula bacteriana durante la
desnitrificacion, ya que durante este proceso respiratorio se produce dicho gas que se
convierte a N,. EI N,O sostiene toda la bioenergética necesaria para la bacteria cuando el O,
esta ausente, por eso, no es de extrafar, encontrarnos bacterias viviendo en hébitat extremos
en amplisimos rangos de temperatura, pH, presion y salinidad. Por lo tanto N,O y condiciones
extremas son compatibles (Zumft, 2005). EI N,O es relativamente inerte a temperatura
ambiente (a diferencia del éxido nitrico) y tiene una afinidad considerablemente baja para los
centros metalicos. El potencial de reduccion de la pareja N,O/N, es alto, es decir la reduccion
del N,O es una reaccion fuertemente exergonica:

N,O +2H" +26'—% N, + H,0 [E;* (pH 7.0) = +1.35v; Gy’ = -339.5kJmol 7]

Algunas bacterias aprovechan esta propiedad mediante el uso de N,O como aceptor
final de electrones en la conservacién de energia del metabolismo respiratorio. La reaccion es
catalizada por una enzima dimérica con centros de union al cobre, una reductasa de tipo Z
denominada Oxido nitroso reductasa (Zumft.,, 1997, Zumft., 2005; Zumft and Kroneck.,
2007).

2.3. OXIDO NITROSO REDUCTASA

El dltimo paso de la desnitrificacion consiste en la reduccion de N,O a N,, como se ha
dicho anteriormente, reaccion que cataliza la enzima 6xido nitroso reductasa (Nos) (revisado
en Zumft and Kroneck., 2007; van Spanning., 2011; Spiro., 2012). Los genes que codifican la
enzima Nos estan organizados en el operon nosRZDFYLX. La enzima, de localizacion
periplasmica, es un homodimero compuesto por dos subunidades de 65 kDa, que contiene
cobre en su centro activo. El cobre es poco soluble en condiciones de limitacion de oxigeno,
por lo que requiere proteinas que sean capaces de captarlo en el interior celular, procesarlo



hasta su estado activo y ensamblarlo a la proteina. Cada mondmero esta formado por los
dominios Cua y Cuz ademas de otras proteinas accesorias, entre las cuales algunas son
chaperonas de Cu y otras conforman un sistema de transporte tipo ABC para la biogenésis del
centro catalitico. La estructura recientemente publicada de la Nos de Pseudomonas stutzeri ha
revelado que el N,O se une a Cuz cercano a Cua (Pomowski et al., 2011). Actualmente se
estan secuenciando gran cantidad de genomas bacterianos lo que estd proporcionando una
inestimable cantidad de informacion adicional ya que estan siendo descubiertas nuevas cepas
que utilizan el N,O.

Los genes nosR, nosZ, nosD, nosF, nosY, nosL y nosX, responsables de la sintesis de la
oxido nitroso reductasa, codifican proteinas de 85, 72, 33, 28, 19 y 385 KkDa,
respectivamente. La subunidad catalitica es la proteina NosZ que esta muy bien caracterizada,
no asi el resto de proteinas complementarias. NosDFY constituye un transportador tipo ABC,
el cual transporta un compuesto azufrado al periplasma. NosZ es exportada como apoproteina
al periplasma donde se insertan a la misma los centros Cua, ¥ Cuz. Es bastante probable que
el resto de las proteinas Nos accesorias (NosLX) tengan papeles en el ensamblaje de los
grupos cobre. Por ultimo, el gen nosR codifica la sintesis de la proteina NosR la cual se ha
propuesto estd implicada, por un lado, en la regulacion de los genes nos y por otro, en el
transporte electronico hacia la subunidad catalitica NosZ (Zumft and Kroneck., 2007).

Fnr-like site
:D:I > b3 ]
nosR nosZ nosD nosF nosY nosL no&(

Figura 5. Organizacién de los genes nos de B.japonicum. (Velasco et al., 2004).

En B. japonicum, la enzima Nos esta codificada por los genes nosRZDFYL (Velasco
et al., 2004). Sin embargo, a pesar de ser esta una enzima clave para la reduccion del gas
invernadero N,O, se conoce muy poco de su regulacion en esta bacteria. Recientemente se ha
demostrado que la proteina RegR es necesaria para la maxima induccion de los genes nor
responsables de la sintesis de la 6xido nitrico reductasa en condiciones de anoxia, nitrato y en
presencia de una fuente de carbono oxidada como es el succinato (Torres et al., 2014). En
estos estudios también se identificaron los genes nos como posibles candidatos a ser
regulados por esta proteina reguladora, sin embargo no se profundizo6 en el control de estos
genes por la proteina RegR en respuesta a oxigeno y nitrato.

Considerados estos antecedentes, el objetivo fundamental de este Trabajo Fin de
Grado ha consistido en estudiar el papel de la proteina RegR en el control de la expresion de
los genes nos en respuesta a diferentes condiciones de oxigeno. Para ello se han cultivado la



cepa parental de B. japonicum y una cepa mutante en el gen regR, en medio minimo con
succinato disédico (10 mM) como fuente de carbono, con KNO3; 10 mM como aceptor final
de electrones y en condiciones de aerobiosis, microaerobiosis (2% de oxigeno en la atmosfera
gaseosa) y anaerobiosis. Tras el cultivo de células, se han realizado estudios de expresion de
los genes nos mediante la determinacion de la actividad B-galactosidasa de una fusion
transcripcional de la region promotora de los genes nos al gen informador lacZ.



3. OBJETIVOS

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, se plantean los siguientes objetivos:

1. Estudiar la expresion de una fusion transcripcional nosR-lacZ de B. japonicum en
respuesta a nitrato y diferentes condiciones de oxigeno.

2. Estudiar la implicaciéon de la proteina RegR de B. japonicum sobre la expresion de los
genes nos en respuesta a oxigeno.



4. MATERIAL Y METODOS

4.1. Técnicas microbioldgicas y bioquimicas

4.1.1.Cepas bacterianas

Las cepas bacterianas de B. japonicum empleadas en este trabajo, asi como sus
principales caracteristicas se presentan en la Tabla 1.

Cepa Descripcion Fenotipo Fuente o referencia
B. japonicum
110spc4- Cepa parental | Spc’ Tc' | Bueno et al., enviado a publicar
BG0301(nosR-lacz) conteniendo la

fusion

transcripcional

nosR-lacZ
regR::QBG0301(nosR- | Mutante regR | Sm' Tc" | Bueno et al., enviado a publicar
lacZ) conteniendo la

fusion

transcripcional

nosR-lacZ

Tabla 1. Cepas bacterianas de B. japonicum utilizadas en este trabajo

e 110spc4-BG0301: B. japonicum 110spc4 que contiene al plasmido pBGO0301*
integrado en el cromosoma (Spc' Tc')

e regR::Q-BG0301: Mutante

regR::Q de B. japonicum que contiene el plasmido

pBG0301*integrado en el cromosoma (Sm' Tc")

* plasmido pBG0301: El plasmido pBG0301 contiene un fragmento de 558 pb de la regién
promotora de nosR, amplificado por PCR, digerido con EcoRI-Pstl y clonado en el vector
suicida pSUP3535 digerido con EcoRI-Pstl. El plasmido pBG0301 se us6 para transformar E.
coli S17.1 y mediante conjugacion biparental se transfirio a las cepas 110spc4 and nosR de B.

japonicum el cual se integré en el cromosoma de ambas cepas mediante recombinacion

simple.

4.1.2. Medios de cultivo

Los medios de cultivo empleados fueron PSY (peptone-mineral salts-yeast extract) y
Bergensen, su composicion quimica es la siguiente:

e Medio PSY (peptone-mineral salts-yeast extract, Regensburger y Hennecke., 1983):
KH,PQO,, 0.3g; Na,HPO,, 0.3g; CaCl, x 2H,0, 0.005g; MgSO x 7H,0, 0.10g; extracto
de levadura, 1g; peptona, 3g; 10 ml de solucion concentrada 100x de elementos traza;
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agua desionizada, 1.1. Para preparar medio solido se adicion6 agar bacterioldgico a
una concentracion de 15g/1.

e Medio Bergensen (Bergensen, 1977): Medio minimo para B. japonicum: K;HPOy,
0.23g; MgSO,4 x 7H,0, 0.10 g; glicerol, 4 ml; glutamato sodico, 1,1 g; 10ml de
solucion concentrada 100x de elementos traza; agua desionizada, 1.1. Este medio se
suplement6 o no con KNO3; (10mM). Se adiciond, en lugar de glicerol, succinato
disédico hexahidratado (10mM) como fuente de carbono oxidada. Al medio
Bergensen con succinato se le ha denominado en este trabajo BS.

Las placas se prepararon con medio PSY solido suplementado con arabinosa (0.1%) y
los correspondientes antibioticos; éstas se sembraron con cada una de las cepas
bacterianas y se incubaron a 30°C durante 7 dias. EI medio BS suplementado con o sin
nitrato (KNOg), se usd para el crecimiento de los cultivos en diferentes condiciones de
oxigeno, segun se detalla mas adelante.

4.1.3. Antibioticos

Los antibidticos se adicionaron a los medios de cultivo a partir de soluciones
concentradas de los mismos en agua desionizada y esterilizacion posterior con filtros
Minisart NML ® (Sartorius) de 0.2 um de tamafio de poro. La concentracion final de los
distintos antibidticos empleados se muestra en la Tabla 2, donde se indica la
concentracion (en pg/ml) de cada uno de los antibi6ticos en medio liquido y solido.

Antibioticos para cultivos de B. japonicum Concentracion (ug/ml)
Liquido Solido
Dihidrocloruro de espectinomicina (Spc) 100 200
Sulfato de estreptomicina (Sm) 100 200
Hidrocloruro de tetraciclina (Tc)* 25 100

Tabla 2. Antibioticos.

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

4.1.4. Conservacion de cepas bacterianas

Las cepas bacterianas se conservaron adicionando a criotubos que contenian glicerol
estéril a una concentracion final del 20%, alicuotas de cultivo en fase logaritmica. Los
criotubos se pueden conservar a -80°C durante periodos prolongados o a -20°C para
periodos mas cortos.
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4.1.5. Cultivos de células de B. japonicum

4.1.5.1. Cultivo aerdbico en medio PSY

Las células de B. japonicum se crecieron aerobicamente en matraces de 250ml con
50ml de medio PSY suplementado con arabinosa (0,1%) y los correspondientes antibidticos
durante 3 dias.

4.1.5.2. Cultivo aerdbico en medio BS

Se emplearon tubos de 17 ml con 3ml de medio minimo BS con KNO3 (10 mM),
inoculados con masa celular proveniente de los cultivos aerdbicos en PSY, de modo que la
densidad optica inicial a 600nm (DOsgo) de los cultivos fuera de 0,2. Las células se incubaron
en agitacion (170 r.p.m.) a 30°C.

4.1.5.3. Cultivo microaerdébico en medio BS

Se emplearon tubos de 17 ml con 3 ml de medio minimo BS con KNO3 (10 mM),
inoculados con masa celular proveniente de los cultivos aerdbicos en PSY, de modo que la
DOsqo inicial de los cultivos fuera de 0,2. Las condiciones de micro-oxia 0 microaerobiosis a
las que nos referimos en el trabajo se consiguieron gaseando al inicio de la incubacion con
una mezcla del 2% de oxigeno y 98% de N,. Para mantener la atmoésfera con dicha
concentracion de gases se gase0 también a las 12 horas. Para asegurar la esterilidad del gas se
emplearon filtros Gelman® ACRO50 de 0,2 um de tamafio de poro. Las células se incubaron
en agitacion (170 r.p.m.) a 30°C.

4.1.5.4. Cultivo anaerébico en medio BS

Para el cultivo anaerdbico o en condiciones de anoxia se emplearon tubos de 17 ml
provistos de tapon de rosca y enrasados hasta su volumen total con medio minimo BS con
KNO3 (10 mM). Estos tubos se inocularon de manera que la DOgg inicial de los cultivos
fuera de 0,2. Las células se incubaron con agitacion (170 r.p.m.) a 30°C.

4.2. Técnicas analiticas

4.2.1. Determinacion de la actividad p-galactosidasa

Las células se recogieron por centrifugacion a 6500 r.p.m. durante 12 minutos a 20°C,
se lavaron dos veces con medio minimo BS y se incubaron en condiciones aerobicas, micro-
oOxicas y anoxicas segun se indica en el apartado 4.1.5.2, 4.1.5.3. y 4.1.5.4. durante 24 horas.
Tras la incubacion de las células, se llevd a cabo la medida de la actividad -galactosidasa
siguiendo la siguiente metodologia descrita por Miller (1972).
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El protocolo seguido en el ensayo es el siguiente:

1. Tomar 12,5 mL del cultivo (DOgp=0.2) de B. japonicum. Centrifugar a 7000 r.p.m.
durante 10 minutos a 4°C. Resuspender en 275 pL de medio Bergensen y pasar a tubo
eppendorf.

2. Afadir 450 pl de tampon Z con SDS a una concentracion final 0,1%.

3. Adicionar 100 pl de cloroformo.

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

5. Una vez parada la reaccién, determinar la absorbancia a 420nm.

6. Para medir la densidad dptica de la suspensién celular utilizada para la determinacion
de la actividad B-galactosidasa, se afiadio en eppendorf 10 pl de los 275 pl (ver etapa
1) y 990 pL de medio minimo. Se determind su absorbancia a una longitud de onda de
600nm.

La actividad p—galactosidasa se expresa en unidades Miller (UM), calculadas en este caso de
acuerdo a la siguiente formula: UM = {[D0420 — (1,7 x DO550)] / (DO660 x V x t) x 1000,
donde DO420, DO550, DO660 son los valores de DO determinados a 420, 550 y 660 nm,
respectivamente; t = tiempo de incubacién; V = volumen de cultivo.

Tampén Z: Na2HPO4 x 2 H20 (60 mM), 1,068 g; NaH2PO4 x H20 (40 mM), 0,551 g; KCI
(10 mM), 0,074 g; MgSO4 (ImM), 0,0246 g; B-mercaptoetanol (50 mM), 0,350 ml; agua
destilada, 100 ml. Ajustar a pH 7.

ONPG: 2-nitrofenil-p-D-galactopiranésido: 4 mg de ONPG/mI de tampon fosfato.

Tampon fosfato: A: Na2HPO4.2H20 (0, | mM), 1,245 g/70 ml; B: NaH2P0O4.H20 (0,1 mM),
0,689g/50 ml, 39 ml. Mezclar 61 ml de Ay 39 ml de B.

Carbonato sodico (Na2CO3, 1 M): 10,6 g/ 100ml.

13



5. RESULTADOS

5.1. Respuesta de la expresion de nosR-lacZ a oxigeno y nitrato.

Como se observa en la Figura 6, los niveles de actividad p-galactosidasa de la cepa
parental B. japonicum 110spc4 que contenia integrada en su cromosoma la fusion
transcripcional nosR-lacZ fueron muy bajos en aerobiosis no observandose diferencias de
expresion en las células cultivadas en ausencia o presencia de nitrato. Cuando las células se
cultivaron en microaerobiosis se observd una induccion de actividad P-galactosidasa de
aproximadamente 8 veces en comparacion con los niveles de expresién observados en
aerobiosis (Figura 6). Igualmente a lo observado en condiciones de aerobiosis, los niveles de
expresion en microaerobiosis fueron similares independientemente de la presencia o no de
nitrato en el medio de cultivo (Figura 6). Estos resultados sugieren que es la ausencia de
oxigeno y no la presencia de nitrato el principal factor que controla la expresion de los genes
nos de B. japonicum. Cuando las células de la cepa parental conteniendo la fusién
transcripcional nosR-lacZ se cultivaron en condiciones anaerdbicas en ausencia de nitrato se
observaron valores de actividad p-galactosidasa similares a los detectados en las células
cultivadas en microaerobiosis sin nitrato. Sin embargo, la adicion de nitrato al medio de
cultivo de las células incubadas en condiciones anaerdbicas indujo alrededor de 6 veces la
expresion de la fusion nosR-lacZ de la capa parental (Figura 6). Estos resultados sugieren que
la maxima expresion de los genes nos de B. japonicum requiere condiciones de anoxia y
nitrato tal como se habia observado en trabajos previos para los genes nor (Torres et al.,
2014).
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Actividad B-Galactosidasa
(Unidades Miller)

AEROBIOSIS MICROAEROBIOSIS ANAEROBIOSIS

Figura 6. Actividad pB-Galactosidasa de células de B. japonicum 110spc4 conteniendo la fusién transcripcional
nosR-lacZ, crecidas en medio minimo Bergensen con succinato sddico como fuente de carbono y suplementado
(en color burdeos) o no (en color verde) con KNO; 10mM. Las células se incubaron durante 24 horas en
condiciones aerdbicas, microaerdbicas (2% de oxigeno) o anaerdbicas (0% de oxigeno). Los datos son la media
con el error estandar de tres réplicas correspondientes a dos experimentos independientes.
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5.2. Implicacion de RegR en la expresion de nosR-lacZ.

Como se observa en la Figura 7, en este experimento se llevd a cabo un estudio
comparativo de la expresion de la fusién nosR-lacZ en la cepa parental 110spc4 y en una cepa
mutante en el gen nosR en células cultivadas en aerobiosis, microaerobiosis 0 anaerobiosis
con nitrato. En condiciones de aerobiosis y microaerobiosis, los niveles de actividad f-
galactosidasa en la cepa mutante regR fueron significativamente superiores a los observados
en la cepa parental (Figura 7). Por el contrario, se observo una disminucion significativa de la
expresion de la fusion nosR-lacZ en la cepa mutante comparada con los niveles de expresion
de la cepa parental cuando las células se cultivaron en condiciones anaerobicas (Figura 7).
Estos resultados sugieren que la proteina reguladora RegR juega un doble papel con respecto
a su control sobre la expresion de los genes nos de B. japonicum. . En condiciones
anaerdbicas tiene un papel inductor de la expresion de dichos genes como se aprecia en la
figura dado que la cepa parental present6 una elevada actividad B-galactosidasa con respecto a
la observada en la mutante RegR cuya expresion fue significativamente menor. En contraste,
en condiciones tanto aerébicas como microaerobicas se observa un marcado papel represor de
la proteina RegR, sobre todo en el caso de microaerobiosis, donde la actividad p-galactosidasa
de la mutante regR fue alrededor de 15 veces superior a la detectada en la cepa parental.
(Figura 7).
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Figura 7. Actividad B-Galactosidasa de células de B.japonicum 110spc4 (en naranja) y mutante regR (en azul
marino) conteniendo la fusion transcripcional nosR-lacZ, crecidas en medio minimo Bergensen con succinato
como fuente de carbono y suplementado con KNO; 10mM. Las células se incubaron durante 24 horas en
condiciones aerobicas, microaerdbicas (2% de oxigeno) y anaerdbicas (0% de oxigeno). Los datos son la media
con el error estdndar de tres réplicas correspondientes a dos experimentos independientes.
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6. DISCUSION

En Bradyrhizobium japonicum se han identificado y caracterizado los genes nap, nirK,
nor y nos, responsables de la sintesis de las enzimas nitrato reductasa periplasmica (Nap),
nitrito reductasa de cobre (NirK), 6xido nitrico reductasa tipo ¢ (cNor) y oOxido nitroso
reductasa (Nos), respectivamente, que intervienen en la reduccién secuencial de nitrato hasta
nitrogeno molecular en el proceso de desnitrificacion (Bedmar et al., 2005). Estudios
recientes de transcriptémica de una cepa mutante en el gen regR cultivada en condiciones
desnitrificantes permitieron identificar a los genes nor y nos como candidatos a ser regulados
por la proteina RegR (Torres et al., 2014). En esos estudios se demostré que el papel inductor
de RegR sobre los genes nor requeria condiciones de anoxia y la presencia de nitrato (Torres
et al., 2014). Sin embargo, al inicio de este Trabajo Fin de Grado se desconocia si al igual que
se habia demostrado para los genes nor, eran también necesarias condiciones de anaerobiosis
y nitrato para poner de manifiesto el papel inductor de RegR sobre la expresion de los genes
nos.

Por ello, es este trabajo se decidié estudiar el posible papel de la proteina reguladora
RegR sobre la expresion de los genes nos en diferentes condiciones de oxigeno y en presencia
de nitrato. El estudio de la expresion de los genes nos se abordé mediante la utilizacion de una
fusién transcripcional nosR-lacZ previamente construida en el Grupo de Investigacion de la
Dra. Maria Jests Delgado (Bueno et al. Resultados enviados a publicar). Los resultados
obtenidos en este trabajo demostraron una diferencia de expresion de los genes nos en la cepa
mutante regR con respecto a la cepa parental. Mientras que en aerobiosis y microaerobiosis
los niveles de actividad B-galactosidasa de la fusion nosR-lacZ en la cepa mutante regR eran
superiores a los de la cepa parental, ocurria lo contrario en anaerobiosis. Considerados en
conjunto, estos resultados sugieren que, mientras en anoxia la proteina RegR tendria un papel
de activador de la expresion de los genes nos en respuesta a nitrato, esta proteina podria tener
un papel represor sobre la expresion de los genes nos en condiciones de aerobiosis y
microaerobiosis.

Los resultados obtenidos en este trabajo son similares a los previamente publicados
por el grupo de investigacion en los que se demostrd que tanto la anoxia como nitrato son las
sefiales necesarias para la induccion de los genes nor de B. japonicum responsables de la
sintesis de la 0xido nitrico reductasa siendo la proteina RegR responsable de esta induccion
(Torres et al., 2014). Por otro lado, en este trabajo se demuestra por primera vez el posible
papel represor de la proteina RegR sobre la expresidon de los genes nos en condiciones de
aerobiosis y microaerobiosis con nitrato.

Trabajos previos del grupo de investigacién donde se ha realizado este TFG han
demostrado también el papel que juega la proteina reguladora RegR en la expresién de los
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genes nor en condiciones de micro-oxia. En esos estudios se usé una cepa parental y una cepa
mutante regR conteniendo ambas una fusion transcripcional norC-lacZ. En esos estudios se
observo que la cepa mutante regR en condiciones de anoxia tenia unos niveles de actividad
B-galactosidasa significativamente inferiores a los de la cepa parental (Torres et al., 2014). En
cambio en condiciones iniciales de microaerobiosis, se observo un leve incremento de la
actividad B- galactosidasa en la cepa mutante regR en comparacion con la cepa parental de lo
que se deduce que RegR podria también ejercer un papel como represor de la expresion de los
genes nor en condiciones iniciales de micro-oxia, al igual que se ha observado en este
proyecto de TFG para los genes nos.

Tomados en conjunto los resultados de este TFG y los previamente obtenidos en el
grupo de investigacion (Torres et al., 2014), podemos deducir que la proteina reguladora
RegR ejerce un papel inductor de los genes nor y nos de B. japonicum implicados en la
sintesis y reduccion del gas invernadero N,O so6lo en condiciones anaerdbicas con nitrato
como sustrato respiratorio. Sin embargo, esta proteina reguladora tendria un papel represor de
la expresion de los genes nor y nos de B. japonicum en condiciones de aerobiosis y
microaerobiosis, condiciones en las que el nitrato no induce la expresion de estos genes como
se observa en este trabajo. Consecuentemente, proponemos que la proteina RegR tendria un
papel activador o represor de los genes nos de B. japonicum dependiendo de las condiciones
de oxigeno.

17



7. CONCLUSIONES

1. La expresion de los genes nos de B. japonicum se incrementa en condiciones de
microaerobiosis respecto a su expresion basal en aerobiosis, pero dicha induccién no
depende de la presencia de nitrato en el medio.

2. En condiciones de anaerobiosis, el nitrato induce significativamente la expresion de los
genes nos de B. japonicum.

3. La proteina reguladora RegR de B. japonicum tiene un papel activador de la expresion de
los genes nos en respuesta a anoxia y nitrato.

4. La proteina reguladora RegR tiene un papel represor de la expresion de los genes nos en
condiciones de aerobiosis y microaerobiosis.

18



8. REFERENCIAS

Bauer E., Kaspar T., Fischer H.M. and Hennecke H. (1998) Expression of the fixR-nifA operon in
Bradyrhizobium japonicum depends on a new response regulator, RegR J Bacteriol 180: 3853-3863.

Bedmar E.J., Robles E.F. and Delgado M.J. (2005) The complete denitrification pathway of the symbiotic,
nitrogen-fixing bacterium Bradyrhizobium japonicum. Biochem Soc Trans 33: 141-144.

Bueno E., Mesa S., Bedmar E.J., Richardson D.J. and Delgado M.J. (2012) Bacterial adaptation of respiration
from oxidic to microoxic and anoxic conditions: redox control. Antioxid Redox Signal 16: 819-852.

Delgado M.J., N.Bonnard, et al. (2003). The Bradyrhizobium japonicum napEDABC genes encoding the
periplasmic nitrate reductase are essential for nitrate respiration. Microbiology 149 (Pt 12): 3395-3403.

Igarashi R.Y. and Seefeldt L.C. (2003) Nitrogen fixation: the mechanism of the Mo-dependent nitrogenase. Crit
Rev Biochem Mol Biol 38: 351-84.

Kraft B., Strous M. and Tegetmeyer H.E. (2011) Microbial nitrate respiration-genes, enzymes and
environmental distribution. J Biotechnol 155: 104-117.

Mesa S., Velasco L., et al.(2002). Characterization of the norCBQD genes, encoding nitric oxide reductase, in
the nitrogen fixing bacterium Bradyrhizobium japonicum. Microbiology 148: 3553-3560.

Mesa S., Bedmar E.J., Chanfon A., Hennecke H., and Fischer H.M. (2003). Bradyrhizobium japonicum NnrR, a
denitrification regulator, expands the FixLJ-FixK, regulatory cascade. J Bacteriol 185: 3978-3982.

Mesa S., Hauser F., Friberg M., Malaguti E., Fischer H.M. and Hennecke H. (2008) Comprehensive assessment
of the regulons controlled by the FixLJ-FixK,-FixK; cascade in Bradyrhizobium japonicum. J Bacteriol 190:
6568-6579.

Miller J.H. (1972) Experiments in Molecular Genetics. New York, NY: Cold Spring Harbor Laboratory.

Moir J.W.B. (2011). Nitrogen Cycling in Bacteria: Molecular Analysis. (ed.) Norfolk,UK: Caister Academic
Press. pp 197-210. ISBN: 978-1-904455-86-8.

Peters J.W. and Szilagyi R.K. (2006) Exploring new frontiers of nitrogenase structure and mechanism. Curr
Opin Chem Biol 10:101-108.

Pomowski A., Zumft W.G., Kroneck P.M., and Einsle O. (2011) N,O binding at a [4Cu:2S] copper-sulphur
cluster in nitrous oxide reductase. Nature 477: 234-237.

Richardson D.J. (2011). Redox complexes of the nitrogen cycle. In Nitrogen Cycling in Bacteria. Moir,
J.W.B.(ed). Norkfolk,UK: Caister Academic Press, pp.23-39.

Robles E.F., Sanchez C., Bonnard N., Delgado M.J. and Bedmar E.J. (2006) The Bradyrhizobium japonicum
napEDABC genes are controlled by the FixLJ-FixK,-NnrR regulatory cascade. Biochem Soc Trans 34: 108-110.

Rodifio A.P., de la Fuente M., Gonzalez A.M., de Ron A.M. and Santalla M. (2011) Diversidad de las
leguminosas en Europa y Espafia. En Fundamentos y aplicaciones agroambientales de las interacciones
beneficiosas plantas-microorganismos. Mejias M.G., Rivilla R.P., Soto M.J., Delgado M.J., Gonzalez E., P.F.,
M. et al. (eds): Sociedad Espafiola de Fijacién de Nitrégeno (SEFIN), pp. 19-34.

Sanchez C., Bedmar E.J., Delgado M.J. (2011). Denitrification in Legume-associated endosymbiotic Bacteria.
Nitrogen cycling in Bacteria. Moir, J.W.B. (ed). Norfolk, UK, Caister Academic Press:197:210.

Sciotti M., Chanfon A., Hennecke H. and Fischer H.M. (2003) Disparate oxygen responsiveness of two
regulatory cascades that control expression of symbiotic genes in Bradyrhizobium japonicum. J Bacteriol 185:
5639-5642.

Smith P; Martino D; Cai Z; Gwary D; Janzen H; Kumar P; McCarl B; Ogle S; O’Mara F; Rice C; Scholes B;
Sirotenko O; Howden M; McAllister T; Pan G; Romanenkov V; Scheneider U; Towprayoon S; Wattenbach M;
and Smith J. (2008) Greenhouse gas mitigation in agriculture. Royal Society B: Biological Sciences. 363:1492-
1520.

19



Spiro S. (2012) Nitrous oxide production and consumption: regulation of gene expression by gas-sensitive
transcription factors. Philosophical Transactions of The Royal Society B. 367 :1213-1225.

Torres M.J.,, Bueno E., Mesa S., Bedmar E.J. and Delgado M.J. (2011) Emerging complexity in the
denitrification regulatory network of Bradyrhizobium japonicum. Biochem Soc Trans 39: 284-288.

Torres M.J., Argandofia M., Vargas C., Bedmar E.J., Fischer H-M., Mesa S. and Delgado M.J. (2014) The global
response regulator RegR controls expression of denitrification genes in Bradyrhizobium japonicum. PLoS One 9:
1-11.

van Spanning R.J., Delgado M.J. and Richardson D.J. (2005) The nitrogen cycle: denitrification and its
relationship to N2 fixation. In Nitrogen Fixation in Agriculture, Forestry, Ecology and the Environment. Werner
D. and Newton W.E. (ed). Netherlands: Springer, pp. 277-342.

van Spanning R.J., Richardson D.J., Ferguson S.J. (2007) Introduction to the biochemistry and molecular
biology of denitrification. In Biology of the Nitrogen Cycle. Bothe H., Ferguson S.J., Newton W.E. (ed).
Amsterdam: Elsevier Science.

van Spanning, R.J., (2011). Structure, function, regulation and evolution of the nitrite and nitrous oxide
reductase: denitrification enzymes with a p-propeller fold. In Nitrogen Cycling in Bacteria. Moir, J.W.B. (ed).
Norkfolk, UK, Caister Academic Press: 135-161.

Velasco L., Mesa S., et al. (2001). Characterization of the nirK gene encoding the respiratory, Cu-containing
nitrite reductase of Bradyrhizobium japonicum. Biochim Biophys Acta 1521 (1-3):130-134.

Velasco L., Mesa S. Xu Chang-ai; Delgado M.J.; Bedmar E.J. (2004). Molecular characterization of
nosRZDFYLX genes coding for denitrifying nitrous oxide reductase of Bradyrhizobium japonicum. Antonie Van
Leeuwenhoek 85 (3): 229-235.

Velazquez E. Mateos P.F., Trujillo M., Rivas R. and Martinez-Molina E. (2006) Diversidad de bacterias
rizoendosimbidticas de plantas. Bedmar E.J., Gonzélez J., Llunch C. y Rodelas B. (eds.) Sociedad Espafiola de
Fijacion de Nitrégeno (SEFIN), pp. 45-52.

Zumft W.G. (1997). Cell biology and molecular basis of denitrification. Microbiol Mol Biol Rev 61: 533-616.

Zumft W.G. (2005). Biogenesis of the bacterial respiratory CuA, Cu-S enzyme nitrous oxide reductase. J Mol
Microbiol Biotechnol 10 (2-4):154-166.

Zumft W.G. and Kroneck P.M.(2007). Respiratory transformation of nitrous oxide (N,O) to dinitrogen by
Bacteria and Archaea. Adv Microb Physiol 52: 107-227.

20



