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Resumen

El control transcripcional del gen fixK en Rhizobium etli y Rhizobium
leguminosarum bv. viciae esta dado por un sistema de transduccion de sefiales de dos
componentes que difiere del sistema convencional, FixL-FixJ. R. etli posee un gen fixL
el cual codifica para una cinasa de histidinas hibrida (hFixL), sin un homélogo a fixJ que
funcione como su regulador de la respuesta cognado. En este trabajo presentamos
evidencia de que el gen RHE_PFO00530 (fxkR) localizado en el plasmido pRet42f
codifica para un regulador de la respuesta indispensable para la expresion
microaerdbica de fixKf. Mediante ensayos de complementacion demostramos que la
activacion de fixKf requiere de la presencia tanto de hFixL como de FxkR, y que el
ortdlogo de fxkR de R. leguminosarum bv. viciae es capaz de sustituir a FxXkR en el
fondo genético de R. etli. Con métodos bioinformaticos identificamos la presencia de
proteinas tipo-hFixL y FxkR codificadas en la vecindad de un gen fixK en otras
bacterias pertenecientes al grupo de las o-proteobacterias. Usando fusiones
transcripcionales con genes reporteros, mutaciones sitio-dirigidas y ensayos de EMSA,
identificamos un sitio de union de FxkR rio arriba del inicio de transcripcion de fixKf.
Nuestros resultados muestran que una mutacion nula en el gen fxkR no afecta la
capacidad de fijar nitrdgeno de la cepa de manera similar a lo observado previamente
en mutantes en los genes hfixL y fixKf. En conclusion los resultados de este trabajo
revelan que FxkR es el regulador de la respuesta que opera con hFixL para la
transduccion de la sefial microaerdbica y la activacion del regulon de FixKf en R. etli
CFEN42.



Abstract

Transcriptional control of the fixK gene in Rhizobium etli and Rhizobium
leguminosarum bv. viciae is governed by a two component signal transduction system
that diverts from the conventional FixL-FixJ cascade that occurs in model rhizobia.
Although a fixL gene, encoding a hybrid histidine kinase (hFixL), is present in R. etli, no
fixJ, the cognate response regulator, has been identified. In this work, we present
evidence that the pRet42f-located ORF RHE_PFO00530 (fxkR) encodes a novel
response regulator indispensable for fixKf activation under microaerobic growth.
Moreover, results from complementation assays demonstrate that the activation of fixKf
expression requires the presence of both hFixL and FxkR, and that the fxkR ortholog
from R. leguminosarum bv. viciae is able to substitute for FxkR transcriptional control in
R. etli. Besides, in these two organisms, hFixL and FxkR-related proteins in other o-
proteobacteria could be identified located in close proximity to a fixK-related gene.
Using reporter fusions, site directed mutagenesis and EMSA assays, we identified the
FxKR binding site upstream from the transcriptional start site of fixKf. Similar to our
previous observations for fixL and fixKf mutants, a null mutation in fxkR does not affect
the symbiotic effectiveness of the strain. Thus, our findings reveal that FxkR is the long-
standing missing key regulator that allows the transduction of the microaerobic signal

for the activation of the FixKf regulon.



Introduccion General

a) La fijacion bioldgica del nitrogeno

El nitrégeno es una molécula fundamental para la vida ya que forma parte de los
acidos nucléicos y las proteinas. El porcentaje de este gas en la atmosfera terrestre es
del 78%; sin embargo para poder ser asimilado por los organismos debe de ser
convertido en amoniaco o en nitrato. La fijacién biolégica de nitrdgeno consiste en la
reduccién del dinitrbgeno a amoniaco por bacterias especializadas que sintetizan la
enzima que cataliza esta reaccion, la nitrogenasa.

La nitrogenasa tiene una estructura y un mecanismo de accion ampliamente
conservado (Rees DC. y Howard JB., 2000; Lawson DM. y Smith BE., 2002; Dixon R. y
Kahn D., 2004). Es un complejo enzimatico formado por dos componentes. Un
componente dimérico, conocido como la proteina de hierro, el cual es el responsable
de donar los electrones de forma dependiente de ATP. El otro componente es un
heterotetramero que es capaz de unir un cofactor de molibdeno-hierro (MoFe) y
contiene el sitio activo de la enzima. Todos los organismos fijadores de nitrdgeno
poseen una nitrogenasa que incluye a la proteina molibdeno-hierro; sin embargo, en
condiciones de escasez de molibdeno algunas bacterias producen un componente
capaz de usar un cofactor de vanadio-hierro o de hierro-hierro para llevar a cabo la
reduccion de dinitrégeno (Eady RR., 1996; Dixon R y Kahn D., 2004).

La proteina de hierro de la nitrogenasa posee un centro de 4Fe-4S, mientras que la
proteina molibdeno-hierro posee el centro P de 8Fe-7S y el cofactor FeMo. La
presencia de estos centros metalicos hace que la nitrogenasa sea una enzima
altamente sensible al oxigeno (Einsle O. y col. 2002; Seefeldt LC. y col. 2004; Dixon R
y Kahn D., 2004).

La estequiometria de la reaccion de fijacion de nitrégeno es la siguiente:

N, +8e +8H"+16 MgATP — 2 NH3 + H, + 16 MgADP + 16P;



Los electrones son donados a la proteina de hierro a través de donadores como la
ferredoxina o la flavodoxina. La proteina de hierro transfiere uno a uno los electrones a
la proteina de molibdeno-hierro, de manera dependiente de ATP, en cada ciclo
catalitico el complejo se asocia y se disocia (Hageman RV. y Burris RH.,1978; Dixon R.
y Kahn D., 2004).
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Figura 1. Estructura cuaternaria de la nitrogenasa. Se muestra la estructura tridimensional del complejo

oligomérico de la nitrogenasa de Azotobacter vinelandii compuesto por un par de dimeros de la proteina
de hierro y las subunidades alfa y beta de la proteina MoFe. Con flechas se indica el sitio de unién del
nucledtido que estabiliza la estructura (ADP-AIF,) y los centros metalicos que participan directamente en
el transporte de electrones y en la catdlisis de la reaccion. Figura modificada de Dixon R. y Kahn D.,
2004

Como se puede observar al analizar la estequiometria de la reaccién, el proceso de
fijacion de nitrégeno es energéticamente costoso, requiere de un metabolismo activo
capaz de suministrar el ATP necesario para que la catalisis se lleve a cabo. Como se

menciond anteriormente, la nitrogenasa es sensible al oxigeno, que al menos en el



caso de los organismos aerobios es el ultimo aceptor de electrones en la cadena
respiratoria. A esto se le conoce como la paradoja del oxigeno.

Existen diferentes mecanismos para que la fijacién de nitrégeno se lleve a cabo a
pesar de los factores negativos que la limitan. Algunas bacterias facultativas o capaces
de respirar 0 crecer en ausencia de oxigeno, pueden fijar nitrdgeno en ambientes
anaerobios, algunos fijadores aerobios estrictos limitan el oxigeno capaz de reaccionar
con la nitrogenasa optimizando su reduccion en la cadena respiratoria a través de
citocromo oxidasas de alta afinidad. Un ejemplo de los mecanismos empleados para
gue se lleve a cabo la fijacion de nitrégeno, es el de la simbiosis leguminosa-rizobio.
Los rizobios son capaces de colonizar las raices de las plantas leguminosas e inducen
la formacion de estructuras especializadas en las cuales se lleva a cabo la fijacion de
nitrégeno. Estas estructuras se conocen como nédulos. En los nddulos, las células del
cortex forman una barrera de difusién del oxigeno que permite que la concentracion de
esta molécula se mantenga en el orden nanomolar. En estas condiciones es
fundamental un sistema de transporte intracelular de oxigeno que garantice la llegada
del oxigeno a la bacteria, esta funcion la cumple una proteina de la planta llamada
leghemoglobina. Por su parte, la bacteria requiere de una citocromo oxidasa capaz de
detectar concentraciones nanomolares de oxigeno, para que su metabolismo se
mantenga activo (Dixon R. y Kahn D., 2004).

Al ser la fijacion de nitrdgeno un proceso de alto costo energético, la célula cuenta
con mecanismos para garantizar que este se lleve a cabo exclusivamente cuando las
condiciones ambientales sean favorables y cuando el producto de la reaccién sea
necesario. Es por ello que la deteccién de la concentracion de oxigeno favorable para
la reaccion y el monitoreo de la poza de nitrdgeno intracelular son puntos clave para la

regulacion del proceso.



b) Proteinas detectoras de oxigeno en organismos fijadores de nitrégeno

Las bacterias fijadoras de nitrégeno tienen la capacidad de responder a cambios en
la concentracion de oxigeno a través de diferentes tipos de sistemas de regulacion. Se
reconocen 4 proteinas detectoras de oxigeno: FixL, NifA, NifL y RegB.

Los dominios estructurales de FixL y NifL son analogos a excepcion del dominio de
cinasa de histidinas del cual carece NifL. Ambas proteinas poseen uno o dos dominios
PAS en el extremo amino terminal, los cuales se han asociado a proteinas detectoras
de oxigeno, de estado redox, de voltaje y de luz tanto en organismos procariontes
como eucariontes (Taylor BL. y Zhulin IB., 1999). El mecanismo de deteccién es
diferente para estas dos proteinas. Mientras que el dominio PAS de FixL posee un
grupo prostético hemo b, el dominio PAS de NifL tienen como grupo prostético un
grupo de flavina adenina dinucleétido (FAD) (Gilles-Gonzalez, MA. y col. 1991; Hill S. y
col. 1996; Henry JT. y Crosson S. 2011).
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Figura 2. Arquitectura de dominios y estructura tridimensional de FixL y NifL. Arquitectura de dominios
de las proteinas FixL de B. japonicum y NifL de Azotobacter vinelandii y estructura tridimensional de los
dominios PAS unidos a sus diferentes cofactores hemo b y FAD respectivamente. Figura modificada de
Henry JT. y Crosson S. 2011.

La union reversible de oxigeno al grupo hemo en FixL regula la actividad del
dominio de cinasa de histidinas. En ausencia de oxigeno FixL se autofosforila y es
capaz de transferir el fosfato al regulador de la respuesta FixJ (Tuckerman JR. y col.
2002). La estructura de FixL de Sinorhizobium meliloti y Bradyrhizobium japonicum, con
y sin ligando ha sido reportada permitiendo sugerir un modelo estructural de deteccion
de oxigeno. EI residuo de histidina que une al dominio PAS de FixL con el hierro
coordinado en el cofactor hemo b se encuentra conservado en otras proteinas con
dominio PAS que unen este mismo tipo de cofactores, como la proteina DosP de
Escherichia coli. Sin embargo otros residuos de histidina, arginina e isoleucina hacen
contacto con las cadenas laterales del propionato. Estas interacciones parecen ser
especificas de las proteinas tipo FixL (Henry JT. y Crosson S. 2011)(Figura 3). En FixL
de B. japonicum se propone que la Arg?*® forma un puente salino con el propionato del
grupo hemo, el cual se rompe en presencia de oxigeno (Hao B. y col. 2002). El
mecanismo de regulacién alostérica del dominio de cinasa de histidinas no es claro

aun.
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Figura 3. Interaccién del dominio PAS con el cofactor hemo b en FixL. Respresentacién gréfica de las
interacciones de cadenas laterales y del esqueleto peptidico de residuos de aminoacidos conservados
en las proteinas FixL con el cofactor hemo b. La interaccion marcada con el nimero 1 corresponde a un
residuo de histidina conservado en los dominios PAS que interacciona con cofactores hemo b. El resto

de las interacciones son especificas de FixL. Figura modificada de Henry JT. y Crosson S. 2011.

NifL es un anti-activador del regulador NifA, su efecto regulador depende de la
capacidad de interaccionar con su blanco. En su estado oxidado el grupo FAD en el
dominio PAS permite la interaccion entre estas proteinas, sin embargo en el estado
reducido FADH, NifL de Azotobacter vinelandii es incapaz de reprimir la actividad de
NifA (Hill S. y col. 1996). A pesar de que NifL posee en el dominio carboxilo terminal un
dominio de HATPasa, de la misma familia que el dominio HATPasa de las cinasas de
histidina, es incapaz de hidrolizar ATP. Sin embargo, este dominio tiene la capacidad
de unir nucledtidos de adenina y es fundamental para la interaccion con NifA
(Soderback E. y col. 1998). Aun se desconoce si cambios estructurales en el dominio
PAS en respuesta al estado redox pueden ser transmitidos al dominio carboxilo
terminal de NifL. En Klebsiella pneumoniae se ha propuesto al oxigeno como la
molécula oxidante y a la poza reducida de quinonas como la fuente de transporte de

electrones al grupo FAD. La reduccion de NifL esta asociada a su unién reversible a la



membrana, el hecho de que NifA permanezca siempre en el citoplasma, hace suponer
gue éste es un mecanismo adicional para evitar que NifA y NifL interaccionen en
condiciones anaerobicas (Grabbe R. y Schmitz RA., 2003).

Los genes nif codifican para proteinas esenciales para el proceso de fijacion de
nitrogeno, entre ellas estan las del complejo enzimético de la nitrogenasa (NifHDK) y
NifA el regulador transcripcional encargado de activar la expresion de estos genes.
Este regulador pertenece a la familia EBP (“enhancer binding proteins”) y funciona en
conjunto con el factor sigma 54 de la RNA polimerasa. La estructura de NifA es similar
a la de otros miembros de la familia. Posee un dominio central AAA® ATPasa
flanqueado por un dominio regulador en el extremo amino terminal y un dominio de
union a DNA del tipo HTH en el extremo carboxilo terminal que le permite contactar las
cajas UAS (Upstream-Activator-Sequences) tipicas de este tipo de reguladores. En el
extremo amino terminal se encuentra un dominio GAF capaz de interaccionar con
moléculas pequefias como nucledtidos ciclicos (Ho YS. y col. 2000). El papel de este
dominio en proteinas NifA de diferentes diazétrofos es variable, por ejemplo NifA de A.
vinelandi une 2-oxoglutarato a través del dominio GAF y esto permite la interaccién con
el anti-activador NifL; mientras que la union de 2-oxoglutarato no se ha observado en
NifA de K. pneumoniae (Little R. y Dixon R. 2003). En organismos en los cuales no hay
NifL, NifA posee una region de aproximadamente 100 residuos entre el dominio central
AAA" y el dominio de unién a DNA en la que se localiza un motivo invariable del tipo
Cys-X4-Cys. Adicionalmente, el dominio de union a DNA tiene otra cisteina conservada
(Fischer HM. 1994). La presencia de cada una de estas cisteinas es fundamental para
la funcién de NifA. La presencia de metales en particular Fe?* es necesaria para la
actividad de esta proteina lo cual sugiere un mecanismo de coordinacién de hierro por
estas cisteinas conservadas (Fischer HM. y col.1988).

El sistema de dos componentes sensible al estado redox RegB-RegA inicialmente
descrito en a-proteobacterias fotosintéticas, es capaz de regular la expresion del
regulador NifA en diferentes diazotrofos. En Rhodobacter capsulatus este sistema, en
conjunto con NtrC, activa la expresion de nifA2. En B. japonicum los homdlogos RegS-
RegR controlan la expresién de nifA durante la simbiosis (Elsen S. y col. 2000;
Emmerich R. y col. 2000; Bauer E. y co0l.1998).



La cinasa de histidinas RegB y sus homologos, poseen una cisteina conservada en
la regidon que une al dominio de autofosforilaciéon y al dominio de unién de ATP,
fundamental para detectar el estado redox. En su estado oxidado esta cisteina forma
un puente disulfuro intermolecular que convierte a la proteina de un estado dimérico
activo a un estado tetramérico inactivo. La formacion de este puente disulfuro es
dependiente de un metal, probablemente, en condiciones fisioldgicas el cofactor sea
cobre (Swem LR. y col. 2003). En PrrB de R. sphaeroides, un homélogo de RegB, el
flujo de electrones a través del complejo cbbsregula su actividad de fosfatasa. Cuando
la concentracion de oxigeno es alta, la actividad de fosfatasa de PrrB se incrementa sin
influir en la actividad de cinasa (Oh J. y col. 2004). Esto sugiere que la capacidad de
deteccion de este tipo de proteinas depende tanto de la cisteina conservada como de

la regulacién por la cbbs.

c) Sistemas de dos componentes para transduccién de sefiales

La transduccion de sefiales por sistemas de dos componentes ocurre en bacterias,
arqueas, hongos y en algunas plantas. Los sistemas de dos componentes estan
constituidos por una proteina detectora de la sefial y una proteina efectora a través de
la cual se desencadenan una serie de cambios metabdlicos o morfolégicos en
respuesta al estimulo detectado. La deteccién de la sefal debe promover un cambio a
nivel estructural que se traduzca en una nueva actividad o un cambio de un estado
activo a un estado inactivo o viceversa. Este cambio tendra como consecuencia
modificaciones fisiolégicas. En muchos sistemas de transduccién de sefiales la
fosforilacion de residuos de aminoacidos como serina, treonina, tirosina, histidina y
aspartato tienen un papel fundamental como modificadores post-traduccionales. En el
caso particular de los sistemas de dos componentes la quimica de la transferencia del
fosfato involucra tres reacciones y dos fosfo-proteinas intermediarias (Stock AM. y col.
2000; Stock JB., y col. 1995) (Figura 4).

10



Cinasa de Histidinas Regulador de la respuesta
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1. Autofosforilacion:  HK-His + ATP < HK-His~P + ADP
2. Fosfotransferencia: HK-His~P + RR-Asp < HK-His + RR-Asp~P
3. Desfosforilacion: ~ RR-Asp~P + H,0 < RR-Asp + P,

Figura 4. Quimica de fosfotransferencia de sistemas de dos componentes canonicos. Representacion
grafica de los dominios funcionales de un sistema de dos componentes canénico y la quimica de

fosfotransferencia. Figura modificada de Stock AM. y col. 2000.

La primera reaccion es la de autofosforilacion, en ella participa la proteina detectora
la cual tiene actividad de cinasa de histidinas. Las proteinas cinasa de histidina (HK)
poseen al menos dos dominios, uno de ellos es el dominio detector. En las proteinas de
este tipo que se encuentran ancladas a la membrana el dominio detector puede percibir
sefales externas, y sefiales que se producen en la region periplasmica o que no son
capaces de atravesar la membrana plasmatica. Sin embargo, no todas las HK poseen
segmentos transmembranales lo cual hace pensar que estas proteinas detectan
sefiales que se generan en el interior de la célula o que difunden a través de la
membrana. Los cambios estructurales en el dominio detector en respuesta a un
estimulo tienen como consecuencia la activacion del dominio catalitico de cinasa de
histidinas. En el dominio de cinasa de histidinas se lleva a cabo la transferencia del
grupo y-fosforilo del ATP a una histidina conservada que se localiza en un subdominio
al que se le conoce como caja H. A pesar de que esta histidina se encuentra cercana al
dominio catalitico, en la mayoria de estas proteinas la transferencia del fosfato se lleva

a cabo de forma intermolecular. Las HK forman complejos diméricos, uno de los
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monomeros toma el grupo fosforilo del MgATP y cataliza la fosforilacion del residuo de
histidina en la caja H de otro mondmero. Otro subdominio de las HK esta compuesto
por las cajas N, D, F, y G. Se presume que estos motivos altamente conservados
forman en la estructura terciaria una superficie de unién para el nucle6tido dentro del
sitio activo (Stock AM. y col. 2000; Stock JB., y col. 1995).

La segunda reaccion es la de fosfotransferencia, y es catalizada por el segundo
componente del sistema al que se le conoce como regulador de la respuesta (RR).
Esta proteina transfiere el grupo fosforilo del residuo fosfo-Histidina a un residuo
conservado de aspartato dentro de si misma en un dominio llamado receptor del fosfato
(Rec). Ademas del dominio Rec estas proteinas poseen generalmente un dominio
efector que en la mayoria de los casos le confiere la capacidad de unirse al DNA y de
controlar la transcripcién de genes. Existen tres principales familias de reguladores de
la respuesta dependiendo del tipo de dominio de union a DNA, la familia OmpR-PhoB,
la familia NtrC y la familia NarL-FixJ. En estas proteinas el estado fosforilado controla
su actividad como reguladores transcripcionales (Stock AM. y col. 2000; Stock JB., y
col. 1995).

La tercera reaccion es la desfosforilacion, la cual se da por la hidrolisis del grupo
fosforilo del residuo fosfo-Aspartato y que puede ser catalizada por el mismo RR, 0 en
algunos casos por la HK que lo fosforila, u otras proteinas auxiliares que tienen
actividad de fosfatasa (Stock AM. y col. 2000; Stock JB., y col. 1995).

Existen esquemas mas complejos de fosfotransferencia dentro de los sistemas
de dos componentes. Algunos autores han nombrado sistemas de relevo de fosfato a
aquellos en los que participan mas de un modulo receptor del fosfato (Recl y Rec2) y
al menos un dominio de fosfotransferencia con una histidina conservada (HPt). Estos
sistemas estan compuestos por una cinasa de histidinas hibrida (hHK) que posee
ademas del dominio detector y el dominio catalitico al dominio Recl. Como se
menciona anteriormente la quimica de la transferencia del fosfato en los sistemas de
dos componentes exige que el grupo fosforilo vaya de un residuo fosfo-Histidina a un
residuo de aspartato. Un regulador de la respuesta es incapaz de catalizar la
transferencia de un grupo fosforilo en un residuo fosfo-Aspartato (Recl) a su dominio

receptor (Rec2). Por este motivo para que el grupo fosforilo en el dominio Recl de una
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hHK pueda ser transferido a la proteina reguladora de la respuesta (proteina efectora)
se requiere de un dominio adicional llamado HPt. Este dominio carece de actividad de
cinasa o de fosfatasa y funciona exclusivamente como puente entre hHK y sus RR
cognados. Los dominios HPt pueden estar dentro de la hHK como es el caso de ArcB o
en proteinas independientes como ocurre en la mayoria de los sistemas de dos
componentes descritos en organismos eucariontes. En los sistemas de relevo de
fosfato ademas de la reaccion de autofosforilacion existen al menos tres reacciones de
fosfotransferencia. La primera involucra el traspaso del grupo fosforilo en el residuo
fosfo-Histidina en la hHK al resiudo de aspartato en el dominio Recl dentro de la
misma proteina. En la segunda reaccion el grupo fosforilo es transferido del residuo
fosfo-aspartato en Recl al dominio HPt en un residuo de histidina. La tercera reaccion
de fosfotransferencia es catalizada por el RR cognado y permite la transferencia del
grupo fosforilo a su domino Rec2 (Stock AM. y col. 2000) (Figura 5).
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Cinasa de Histidinas Regulador de la respuesta

TN~ TN

1=

P P P

1. Autofosforilacion: ~ HK-His, + ATP & HK-His,~P + ADP

2. Fosfotransferencia 1: HK-His,~P + RR-Asp, & HK-His; + RR-Asp,~P

3. Fosfotransferencia 2: RR-Asp,~P + HPt-His;; & RR-Asp, + HPt-His;~P
4. Fosfotransferencia 3: HPt-His;~P + RR-Asp,; & HPt-His;, + RR-Asp,~P
5. Desfosforilacion: RR-Asp;~P + H,O & RR-Asp,, + P,

Figura 5. Quimica de fosfotransferencia de sistemas de relevo de fosfatos. Representacién grafica de los
dominios funcionales de un sistema de relevo de fosfatos y la quimica de fosfotransferencia. Figura
modificada de Stock AM. y col. 2000.

d) Regulacion genética de la fijacion de nitrégeno

Como se mencion6 anteriormente, el proceso de fijacion de nitrdgeno es finamente
regulado de manera jerarquica. Las principales moléculas reguladoras son el nitrdgeno
y el oxigeno. La deteccion de los niveles de nitrdgeno es particularmente determinante
para la fijacion de nitrégeno en diazétrofos de vida libre como K. pneumoniae, mientras
gue para diazo6trofos simbidticos la sefial clave la da el oxigeno.

En K. pneumoniae, en condiciones de limitacion de nitrégeno, GInB, una proteina
tipo PII, es completamente uridilada lo que tiene como consecuencia la activacion del
sistema de dos componentes NtrB-NtrC. Este sistema de regulacion activa la expresion
de los genes nifA, nifL, ginK y amtB. GInK codifica para una proteina tipo Pl capaz de
liberar la interaccion entre NifL y NifA. En estado uridilado GInK afecta su interaccion
con el transportador de amonio AmtB. Cuando la cantidad extracelular de amonio
aumenta, GInK se desuridila y AmtB la secuestra hacia la membrana y la represion de

NifA por NifL se mantiene.
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En diazé6trofos simbidticos, como S. meliloti y B. japonicum, la principal sefal que
regula la fijacion de nitrégeno es la concentracion de oxigeno. Sin embargo, los
mecanismos para regular la respuesta son un tanto diferentes en cada modelo. Los
genes importantes para la fijacion de nitrégeno son basicamente de dos tipos: los
genes nif y los genes fix. Los genes nif codifican para la nitrogenasa y proteinas
accesorias; mientras que los genes fix en su mayoria codifican para genes que
permiten mantener un metabolismo activo en condiciones microaerébicas. En S.
meliloti los genes nif y los genes fix estan bajo el control de un solo sistema de dos
componentes, el sistema FixL-FixJ. Originalmente los genes fixL y fixJ se identificaron
en S. meliloti gracias a su participacion en la activacion de los operones fixNOQP,
fixGHIS y del gen nifA en condiciones de bajo oxigeno (David M. y col. 1988). El operén
fixXNOQP codifica para el complejo citocromo oxidasa de tipo cbbs el cual tiene un alta
afinidad por oxigeno y es indispensable para respirar en el ambiente microaerdbico del
nddulo (Preisig O. y col. 1993). Por su parte el operon fixGHIS participa en la
internalizacion y metabolismo de cobre. Este metal y el cofactor hemo son
fundamentales para la actividad de la oxidasa cbbs. Adicionalmente se ha sugerido que
las proteinas FixGHIS participan en el ensamblaje y/o estabilidad de esta oxidasa
(Preisig O. y col. 1993). En S. meliloti la regulacion de los genes fix por parte de las
proteinas FixL y FixJ depende del regulador transcripcional FixK (Batut J. y col. 1989;
Hertig C. y col. 1989). FixK pertenece a la familia CRP/FNR y es homdlogo del
regulador Fnr de Escherichia coli, el cual es responsable de la activacion de genes
requeridos para la respiracion anaerdbica en presencia de fumarato o nitrato como
aceptor final de electrones (Batut J. y col. 1989). El regulador FixK conserva los
aminoé&cidos importantes para la uniébn a DNA (EXXSR) presentes en el dominio HTH
del regulador Fnr, en consecuencia este par de reguladores se unen a sitios muy
similares en la regién reguladora de sus genes blanco (Green J. y col. 2001). Una
peculiaridad del sistema de S. meliloti es la presencia de la proteina FixT que regula
negativamente la actividad de la cinasa de histidinas FixL. La expresion de este
regulador esta controlada positivamente por el sistema FixL-FixJ a través de FixK
(Foussard M. y col 1997; Garnerone AM. y col. 1999). En B. japonicum se describieron

dos proteinas homologas a FixK (FixK; y FixK;) (Anthamatten D. y col. 1992; Nellen-
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Anthamatten D. y col. 1998); sin embargo se demostré que la proteina FixK; es el
regulador central de la cascada reguladora FixLJ, la cual en B. japonicum es
responsable de la activacion de los genes fixXNOQP, fixGHIS, rpoN; y genes
involucrados en la biosintesis del grupo hemo y en la respiracion anaerdbica en
presencia de nitrato (Nellen-Anthamatten D. y col. 1998).

El regulador NifA como se mencioné anteriormente participa en la regulacion de los
genes nif los cuales incluyen al operon nifHDKE que codifica para las proteinas
estructurales de la nitrogenasa (Fischer HM. 1994). En S. meliloti la expresion de nifA
en condiciones microaerdbicas depende del sistema FixLJ, sin embargo a diferencia de
lo que ocurre en la activacion de los genes fixXNOQP, FixJ controla de manera directa la
expresion de nifA (Agron PG. y col. 1993; Reyrat JM. y col. 1993). Es importante hacer
notar que la unién del regulador FixJ a sus blancos fixK y nifA ocurre en sitios con una
secuencia nucleotidica diferente (Ferrieres L. y col. 2002). En B. japonicum la expresion
del gen nifA y en consecuencia del resto de los genes nif no esta bajo el control de la
cascada FixLJ como sucede en S. meliloti (Anthamatten D. y col. 1991). En esta
bacteria el sistema de dos componentes compuesto por las proteinas RegS y RegR es

responsable de la activacion de este gen (Bauer E. y col. 1998).
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Figura 6. Cascada de regulacion de los genes fix y nif de Sinorhizobium meliloti y Bradyrhizobium

japonicum.
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La estructura y la funciéon de la cinasa de histidinas FixL y el regulador de la
respuesta FixJ ha sido mayormente estudiada en S. meliloti y B. japonicum; muchas de
las caracteristicas que confieren la funcion como detector de oxigeno por parte de la
cinasa de histidinas se comparten en estos dos organismos (Gilles-Gonzalez MA. y
Gonzalez G. 2005). La actividad de cinasa de histidinas de las proteinas FixL se regula
por la uniébn de oxigeno a un grupo hemo. Este grupo prostético se encuentra
coordinado al dominio PAS en el extremo carboxilo terminal de la proteina. La
saturacion del dominio hemo-PAS con oxigeno (Kq= 50-140 uM) inhibe la actividad de
cinasa de FixL. Por otro lado en su estado no oxidado la actividad catalitica del dominio
cinasa de histidinas permite transferir un grupo y-fosforilo del ATP al regulador de la
respuesta FixJ en un residuo conservado de aspartato. En presencia de oxigeno se ha
reportado que FixL tiene actividad de fosfatasa la cual permite mantener a niveles muy
bajos la cantidad de FixJ fosforilado en estas condiciones (Lois AF. y col. 1993a). La
histidina que forma parte del enlace de coordinacion entre el grupo hemo y el dominio
PAS (histidina proximal) es el residuo méas conservado en proteinas con dominio hemo-
PAS como FixL (His'®* en FixL de S. meliloti e His*®® en FixL de B. japonicum). Otro
residuo que se encuentra generalmente conservado en proteinas detectoras de
oxigeno con dominios hemo-PAS, es una arginina situada a unos 20 residuos de la
histidina proximal. Esta arginina distal interacciona directamente con el oxigeno (Gilles-
Gonzalez MA. y Gonzalez G. 2005). El gen fixL de S. meliloti codifica para una proteina
de membrana con cuatro cruces transmembranales (Lois AF. y col. 1993b), mientras
gue la proteina FixL de B. japonicum es una proteina citoplasmica (Gilles-Gonzalez
MA. y col. 1994).

e) Rhizobium etli y Rhizobium leguminosarum bv. viciae como modelo de estudio

para el analisis de la regulacién de la fijacion de nitrégeno
Rhizobium etli CFN42 es una bacteria del suelo que fija nitrégeno en asociacién con

plantas del frijol. Su genoma contiene un cromosoma y seis plasmidos (pRet42a a
pRet42f) cuyo tamafio va desde 184.4 a 642.5 kb (Gonzélez V. y col. 2006).
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Previamente describimos un circuito de regulacion complejo para controlar la
expresion de los genes fix en R. etli CFN42. Este circuito integra varias caracteristicas
novedosas cuando se compara con los que son considerados los circuitos candnicos
en S. meliloti y B. japonicum. Interesantemente elementos reguladores importantes
como fixL y fixK que se encuentran en el pldsmido simbidtico de S. meliloti, estan
localizados en el plasmido pRet42f en R. etli. En esta bacteria el gen fixL codifica para
una cinasa de histidinas hibrida, por lo cual de aqui en adelante lo llamaremos hfixL.
Este gen se localiza en una region genética que contiene copias de los genes fixK,
fixXNOQP y fixGHIS-stoR. La expresion de los operones fixNOQP y fixGHIS-stoR se
controla por una cascada de regulacion en la que participan los genes hfixL y fixKf y en
la cual estd ausente un gen fixJ. En esta cascada se desconoce la identidad del
regulador de la respuesta que en coordinacion con hFixL activa la expresion del
regulador fixKf (Girard L. y col. 1996; Girard L. y col. 2000; Gonzélez V. y col. 2003;
Gonzalez V. y col. 2006).
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Figura 7. Cascada de regulacion de los genes fix, nir y nor en Rhizobium etli CFN42. Las cajas blancas

representan el sitio de union conocido de las proteinas tipo-FNR.

Multiples reguladores de la familia CRP/FNR participan en la regulacion de genes

cuya expresion se induce en condiciones microaerébicas. Debido a la relacion
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filogenética que guardan las proteinas tipo-FNR, entre ellas y con los miembros de la
familia CRP/FNR, se han agrupado en diferentes subfamilias: la subfamilia FixK, la
subfamilia FnrN, la subfamilia NnrR y la subfamilia DNR (Kérner H. y col. 2003).

Los miembros de la subfamilia FixK carecen de las cuatro cisteinas que coordinan
el centro de hierro-azufre, conservadas en los homologos mas cercanos a FNR. Estos
reguladores son capaces de unirse a cajas de anaerobiosis. El estado oligomérico de
FixK, una proteina perteneciente a esta subfamilia en B. japonicum, se ha analizado in
vitro. Esta proteina no posee centros de hierro-azufre y es capaz de activar la
transcripcion in vitro en presencia de oxigeno (Mesa S.y col. 2005).

Las proteinas tipo FnrN poseen 4 cisteinas conservadas en una localizacion similar
a la de la proteina FNR. Se ha demostrado que FnrN de R. leguminosarum bv. viciae
es capaz de activar la transcripcion de algunos blancos de FNR en el fondo genético
heter6logo de E. coli en condiciones anaerdbicas (Schluter A. y col. 1992). Esto
sugiere que este tipo de proteinas son capaces de detectar los niveles de oxigeno,
quizds mediante un mecanismo similar al de FNR.

Las proteinas tipo NnrR y DNR controlan la transcripcion de genes involucrados en
la via de desnitrificacion. Se ha demostrado en diferentes modelos biologicos que esta
clase de proteinas es capaz de detectar 6xido nitrico cuyo mecanismo de deteccion se
desconoce (Mesa S. y col. 2003; Hartsock A. y Shapleigh JP. 2010; Gomez-Hernandez
y col. 2011).

No obstante que la similitud a nivel de secuencia entre estas proteinas es baja, los
miembros de las diferentes subfamilias son capaces de unirse a secuencias
nucleotidicas muy similares y conservan el motivo de unién a DNA de FNR (5-TTGAT-
N4-ATCAA-3)

R. etli CFN42 posee seis proteinas tipo FNR: dos son de tipo FnrN, una esta
codificada en el plasmido simbidtico y la otra en el cromosoma y conservan una
identidad del 82% (Lopez O. y col. 2001). Otra proteina tipo FNR esta codificada en el
plasmido pRet42f en orientacién divergente al operdon fixNOQPf y pertenece a la
subfamilia FixK (Girard L. y col. 2000); una mas es de la subfamilia NnrR y de igual
forma se localiza en el plasmido pRet42f (Gomez-Hernandez y col. 2011). Por altimo

dos reguladores de la subfamilia DNR llamados StoR (“symbiotic terminal oxidase
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regulator”) se localizan en el plasmido simbidtico (pRet42d) y en el plasmido pRet42f.
Estos dos reguladores son 82% idénticos y forman parte de los operones fixGHISd y
fixGHIST, respectivamente (Granados-Baeza y col 2007). Una reiteracion del gen fixKf
se encuentra codificada en el plasmido simbiotico (fixKd), sin embargo se trata de un
pseudogen cuya expresion no se ha podido detectar en ninguna de las condiciones
probadas para los genes fix (Girard y col. 2000).

En condiciones de vida libre a concentraciones bajas de oxigeno, la expresion de
los genes fix es dependiente de la cascada hfixL-fixKf. La proteina FixKf, cuya
expresion depende de la presencia de hFixL, funciona como el regulador primario de
los genes fixXNOQPd, fixNOQPT, fixGHIS-stoRd, fixGHIS-stoRf, fnrNch y fnrNd. En estas
mismas condiciones las proteinas FnrNch y FnrNd también son capaces de activar los
operones fixNOQPd y fixNOQPf aungque no a los mismos niveles a los que lo hace
FixKf. Por otro lado las proteinas StoR regulan negativamente la expresion de estos
operones. Por lo tanto, FixKf es capaz de regular directamente la expresion de la cbbs y
de reprimirla indirectamente a través de las proteinas StoR.

En R. leguminosarum bv. viciae la cascada de regulacion de los genes fix tiene
similitudes con la de R. etli. En estas bacterias los genes fix estan altamente
conservados. FixL es una cinasa de histidinas hibrida y fixJ se encuentra ausente de su
genoma. Sin embargo, en R. leguminosarum se ha reportado que el gen fnrN es el
principal regulador de los genes fixXNOQP reiterados (Patschkowski T. y col. 1996;
Schluter A. y col. 1997).
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Planteamiento del problema

Los sistemas de deteccion de sefiales ambientales son piezas fundamentales para
entender el comportamiento celular en respuesta a cambios que ocurren en el exterior
e interior de las células. En rizobios, el sistema de regulaciéon de los cambios en la
concentracion de oxigeno que mas ha sido estudiado, es el sistema de dos
componentes FixL-FixJ. Sin embargo en los ultimos afios se ha demostrado que este
sistema no opera en la totalidad de los rizobios.

En R. etli y en R. leguminosarum bv. viciae la cinasa de histidinas FixL posee un
dominio receptor del fosfato y no tiene como regulador de la respuesta cognado a la
proteina FixJ. El regulador de la respuesta cognado de FixL debe ser una proteina
fundamental para la respuesta a cambios en la concentracion de oxigeno en estas
bacterias. En R. etli hay 67 reguladores de la respuesta codificados en su genoma,
distribuidos en el cromosoma y los seis megaplasmidos que forman su genoma.
Sabemos que el plasmido pRet42f es fundamental para la fijaciébn de nitrogeno y la
expresion de los genes fix, en gran medida porque codifica para el gen fixL, sin
embargo 15 reguladores de la respuesta se encuentran codificados en este
megaplasmido y desconocemos si alguno de estos pudiera ser el regulador de la

respuesta cognado de esta cinasa de histidinas.
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Objetivos

Objetivo general:

Identificar y hacer la caracterizacion inicial del regulador de la respuesta (FXkR) que

activa la expresion de fixKf

Objetivos particulares:

1) Identificar al activador de fixKf (FxkR) en microaerobiosis.

a.
b.

C.

Analisis bioinformético de reguladores de la respuesta en el plasmido pRet42f.
Generacion de recombinantes sencillas de R. etli CFN42 en reguladores de

la respuesta codificados en el pRet42f.

Analisis de expresion de la fusion transcripcional del promotor de fixKf con el
gen monitor uidA, en los fondos genéticos silvestre y mutante para cada uno

reguladores de la respuesta seleccionados.

2) Caracterizar funcionalmente la proteina FxkR de R. etli CFN42 y R.

leguminosarum bv. viciae.

a.

Analizar la expresion de fixKf, en la mutante FxkR™ complementada y en la
mutante hFixL™ que expresa el gen fxkR bajo el control de un promotor
constitutivo (plac).

Estudiar el patron de expresion de fxkR mediado por las proteinas hFixL y
FXkR.

Identificar al homoélogo de fxkR en R. leguminosarum bv. viciae 3841 por
métodos bioinformaticos.

Clonar y secuenciar el gen fxkR de R. leguminosarum bv. viciae (3841 y
VF39).

Caracterizar la actividad del regulador homologo mediante ensayos de
complementacion heterologa.

3) Identificar proteinas relacionadas a hFixL, FxXkR y FixKf en diferentes
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bacterias.

a.
b.

Busqueda de proteinas con alta similitud a hFixL, FXkR y FixKf.

Andlisis del contexto gendmico de estos genes.

4) Caracterizar la region reguladora de fixKf y determinar si FxXkR es el

regulador directo de este gen.

a.

Andlisis bioinformético de la secuencia rio arriba de los genes relacionados a
fixKf para identificar secuencias conservadas.

Determinar la region minima necesaria para la activacion de fixKf en
condiciones microaerobicas.

Mutagénesis puntual de los nucleétidos del motivo conservado.

Ensayos de union in vitro de FxkR a la region reguladora de fixKf.

Hacer un andlisis funcional del motivo conservado en la capacidad de union

del regulador.

5) Predicciéon in silico de los residuos importantes para la funciéon del

regulador FxkR.

a.

Andlisis de la conservacién de residuos importantes para la funcion de
reguladores caracterizados de la misma familia .
Modelaje de la interfaz de interaccién Proteina-Dna, de la estructura de FxkR

unido al DNA usando como templado el cristal de un homologo.
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Disefio experimental

El disefio experimental de este proyecto se basa principalmente en un enfoque
genético, sin embargo también se incluira evidencia in vitro para la caracterizacion de la
region reguladora de fixKf.

Con el fin de identificar al regulador de fixKf en los megaplasmidos de R. etli se
evaluara la expresion de una fusion reportera del promotor de este gen con el gen
estructural uidA, en diferentes fondos genéticos con curaciones de estos replicones.

Para predecir la presencia de reguladores de la respuesta en los diferentes
replicones del genoma de R. etli se utilizara el servidor web P2CS. Con la finalidad de
evaluar el papel de algunos de los reguladores de la respuesta predichos, se analizara
la expresion de la fusidn reportera fixKf::uidA en fondos genéticos mutantes en estos
reguladores.

Una vez que se haya identificado al regulador (fxkR) se determinard si se requiere
la expresion simultanea de hfixL para la expresion del gen fixKf a los niveles
observados en la cepa silvestre. Este analisis se hara cuantificando la expresion de
fixKf en un fondo genético con una mutacién nula en hfixL y que contenga fxkR bajo un
promotor constitutivo. Adicionalmente para determinar si fxkR esta regulado a nivel
transcripcional en condiciones microaerdbicas se analizara la expresion del gen uidA
bajo el promotor de fxkR en diferentes fondos genéticos (hFixL" y FxkR").

Con el objetivo de identificar un posible homadlogo a fxkR en las cepas VF39 y 3841
de R. leguminosarum bv. viciae se analizard la secuencia completa de esta Ultima con
la herramienta bioinformatica BLAST. Una vez identificado el homodlogo se disefiaran
oligonucleédtidos para amplificar al gen tanto en la cepa 3841 como en la VF39
considerando que en esta ultima es en la que se ha hecho la caracterizacién de la
regulacion de los genes fix en R. leguminosarum bv. viciae. Los productos de PCR se
clonaran en el vector TOPO_TA y seran secuenciados. Construiremos plasmidos para
ensayos de complementacion heterdloga y para determinar si los homdélogos de fxkR

identificados son funcionales.
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Por medio de alineamientos tipo BLAST y analisis del contexto gendmico
determinaremos la presencia de genes que codifican proteinas relacionadas con la
cascada hFixL-FxkR en otras bacterias.

Como parte del analisis de la region reguladora de fixKf se buscardn motivos
conservados entre homologos de este gen utilizando el servidor web MEME. Una vez
que se haya identificado algin motivo conservado, analizaremos su funcionalidad in
vivo, utilizando fragmentos recortados de la region reguladora clonados en una fusion
reportera, con el fin de delimitar la region minima necesaria para la expresion de fixKf.
Mediante mutagénesis sitio dirigida determinaremos la importancia del motivo
conservado en el reconocimiento del activador de la transcripcion de fixKf. Por otra
parte, se analizara in vitro la capacidad del regulador de la respuesta de unirse
directamente a la region reguladora de fixKf mediante ensayos de retardo.

Para cumplir con el objetivo de predecir residuos importantes para la actividad
del nuevo regulador, se buscara una proteina de la misma familia con un porcentaje
alto de identidad y cuya funciéon haya sido estudiada a nivel bioquimico. Se hara un
andlisis comparativo mediante alineamientos mdultiples para determinar si los
aminoacidos importantes para la funcién del regulador homélogo estan conservados en
los reguladores tipo FxkR. Para predecir la interfaz de interaccion Proteina-Dna se hara
uso del servidor web 3d-footprint. Este programa utiliza un algoritmo que permite
predecir los aminoacidos que hacen contacto con el DNA, mediante un analisis
comparativo de la conservacion de residuos en la region de unién al DNA, de la
proteina de interés y la interfaz determinada experimentalmente (a nivel de estructura
terciaria) para una serie de proteinas que fueron cristalizadas en presencia de su DNA
blanco. Si la estructura secundaria de la proteina de interés es muy similar a aquella
con la cual se comparé para predecir las interacciones Proteina-Dna, se puede también
modelar su estructura tridimensional utilizando el algoritmo de TF-modeller. EI modelo
servira para hacer un grafico que muestre el tipo de interaccion que tienen los
aminoacidos del modelo con el DNA encajado en la estructura, utilizando una vez mas

el programa 3d-footprint.
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1. Cepas bacterianas, pldsmidos y condiciones de cultivo.

Materiales y Métodos

Las cepas bacterianas y los plasmidos utilizados se enlistan en la siguiente tabla:

Tabla 1. Cepas bacterianas y plasmidos

Cepa o plasmido

Caracteristicas relevantes

Referencia

Rhizobiales
CE3 Derivada Sm' de la CFN42 Noel KD y col. 1984
CFNX89 Derivada de la CE3 pRet42d’ Brom Sy col. 1992
CFNX186 Derivada de la CE3 pRet42f Brom Sy col. 1992
CFNX218 Derivada de la CE3 pRet42a,b’,c’,d’, Brom Sy col. 2000
enf
CFNX636 Derivada de la CE3, fixL::loxPSp Girard L y col. 2000
R. leguminosarum bv. Silvestre, Sm' Hynes MF y col. 1988
viciae VF39
R. leguminosarum bv. Silvestre Johnston AW y Beringer
viciae 3841 JE 1975
S. meliloti 1021 Silvestre Meade HM y col. 1982
CFN-LG1 Derivada de la CE3, fxkR::loxPSp Este trabajo
Escherichia coli
DH5a. SupE44AlacU169($p80lacZAM15) Sambrook Jy col. 1989
hsdR17recAlendAlgyrA96 thi-1relAl
BL21 (DE3) F — ompT hsdSB(rB— mB-) gal dcm Invitrogen
(DE3)
Plasmidos
pCR2.1 TOPO Vector de clonacion de productos de Invitrogen
PCR, Ap'’Km'
pK*mobsacB Vector de clonacion suicida, Km' Schéafer Ay col. 1994
pRK415 Plasmido de amplio espectro, Tc' Keen NT y col. 1988
pET28a Vector de expresion, His-Tag, Km' Novagen
pBBMCS53 pBBR1MCS-5 AplacZ que lleva el gen Girard L y col. 2000
uidA sin promotor, Gm'
pRK2073 Plasmido ayudador, Sm/Sp' Better M y Helinski D 1983
pRK2013 Plasmido ayudador, Km' Figurski DH y Helinski DR
1979
pLG1 pBBMCS53::RrfixKf Girard L y col. 2000
pARG1 pK*mobsacB::fxkR-loxPSp Este trabajo
pfxkR-Ret pRK415:: fxkR (R. etli CE3). Este trabajo
pfxkR-VF pRK415:: fxkR (R. leguminosarum Este trabajo
bv. viciae VF39)
pfixJ-Sm pRK415:: fixJ (S. Meliloti) Este trabajo
pARG2 pBBMCS53::RRfXkR Este trabajo
pDZS1 pBBMCS53::RRAfixKf (A K-box) Este trabajo
pDZS2 pBBMCS53:: RRAfixKf (K-box wt). Este trabajo
pDZS3 pBBMCS53:: RRAfixKf (Ka AGTT ) Este trabajo
pDzS4 pBBMCS53::RRAfixKf (A Ka) Este trabajo
pDZS5 pBBMCS53:: RRfixKf-Ka* (mutacion Este trabajo
sitio dirigida en subsitio Ka)
pDZS6 pBBMCS53:: fixKf-Kb* (mutacion sitio Este trabajo
dirigida en subsitio Kb)
pARG3 pET28a:: fxkR (R. etli) Este trabajo
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2. Medios de cultivo y antibidticos.

Las cepas de Escherichia coli se crecieron a 37°C in medio Luria-Bertani (LB). Las
concentraciones de los antibiéticos utlizados fueron: carbenicilina (Cb), 100 pg ml™;
gentamicina (Gm), 15 pug ml™*; kanamicina (Km) 30 ug ml™; espectinomicina (Sp), 100
ug ml™. Las cepas de Rhizobium se crecieron a 30°C en medio rico PY suplementado
con Ca’ (Noel KD. y col. 1984) o en medio minimo Y (MMY) con succinato (10 mM) y
cloruro de amonio (10 mM) como fuentes de carbono y nitrégeno respectivamente
(Bravo A. y Mora J., 1988). Los antibidticos se utilizaron en las siguientes
concentraciones: estreptomicina (Sm), 200 pg ml*; gentamicina (Gm), 15 pg mi™;
kanamicina (Km) 30 pg ml™; &cido nalidixico (Nal) 20 ug ml™; neomicina (Neo), 60 ng

I'*: espectinomicina (Sp), 100 pg ml™*. Cuando se requiri6 se agregd sacarosa al

m
12.5% (w/v). Para la deteccion de la actividad de B-galactosidasa y B-glucuronidasa se
utilizaron los sustratos 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactosido (X-gal) y 5-bromo-4-
cloro-3-indolil-B-D-glucuronido (X-gluc) respectivamente a una concentracion de 20 ug

mi™ en cajas de cultivo con medio sélido.

3. Condiciones de crecimiento microaerobicas.

Los crecimientos en condiciones microaerdbicas de R. etli, silvestre y mutantes, se
hicieron de acuerdo con el protocolo estandarizado y reportado por nuestro laboratorio
(Girard L. y col. 2000). Se inocularon 3 ml de PYCa+, con las cepas recién sembradas.
Estos cultivos se incubaron 12 horas a 30°C y 200 rpm. Se toma 1.0 ml de estos
precultivos y se inoculan 50 ml de PYCa+. Los cultivos se crecieron hasta fase
exponencial media. Las células se colectaron por centrifugacion, se lavaron con MMY
estéril y se concentraron 100 veces. 20 ml de MMY con succinato y amonio a una
concentracion final de 10 mM, se inocularon con la suspension celular a una densidad
Optica inicial a 540 nm (D.O.s40) de 0.05 en botellas cerradas con tapon aislante. Para
crear un ambiente microaerobico, estas fueron gaseadas con una mezcla
oxigeno/argén 1 : 99 v/v. Los cultivos se crecieron con agitacion (200 rpm) por 10 horas
a 30°C. En los experimentos que incluyen cepas curadas del plasmido pRet42f
(CFNX186 o CFNX218), los cultivos se inocularon a una D.O.s4 de 0.25 y las botellas
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se incubaron con la mezcla de oxigeno/argén (1:99, v/v) por 10 horas a 30°C para la

induccién microaerobica.

4. Medicion de la actividad de B-glucuronidasa.

Los cultivos aerdbicos y microaerébicos de las cepas de R. etli que llevan fusiones
transcripcionales se crecieron como se describié previamente (Girard L. y col. 1996). La
cuantificacion de la actividad de GUS se determind por un método colorimétrico a partir
de muestras de 1.0 ml usando como sustrato 4-nitrofenil B-D-glucuronido el cual al ser
hidrolizado por la B-glucuronidasa desarrolla un color amarillo, como se describio
previamente (Girard L. y col. 2000). Los datos se normalizaron con respecto a la
concentracion total de proteina, calculada con el método de Lowry utilizando un
segundo juego de muestras de 1.0 ml. La actividad especifica estd expresada en
nanomoles de producto por minuto por miligramos de proteina. El perfil de plasmidos
de las cepas utilizadas para los ensayos de actividad GUS, se determiné usando un

protocolo modificado de la técnica de Eckhardt (Hynes MF. y McGregor NF., 1990).

5. Amplificacién por PCR.

Los oligonucleotidos especificos para llevar a cabo la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) se disefiaron utilizando el programa Oligo 6.0 y fueron sintetizados
por la Unidad de Sintesis Quimica IBt-UNAM. Para las reacciones de amplificacion se
utilizé una polimerasa de alta fidelidad (Accuprime Taq DNA Polymerase High Fidelity
de Invitrogen) con programas de sintesis de ciclos de temperatura que incluyen un
paso de desnaturalizacion a 94°C por 1 min seguido de 30 ciclos de 94°C por 30 seq,
45-60°C (de acuerdo con la temperatura de “melting” de los oligonucleétidos) por 30

segy 72°C por 90 seg y una extension final a 72°C de 10 minutos.

6. 5° RACE (Amplificacion Rapida de Extremos de cDNA)
Los sitios de inicio de la transcripcion de los genes fixKf y fixNf se identificaron
mediante ensayos de 5 RACE (Rapid amplification of cDNA ends 2.0 de Invitrogen)

como se describié previamente (Gomez-Hernandez N. y col. 2011). El scDNA se
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sintetizo a partir de RNA purificado de cultivos microaerdbicos de cepas derivadas de la
silvestre que se conjugaron con fusiones transcripcionales de fixKf y fixNf en el
plasmido pBBMCS53 (pLG1 y pLG2 respectivamente) (Girard L. y col. 2000), utilizando
el oligo complementario gusLw (5"-ACAGGACGTAACATAAGGGACT-3"). Después de
la sintesis de la primera hebra de cDNA, el mMRNA se elimind6 mediante el tratamiento
con RNAsa y el scDNA se purifico usando una columna S. N. A. P. (Invitrogen). Las
colas homopoliméricas al extremo 3’ del cDNA se afadieron usando TdT (Terminal
deoxynucleotidyl transferase) y dCTP. Posteriormente se hizo un PCR anidado usando
el oligo de anclaje que provee el kit (AAP,
GGCCACGCGTCGACTAGTACGGG||GGG||GGG||G) vy los oligonucledtidos especificos
para el gen de interés fixKf-RT (5"-GGCGAAATGAAATGCGGTTAT-3, en las posiciéon
214 a 234) o fixNf-RT (5"-CGCTGCACCACGTAGAAC-3’, en la posicion 403 a 420).
Los productos de amplificacién fueron clonados en el vector pCR2.1 TOPO con

extremos cohesivos T-A y secuenciados.

7. Construccion de Plasmidos.

Para introducir una mutacion en el gen fxkR, se utiliz6 un producto de amplificacion
de PCR obtenido a partir de DNA total de la cepa CE3 con los oligonucleétidos
especificos UpDR530 y LWDR530. Este producto de amplificacién se cloné en el vector
pCR 2.1-TOPO. Para construir un plasmido suicida util para intercambiar el alelo
silvestre de fxkR por el alelo mutado fxkR:: loxPSp (pARG-1), el fragmento de 1517 pb
Bglll-Hindlll que contiene el gen fxkR se cloné en sitios BamHI-Hindlll del vector
pK'mobsacB (Schafer A. y col. 1994). El gen fxkR se interrumpié clonando en el sitio
Sall (nucledtido 274) un interposén loxPSp (Martinez-Salazar JM. y Romero D., 2000).
Los plasmidos utilizados para la mutagénesis por insercibn (mutacién por
recombinacion sencilla) se construyeron clonando un producto especifico de
amplificacion de la regién intragénica del gen de interés en el vector pK mobsacB, el
cual es un plasmido suicida en bacterias del género Rhizobium. Las regiones
intragénicas se amplificaron por PCR usando DNA total de la cepa CE3 vy
oligonucledtidos especificos (Las regiones intragénicas y la secuencia de los

oligonucledtidos se muestran en la Tabla 2). Estos productos de amplificacion se
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clonaron en el vector pCR2.1-TOPO y se analizaron por secuenciacion. Para construir
el plasmido suicida, las regiones intragénicas se clonaron usando sitios EcoRI, con la
excepcion de los fragmentos clonados en los plasmidos pPF530 y pPF72 que

contienen un sitio EcoRl interno.

Tabla 2. Oligonucledétidos usados para la construccion de los plasmidos

suicidas utilizados para la mutagénesis por insercion.

Oligo / Posicion

Secuencia (5’ > 3’)

Fragmento
intragénico utilizado

para clonar en el vector

pK*mobsacB

UpPF72 /238 - 258 AAGCGCAATATTCCCTTCTTC 540 pb del nucledtido
LWPF72 /949 - 969 GAGCTTCTCGCCCTCAAGGAC 238 al 773

UpPF224 /71 - 90 TCTGGAATCGGCGGGCTATG 244 pb del nucledtido
LwPF224 / 296 - 315 GAATGGCTTGCGGAAGAATC 71 al 315

UpPF225 /10 - 29 GACCAGCCGTTCGTTCGTAG 560 pb del nucledtido
LwPF225 /551 - 570 GCTGATGCCAAGGTCGAAGG 10 al 570

UpPF479 /58 - 77 GCTGTCAACGCTGCCCTGCC 600 pb del nucledtido
LwPF479 / 638 - 657 ACGCAAGAAAGCAATCGTGA 58 al 657

UpPF530/ 69 - 88 GACGCGCTATTTCGAGGATG 437 pb del nucleétido
LwPF530 /597 - 616 CGATCGTCCGGTCAAAGGCT 69 al 506

UpPF533/62 - 81 CACCGGTCGTATGCCTCGTG 558 pb del nucleétido
LwPF533 /600 - 619 CGGCCATATTCACCAGCTCC 62 al 619

UpPF547 /33 - 52 GAGCCGGCTGTTCTCCTGTG 182 pb del nucleétido
LwPF547 /195 - 214 GCGTGCGCTCATCGTCGTAG 33al 214

UpPF548 /121 - 140 GAAGCGTTCGAAAGCACCTC 478 pb del nucleétido
LwPF548 / 579 - 598 CGACAGACCGGACTTCCATC 121 al 598

Los plasmidos de complementacion que contienen los genes fxkR de R. etli CFN42
(pfxkR-Ret) y de R. leguminosarum bv. viciae VF39 (pfxkR-VF) asi como el plasmido
que lleva el gen fixJ de S. meliloti (pfixJ-Sm) expresados bajo el promotor constitutivo
de lacZ se obtuvieron mediante la clonacion de las respectivas regiones codificantes en

el plasmido conjugativo pRK415 (Keen NT. y col. 1988). Para construir pfxkR-Ret, se
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amplific6 una region de 981 pb utilizando DNA total de la cepa CE3 y los
oligonucledtidos especificos Up530-Hindlll y Lw530-Xhol. Para generar el plasmido
pfxkR-VF se amplifico una regidén de 1230 pb utilizando DNA total de la cepa VF39 y los
oligonucledtidos especificos UpRL9-26 y LWRL9-26 que se disefiaron utilizando la
secuencia del ORF pRL90026 de R. leguminosarum bv. viciae 3841. El gen fixJ de S.
meliloti 1021 se amplific6 usando los oligonucledtidos especificos Up-fxJSm y Lw-
fxJSm. Para construir el plasmido utilizado para el analisis de expresion del gen fxkR
de R. etli, la region reguladora correspondiente se sintetiz6 por PCR utilizando los
oligonucledtidos Up-530gus y Lw-PF530. El fragmento EcoRI de 767 pb (que contiene
262 pb rio arriba del codén de inicio de FxkR) se cloné en el plasmido de amplio
espectro pPBBRMCS53 que contiene al gen uidA el cual carece de promotor (Girard L. y
col. 2000) generando asi el pldsmido pARG-2. La orientacion correcta de los
fragmentos clonados en este plasmido se analizé por PCR usando el oligo gusLw y el
oligo 5’ correspondiente.

Los plasmidos pDZS1, pDzS2, pDZS3 y pDZS4 son variantes recortadas del
plasmido pLG1. Cuatro diferentes productos de amplificacion se obtuvieron usando
como templado el plasmido pLG1 y los oligonucleétidos especificos de la hebra directa
Up-NA, Up-GTT, Up-ACA, Up-CAC y el mismo oligonucleétido especifico de la hebra
complementaria Lw-RRKf. Los productos de amplificacion se clonaron en el vector
pCR2.1 TOPO. Los fragmentos de 526 pb (que contiene 67 pb rio arriba del codén de
inicio de FixKf), 559 pb (que contiene 100 pb rio arriba del codén de inicio de FixKf),
556 pb (que contiene 97 pb rio arriba del coddn de inicio de FixKf) y 553 pb (que
contiene 67 pb rio arriba del codén de inicio de FixKf) se clonaron por separado en el
vector pBBMCS53 en los sitios de Xbal-Kpnl para el plasmido pDZS1 y EcoRI-Kpnl
para los plasmidos pDZS2, pDZS3 y pDZS4. Las mutaciones de la probable caja K en
la region reguladora de fixKf se introdujeron usando el QuickChange Site-Directed
Mutagenesis Kit de Stratagene. Para ello se utilizo como templado el plasmido
pCR2.1-TOPO que tiene clonada la misma secuencia que el plasmido pLG1. Cada sub-
sitio de la caja se modificé cambiando la secuencia GTTACA por la correspondiente al
sitio de restriccion de EcoRI (GAATTC). Los oligonucleotidos utilizados para mutar el

subsitio Ka fueron UpKa-mut y LwKa-mut, mientras que el subsitio Kb se mut6é usando
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los oligonucledtidos UpKb-mut y LwKb-mut. La region reguladora con mutaciones en el

subsitio Ka o en el Kb fue clonada en el plasmido pBBMCS53 para obtener los

plasmidos pDZS5 y pDZS6.

Para generar una proteina FxkR recombinante con una etiqueta de 6 histidinas, la

region codificante del gen se amplific0 usando DNA total de la cepa CE3 como

templado, con los oligonucleotidos UpFxkR-Ndel y Lw530-Xhol. Los sitios de restriccion

introducidos en los oligonucleétidos se utilizaron para clonar el fragmento en el vector

pET28a para obtener el plasmido pARG3.

Los oligonucleodtidos utilizados en la construccion de los plasmidos reportados en

este trabajo se enlistan en la Tabla 3 (los nucledtidos subrayados indican el sitio de

restriccion).

Tabla 3. Oligonucleétidos utilizados para la construccion de plasmidos.

Nombre del Secuencia (5’—3’)

Oligo
gusLw ACAGGACGTAACATAAGGGACT
UpDR530 CCCTCG CCTCTTCAGTTGATCGAA
LwDR530 CTTCCTGCTGATTCACTGCCAGT
Up530-Hindlll AAGCTTCTGGCAAATCTCTGAAAG
Lw530- Xhol CTCGAGCAAGCGAGCCGAGGG
UpRL9-26 GGCGCTGTAGAGATAGTGGTTCTT
LwWRL9-26 TCTGGATCCGAGGCAACTGCTTCA
Up-fxJSm AGAAGTCGCCGGTCAGCTCTT
Lw-fxJSm GCAACGAGCCGCCATTAA GCC
UP-530gus CACCAATGGCGACACCCTTC
Lw-PF530 CGATCGTCCGGTCAAAGGCT
Up-NA TCTAGAACCGTCCGCTCATTC
Up-GTT CCGGAATTCGTTACACACTGTTA
Up-ACA CCGGAATTCACACACTGTTACAA
Up-CAC CCGGAATTCCACTGTTACAAACT
Lw-RRKf GGTACCAGAGGCGCTCCTCGC
UpKa-mut AACCGTCGCTGAATTCCACTGTTACA
LwKa-mut TGTAACAGTGGAATTCAGCGACGGTT
UpKb-mut GTTACACACTGAATTCAACTTTCACC
LwKb-mut GGTGAAAGTTGAATTCAGTGTGTAAC
UpFxkR- Ndel CATATGGCAGCACCTCAGCA
Lw530- Xhol CTCGAGCAAGCGAGCCGAGGG
Up-RRKf ACCACCATCGTTTCC
Lw2-RRKf CATTGTCGAACGCGTGGTTGTTC

Los sitios de restriccién introducidos se encuentran subrayados.
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8. Derivadas mutantes de R. etli

La mutagénesis por insercion se hizo usando a los plasmidos pPF72, pPF224,
pPF225, pPF479, pPF530, pPF533, pPF547 y pPF547. Cada plasmido transferido por
conjugacion a R. etli, se co-integré por recombinacion sencilla con el blanco de
homologia, produciendo la mutacion del gen de interés (Landeta C. y col. 2011). Las
mutantes se seleccionaron como Sm' Km' y la integracion correcta del plasmido se
verificd por hibridacion de tipo “Southern blot”.

El intercambio del alelo silvestre fxkR de la cepa CE3 de R. etli por el alelo mutante
fxkR::loxPSp del plasmido pARG1 se llevdé a cabo por homogenotizacion usando el
marcador sacB presente en el vector pK*mobsacB; este marcador permite una facil
seleccion de eventos de homogenotizacion mediante el andlisis de la resistencia a
sacarosa. Las derivadas donde ocurrié la doble recombinacion se seleccionaron por
sus resistencias a sacarosa, Sm Sp Yy sensibilidad a Km®. Para verificar que el
reemplazo alélico ocurrid, se analizé el DNA total por la técnica de “Southern Blot” con

sondas apropiadas para los genes y para el cassette de resistencia.

9. Purificacion de Hisg-FxXkR

El plasmido pARG3 se utilizé para sobreexpresar la proteina recombinante Hisg-
FxkR en el fondo genético de E. coli BL21 (DE3). La sobreexpresion se logro
induciendo cultivos crecidos en medio LB (O.D.s40 0.6) con 0.3 mM de IPTG por dos
horas a 30°C. Las células se colectaron por centrifugacién a 4°C y se rompieron en
amortiguador de lisis nativo (50 mM NaH,;PO4, 300 mM NaCl pH 8.0) después de dos
pases a través de la prensa de French. La separacion de la fraccion soluble de la
insoluble se logré después de centrifugar a 10000xg por 30 minutos a 4°C. Muestras de
los cultivos inducidos y no inducidos asi como de las fracciones soluble e insoluble, se
analizaron por SDS-PAGE. La proteina Hiseg-FXkR se purific6 a partir de 5 ml de
fraccion soluble usando la agarosa comercial Ni-NTA (Invitrogen) en columnas de
plastico (Bio-Rad) siguiendo las instrucciones de los fabricantes. Brevemente, la
columna equilibrada por la cual se pasé la fraccion soluble, se lavé 3 veces con
amortiguador de lavado (50 mM NaH,PO,4, 300 mM NaCl, 40 mM Imidazol pH 8.0) y 16

fracciones de 200 pl se colectaron después de adicionar a la columna el amortiguador
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de elucién (50 mM NaH,PO,4, 300 mM NaCl, 500 mM Imidazol pH 8.0). Se tomaron

muestras de cada paso de purificacion y se analizaron por SDS-PAGE.

10. Ensayo de cambio en la movilidad electroforética (“Electroforetic mobility
shift analysis” EMSA)

Una secuencia de 300 pb que comprende la region intergéncia de fixNf-fixKf se
amplificé por PCR usando como templado los pladsmidos pLG1, pDZS5 y pDZS6 y los
oligonucledtidos Up-RRKf y Lw2-RRKf. Los productos de amplificacién se purificaron
con el kit “PureLink PCR Purification” (Invitrogen) y se cuantificaron con un
espectrofotometro del tipo Nanodrop. Se utilizaron 100 ng de DNA en la reaccién de
marcaje con 3 pl de [ y-**P]-ATP (6000 Ci/mmol) en un volumen final de 20 pl. La marca
gue no fue incorporada se elimind utilizando columnas “illustra Microspin G-25"
(Amersham) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Para las reacciones de union, el DNA marcado (1 ng) se incubd en presencia de
concentraciones crecientes de la proteina recombinante pura (de 0.3 a 1.4 nM) en un
amortiguador de union que contiene 100 mM Tris-HCI (pH 7.4), 100 mM KCI, 10 mM
MgCl,, 10% glicerol, 2 mM dithiothreitol y 1 mM de acetil fosfato (SIGMA), en un
volumen final de 20 ul por 20 minutos a temperatura ambiente. Cuando fue necesario
se utilizaron 100 ng de DNA de esperma de salmén como competidor inespecifico;
mientras que se utilizaron 100 ng de DNA sin marcar como competidor especifico. La
electroforésis se llevd a cabo en geles de poliacrilamida (79:1) al 5% en amortiguador

0.5X TBE por una hora a 300 V a temperatura ambiente.

11. Recursos bioinforméaticos

Las proteinas similares a FxkR y hFixL en diferentes organismos se identificaron
con BLASTP. El contexto genémico de los genes fxkR se analiz6 con el visor de
informacion del gen de la pagina web NCBI. El alineamiento de secuencias para el
analisis de residuos conservados y el porcentaje de identidad se realizé con los
parametros por omision del servidor web ClustalW?2 de las herramientas bioinformaticas

de EMBL-EBI (Larkin MA. y col. 2007). La conservacion de dominios se analiz6 usando
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diferentes librerias como INTERPRO, PFAM, PROSITE, SMART y SUPERFAMILY
(Finn RD. y col. 2010; Gasteiger E. y col. 2003; Letunic I. y col. 2009; Sigrist CJ. y col.
2010). Para identificar motivos conservados en la region reguladora de los genes tipo
fixKf se utilizod el servidor web MEME con los parametros por omision (Bailey TL. y
Elkan C., 1994). La prediccion de estructura secundaria se hizo con el método de
prediccion PSIPRED (Jones DT. 1999) a través del servidor web PRALINE (Simossis
V.A. and Heringa J. 2005). Para modelar la estructura cuaternaria de FxkR se utilizd
como templado la estructura cristalografica de las cadenas A y B del dominio efector
de PhoB unido a la caja pho (1GXP) (Blanco AG. y col. 2002). Las coordenadas
atomicas de este complejo se obtuvieron del “Protein Data Bank” (PDB) en un archivo
con terminacion pdb. Las cadenas A y B de los dominios efectores de PhoB y FxkR se
alinearon con ClustalW y se generd un archivo con terminacion fas. La secuencia de
las cadenas A y B del dominio efector de FxkR, asi como el archivo del alineamiento
(.fas) y del cristal de PhoB-pho (.pdb) se utilizaron para generar el modelo cuaternario
de FxkR-pho utilizando el servidor web TFmodeller (Contreras-Moreira B. et al. 2007).
Con base en informacién obtenida del modelaje tridimensional del regulador FxkR de
R. etli se hizo una prediccion de la probable interfaz de reconocimiento Proteina-DNA.
La caja pho se intercambi6 por la caja K para generar los modelos 1GXP-Kab y FxkR-
Kab. La modificacion de la caja pho se logré usando un “script” de python escrito por
Bruno Contreras Moreira. El servidor web 3d-footprint se utiliz6 para analizar la
probable interfaz de reconocimiento (Contreras-Moreira B. et al. 2010). Mediante la
aplicacion “footprint your structure” el servidor predice los contactos entre los
aminoacidos y los nucleétidos del complejo y una matriz de posicion y peso del
probable sitio de union a DNA. Se utiliz6 la misma aplicacion para hacer la estimacion
de la especificidad de unién usando la opcion “relax hydrophobics” y “sample rotamers”
con los parametros por omision. El Logo de la estimacion de la especificidad de union
se generd con la combinacion de las matrices de posicién y peso (PWM) “readout” y
“contact”’. Las mutaciones in silico de los aminoéacidos de la interfaz Proteina-Dna se
generaron con la herramienta MUTATE del visor de archivos .pdb “Swiss-PdbViewer
Deep View”.
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Resultados
Andlisis de los elementos genéticos necesarios para la expresion de fixKf.

El andlisis de la secuencia completa del genoma de R. etli CFN42 revel6 que en
esta bacteria no hay proteinas con un alto porcentaje de identidad al regulador de la
respuesta FixJ de Sinorhizobium meliloti o de Bradyrhizobium japonicum. Dado que los
plasmidos pRet42d y pRet42f codifican a la mayoria de los genes fix y sus reguladores
conocidos (Girard L. y col. 1996; Girard L. y col.. 2000; Gonzélez V. y col. 2003;
Gonzalez V. y col. 2006) decidimos evaluar la participacion de estos megapladsmidos en
el control de la expresion de fixKf. El plasmido pLG1l que contiene la fusion
transcripcional fixKf::uidA (Girard L. y col. 2000) se introdujo en diferentes derivadas de
la cepa CE3 con curaciones en al menos uno de los megaplasmidos nativos de R. elti
CFN42. Los resultados en la Figura 8 muestran que la presencia del pRet42f es
indispensable para la expresion de fixKf ya que el promotor de este gen se expresa en
todos los fondos genéticos probados a excepcion de aquellos en los que el plasmido
pRet42f se cur6 como en el caso de la cepa CFNX186, una derivada de la cepa CE3
curada del pRet42f y la cepa CFNX218 que carece de todos los megaplasmidos a
excepcion de un producto de eliminacion parcial de pRet42e que no se puede curar por
ser indispensable para la viabilidad de la cepa (pRet42eA) (Brom S. y col. 1992). Dado
que el gen hfixL, el cual es fundamental para la expresion de fixKf se encuentra
codificado en pRet42f, este resultado era el esperado. Sin embargo, en una derivada
de la cepa CE3 con solo el plasmido pRet42f y el (pRet42eA) (CFNX218/pRet42f), la
expresion de fixKf ocurre a los mismos niveles que en la cepa silvestre (Figura 8). Por
lo anterior podemos concluir que el pRet42f es el Unico plasmido indispensable para la
expresion de fixKf. El ligero incremento en la expresion de fixKf observado en la cepa
derivada que carece del plasmido simbiotico (CFNX89) podria explicarse por la pérdida
del represor StoRd el cual se ha reportado que modula negativamente la expresion de
este gen (Granados-Baeza M. y col. 2007).
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Figura 8. Participacion de los plasmidos pRet42d y pRet42f en la regulacion de la expresion
microaerdbica de fixKf. La expresion de fixKf se analizdé en bajas concentraciones de oxigeno (1%) en
diferentes derivadas: CE3 (silvestre-WT), CFNX89 (curada del plasmido Ret42d), CFNX186 (curada del
plasmido Ret42f), CFNX218 (que solo contiene el pRet42eA) y la CFNX218/pRet42f. Los cultivos se
indujeron en microaerobidsis por 10 horas. La actividad especifica de B-glucuronidasa se expres6 como
nmol min™* mg'1 de proteina. Los datos corresponden al promedio de dos réplicas de tres experimentos

independientes.

Identificacion de FxXkR como el regulador de la respuesta cognado de la cinasa de
histidinas hFixL en R. etli.

Para predecir la presencia de reguladores de la respuesta en el genoma de R.
etli utilizamos la base de datos P2CS (Barakat M. y col. 2011). De acuerdo con esta
base de datos, se predijeron un total de 68 marcos abiertos de lectura que codifican
para reguladores de la respuesta en el genoma de esta bacteria: de ellos, 23 estan
codificados en diferentes megaplasmidos: 14 en el pRet42f; mientras que solo 2 en el
plasmido pRet42eA. El arreglo genomico de estos probables reguladores de la

respuesta en el pRet42f se ilustra en la Figura 9. El andlisis de similitud con FixJ de S.
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meliloti mostré que las proteinas RHE_PF00225 y RHE_PF00548 son las que tienen el

mayor porcentaje de identidad con esta proteina, 40% y 37%, respectivamente.
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TCS distribution

Rhizobium etli CFN42 pRet42f

Figura 9. Arreglo genoémico de los probables reguladores de la respuesta en pRet42f. La posicion de los
8 reguladores de la respuesta que se analizaron en este trabajo se indica con el identificador del gen
(“Gene ID”).

Dado que en R. etli CFN42 la mayoria de las proteinas reguladoras de los genes fix
se encuentran codificadas en pRet42f, hipotetizamos que el regulador cognado de
hFixL podria estar codificado en este replicon. Mediante una estrategia de
recombinacion sencilla generamos mutantes nulas en los dos reguladores mas
conservados a nivel de secuencia con respecto a FixJ de S. meliloti y en otros seis
reguladores de la respuesta predichos en la secuencia de pRet42f. Los genes
RHE_PFO00530 y RHE_PF00533, que pertenecen a la familia OmpR/PhoB y NarL/FixJ
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respectivamente, los cuales no se encuentran en operon con una cinasa de histidinas.
Por otro lado los genes RHE_PF00225, RHE_PF00479 y RHE_PF00548, que
pertenecen a la familia NarL/FixJ parecen ser parte de un operdén que incluye una
cinasa de histidinas. Mientras que los genes RHE_PF00072, RHE_PF00547 vy
RHE_PF00224 no tienen un sitio de unién a DNA identificable por la base de datos
SMART (Letunic I. y col. 2009), y el primero de ellos posee un dominio de unién de
nucleotidos ciclicos de monofosfato (cNMP). Estos genes también parecen formar parte
de un probable operdn que incluye a una cinasa de histidinas (Rhizobase Database).
Estudiamos la expresiéon microaerébica de fixKf en la cepa silvestre y en los
fondos genéticos con mutaciones nulas en los reguladores de la respuesta
mencionados anteriormente (SR72/pLG1l, SR24/pLG1l, SR225/pLG1l, SR479/pLG1,
SR530/pLG1, SR533/pLG1, SR547/pLGl y SR548/pLG1). Nuestros resultados
demuestran claramente que la expresion microaerdbica de fixKf es completamente
dependiente de una proteina codificada por el marco abierto de lectura RHE_PF00530
(Tabla 4). Ninguna de las mutaciones en cualquiera de los otros reguladores de la

respuesta, incluyendo a las proteinas tipo-FixJ, tuvo un efecto en la expresion de fixKf.

Tabla 4. Identificacion del regulador de la respuesta que controla la expresion

microaerébica de fixKf en R. etli CFN42.

Cepa Gen Mutado Arquitectura de dominios y Expresion
organizacion genética microaerobica de fixKf'
CE3 Silvestre 381 +12
SR 72 RHE_PF00072 Sin dominio HTH. Con un dominio 330 + 15
cNMP en el extremo N-terminal.
Huérfano.
SR 224 RHE_PF00224 Sin dominio HTH. Probablemente en 292 + 22
operon con una HK y dos RR.
SR 225 RHE_PF00225 De la familia NarL/FixJ. 282 + 17

Probablemente en operén con
RHE_PF00224.
SR 479 RHE_PF00479 De la familia NarL/FixJ. 289 + 18
Probablemente en operdn con
RHE_PF00480 (HK).
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SR 530 RHE_PF00530 De la familia OmpR/PhoB. Huérfano. 4+4

SR 533 RHE_PF00533 De la familia NarL/FixJ. Huérfano. 315 + 17

SR 547 RHE_PF00547 Sin dominio HTH. Probablemente en 299 + 24
operén con RHE_PF00548.

SR 548 RHE_PF00548 De la familia NarL/FixJ. 302 + 17

Probablemente en operén con
RHE_PF00547.

!La actividad especifica de B-glucuronidasa (nmol min™ mg protein™) se determind después de 10
horas de incubacion en condiciones microaerébicas a 30°C. Los datos son el promedio de dos réplicas

y tres experimentos independientes.

El gene RHE_PF00530 codifica un polipéptido de 241 aminoacidos y esta localizado
a 19.5 kb rio abajo del gen hfixL. Este gen se nombré fxkR por “fixK regulator”.
Interesantemente este regulador no pertenece a la familia NarL/FixJ si no a la familia
OmpR/PhoB.

Para determinar si la actividad de FxkR depende de la presencia de hFixL, se
estudio la expresion microaerdbica de fixKf en el fondo genético silvestre y en el de las
mutantes CFNX636 (fixL::loxSp) y CFN-LG1 (fxkR::loxSp) (Tabla 5). Para ello se
conjugo en estas cepas el plasmido pfxkR-Ret, el cual expresa fxkR bajo el promotor
del operén lac. Nuestros resultados muestran que la expresién microaerobica de fixKf
depende completamente de la presencia de hFixL y de FxkR. El plasmido pfxkR-Ret
complementa el fenotipo de la cepa CFN-LG1, obteniéndose un nivel de expresion de
fixKf de practicamente el doble del nivel observado en la cepa silvestre (697 + 70 vs
367 + 20). Sin embargo, en la cepa CFNX636/pfxkR-Ret, el nivel de expresion de fixKf
es apenas del 16% del observado en la cepa silvestre (60 + 12 vs 367 + 20). Este
resultado demuestra claramente que para que FxkR active la expresion de fixKf es
necesaria la presencia de hFixL y sugiere fuertemente que la dependencia por hFixL

no es a través del control de la transcripcion de fxkR.

40



Tabla 5. hFixL y FXkR son necesarios para la expresion microaerobica de fixKf

de R. etli.
Cepa Genotipo Plasmidos Nivel de
Expresion®

CE3/pLG1 Wild type pBBMCS53::fixKf 367 + 20
CFNX636/pLG1 fixL::loxPSp pBBMCS53::fixKf 2+ 2
CFN-LG1/pLG1 fxkR::loxPSp pBBMCS53::fixKf 1+4
CFNX636/pLG1/ fixL::loxPSp pBBMCS53::fixKf 60 + 12
pfxkR-Ret pRK415::fxkR-Ret
CFN-LG1/pLG1/ fxkR::loxPSp pBBMCS53::fixKf 697 + 70
pfxkR-Ret pRK415::fxkR-Ret
CFN-LG1/pLGY/ fxkR::loxPSp pBBMCS53::fixKf 2+ 2
pRK415 pRK415

! La actividad especifica de B-glucuronidasa (nmol min™ mg protein'l) se determind después de 10 horas
de incubacién en condiciones microaerébicas a 30°C. Los datos son el promedio de dos réplicas y tres
experimentos independientes.

Para corroborar lo anterior, se analizo la expresion del gen uidA codificado en el
plasmido pARG2, que se encuentra bajo el control del promotor de fxkR. La regulacion
transcripcional del promotor de fxkR se estudio en las cepas CES3 (silvestre), CFNX636
(fixL::loxSp) y CFN-LG1 (fxkR::loxSp), en condiciones aerdbicas y microaerodbicas. El
patron de expresion de fxkR muestra que este gen se expresa de manera constitutiva
independientemente de la concentracion de oxigeno en el cultivo y que el gen no esta
sujeto a auto-regulacion (Figura 10). Considerando que la expresion de fixKf es
altamente inducida en condiciones microaerobicas (25 veces) (Girard L. y col. 2000)
podemos proponer que hFixL activa la expresion de FxkR post-traduccionalmente en

esta condicion.
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Figura 10. Analisis de la expresion de fxkR de Rhizobium etli en condiciones de vida libre. Las células
se crecieron aerébicamente (barras blancas) o microaerébicamente (barras grises) por 10 horas. La
actividad especifica de B—glucuronidasa esta expresada como nmol min™ mg protein'l. Los datos son el

promedio de tres experimentos independientes por duplicado cada uno.

El plasmido pRL9 de R. leguminosarum bv. viciae 3841 posee un gen ortélogo a
fxkR.

Como se mencion6 anteriormente R. etli CFN42 y R. leguminosarum bv. viciae
poseen una hFixL y carecen de un gen fixJ anotado (Patschkowski T. y col. 1996;
Girard L y col. 2000). Dadas estas similitudes consideramos altamente probable la
existencia de un gen ort6logo a fxkR en R. leguminosarum bv. viciae. El analisis de la
secuencia completa de la cepa 3841 por blastp (NCBI GenBank Database) revel6 que
el gen pRL90026, codifica para un polipéptido de 220 aminoacidos con un porcentaje
de identidad del 88% con respecto a FxkR de R. etli. Por “Bi-directional Best-Hit”
pudimos determinar que ambas proteinas son ortélogas. En virtud de que en la cepa
VF39 se describidé el mecanismo de regulacién de los genes fix de R. leguminosarum
bv. viciae pero no ha sido secuenciada, nos basamos en la secuencia del gen
pRL90026 para disefar oligonucleétidos para generar un fragmento por PCR tanto de
la cepa 3841 como de la cepa VF39. El analisis de la secuencia completa del producto

de PCR de la cepa VF39 revel6 un marco de lectura abierto completo con una alta
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identidad a pRL90026 y RHE_PF00530 (98% y 88% respectivamente). Para determinar
si el ortélogo presente en la cepa VF39 es funcional en el fondo genético de R. etli, se
realizd un experimento de complementacion heterdloga, utilizando el plasmido pfxkR-
VF el cual expresa el gen fxkR-VF bajo el promotor del operon lac. El plasmido pfxkR-
VF se transfirid por conjugacion a la cepa CFN-LG1 y se evalud la expresion de la
fusion fixKf::uidA comparando con los niveles de expresion en la cepa silvestre y en la
cepa no complementada. Como se observa en la Tabla 6 el regulador heter6logo FxkR-
VF complementa a la cepa mutante en FxkR-Ret (CFN-LGL1).

Tabla 6. R. leguminosarum bv. viciae tiene un ortdlogo funcional de fxkR de R.

etli.
Cepa Genotipo Pladsmidos Nivel de
Expresion®

CE3/pLG1 Wwild type pBBMCS53::fixKf 367 + 20
CFN-LG1/pLG1 fxkR::loxPSp pBBMCS53::fixKf 1+4
CFN-LG1/pLGY/ fxkR::loxPSp pBBMCS53::fixKf 697 + 70
pfxkR-Ret pRK415::fxkR-Ret
CFN-LG1/pLGY/ fxkR::loxPSp pBBMCS53::fixKf 510+ 71
pfxkR-VF pRK415::fxkR-Rleg
CFN-LG1/pLGl/ fxkR::loxPSp pBBMCS53::fixKf 6 +5
pfixJ-Sm pRK415::fixJ-Smel
CFN-LG1/pLGY/ fxkR::loxPSp pBBMCS53::fixKf 2+ 2
pRK415 pRK415

! La actividad especifica de B-glucuronidasa (nmol min™ mg protein"l) se determind después de 10 horas
de incubacién en condiciones microaerébicas a 30°C. Los datos son el promedio de dos réplicas y tres

experimentos independientes.

Esto sugiere que ambos reguladores podrian cumplir funciones similares en sus
propios fondos genéticos. Como se menciond anteriormente, en S. meliloti y en B.
japonicum, FixJ es el regulador de la respuesta cognado de FixL que activa la
expresion de fixK. Sin embargo, el analisis de la region reguladora de fixKf muestra que

el sitio consenso de unién de FixJ (Ferrieres L. y Kahn D., 2002) no esta conservado en
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este gen (datos no mostrados). Por lo tanto, no es de sorprender que fixJ de S. meliloti
1021 sea incapaz de sustituir al gen fxkR en R. etli CFN42 (Tabla 6).

Identificacion de proteinas tipo-FxkR en las a-proteobacterias

Para identificar la presencia de proteinas tipo FxkR y hFixL en otras bacterias, se
hizo una busqueda con blastp usando las proteinas de R. etli CFN42 como referencia.
Encontramos que las proteinas con un mayor porcentaje de identidad a FxkR y hFixL
de R. etli CFN42 pertenecen a bacterias del grupo de los Rhizobiales (Anexos |y II).
Continuamos nuestro andlisis con aquellas bacterias que tuvieran tanto una proteina
hFixL como una proteina FxkR altamente conservadas con respecto a las de R. etli
CFN42 y que sus genomas estuvieran completamente secuenciados. Las proteinas
hFixL se seleccionaron con base en la conservaciéon de un dominio receptor del fosfato

20y Arg®® los cuales

(Rec1l) en el extremo C-terminal y la presencia de los residuos His
son importantes para la union de oxigeno en FixL de B. japonicum (Dunham CM. y col.
2003; Gong W. y col. 1998). Las proteinas tipo-FxkR se seleccionaron considerando
una calificacion de alineamiento >48 definido por ClustalW2, la presencia de
aminoacidos clave para la funcion del regulador OmpR y su contexto genémico. Este
analisis revel6 la presencia de proteinas tipo-hFixL y tipo-FXkR en los genomas de
Rhizobium rhizogenes K84 (antes Agrobacterium radiobacter K84), Sinorhizobium
meliloti 1021, Sinorhizobium meliloti SM11, Methylobacterium nodulans ORS 2060,
Acidiphilium cryptum JF-5, Acidiphilium multivorum AIU301 y Oceanicola batsensis
HTCC2597. Interesantemente, este analisis revelo la presencia de genes homadlogos a
hfixL y fxkR en el cromosoma de R. leguminosarum bv. viciae 3841.

Como es caracteristico de las proteinas tipo-hFixL de R. etli CFN42, R.
leguminosarum bv. viciae VF39 y S. meliloti 1021 (Boesten B. y Priefer UB. 2004), el
resto de las proteinas tipo-hFixL encontradas poseen una caja H no ortodoxa con el
motivo HDFNNLL (Apéndice IlI). El analisis del contexto genémico en el que se
encuentran los genes tipo-hfixL y fxkR en los genomas analizados revelo la presencia
de un gen que codifica para una proteina que forma parte de la familia de reguladores
CRP/FNR. En la mayoria de los casos esta proteina tiene un alto porcentaje de
identidad cuando se compara con FixKf de R. etli CFN42. El analisis del contexto
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genomico y el analisis comparativo con respecto a las proteinas FxkR, hFixL y FixKf de

R. etli CFN42 se presenta en la Figura 11.

Contexto Genémico Analisis comparativo (ClustalW2)
Cepa Replicon FxkR hFixL FixKf
1 RHE_PF00508 509 530
SO O R etli pRet42f 100 100 100
CFN42
PRLO00OIS 20 25 26
S B Z2d R.leg. bv. pRLO 88 87 798
viciae 3841 46b
5 Arad_7575 7576 7578
4 > A.radiobacter Chr2 75 63 M
K84
pSmeSM11ap133 134 135
...DD_ S. meliloti pSme 66 63 35
SM11 SM11a
pSma1138 11411142
'@..DD_ S.meliloti pSyma 65 64 34
1021
RL1879 1880 1881
<:|_<]_._._ R.leg bv. Chr 61 56 33
viciae 3841
Mnod 6162 6164 6165
ave: = Mnodulans  Chr 61 47 32
ORS2060
3 Acry_0576 0577 0578
_G...G_ A.cryptum Chr 53 47 27
JF5
ACMV_06500 06510 06520
—< <} A.multivorum  Chr 53 46 27
AlU301
OB2597_20616 2062 20626
—G-.-.G- O.batsensis  Desconocido 48 44 29
HTCC2597

Figura 11. Representacion esquematica del contexto gendémico y analisis comparativo de genes tipo-
fixKf, hfixL y fxkR de a-proteobacteria. (A) Representacion esquematica del contexto genémico. Las
cajas 1, 2 y 3 corresponden a diferentes tipos de arreglos identificados. Los arreglos similares se
encuentran en la misma caja. Los genes estructurales estan representados por flechas que indican la
direccionalidad de la transcripcién. Los genes tipo-fixKf estan en color gris, los genes tipo-hfixL en blanco
y los tipo-fxkR en negro. La linea continua denota que los genes estan codificados de forma contigua,
cuando se rompe la continuidad de la linea se indica que los genes se encuentran separados. Los genes
gue se encuentran dentro de la region hfixL-fixKf estan representados con un patrén diferente que
representa su identidad (genes con el mismo patron pertenecen a la misma familia proteica). La probable
caja-K identificada rio arriba de los genes estructurales tipo-fixK se indica con cuadros negros. (B)
Calificacion para las proteinas tipo-FxkR, hFixL and FixKf comparadas con las de R. etli CFN42 obtenida
por ClustalW2. ® corresponde a pRL90019 y ®a pRL90025.

Cuando se analizé el contexto gendmico de los genes hfixL y fxkR se observaron
tres tipos de arreglos (Figura 11A). En el arreglo tipo 1, presente en pRet42f y pRL9 de
R. etli CFN42 y R. leguminosarum bv. viciae 3841 la region de los genes hfixL y fxkR

incluye al operon fixNOQP orientado en direccion opuesta a los genes fixK, hfixL y
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azuP que codifica para una pseudoazurina regulada a nivel transcripcional por FixKf y
NnrR en R. etli CFN42 (Gomez-Hernandez N., no publicado). Es importante hacer
notar que en R. etli CFN42 fxkR y hfixL estan separados por un grupo de 20 genes
mientras que en R. leguminosarum bv. viciae 3841 la region entre ambos genes
contiene solamente 6. El gen fxkR en R. etli se encuentra en vecindad con genes
blanco del reguldén FixKf-NnrR como son el operéon nirkKV-nnrRU y norCBQD. Estos
genes importantes para el metabolismo de nitrito y 6xido nitrico (Gémez-Herndndez N.
y col. 2012) se encuentran ausentes en R. leguminosarum bv. viciae. Mientras que en
esta region en ambos genomas estd presente un gen hemN que codifica para una
oxidasa de coproporfirindgeno Ill importante para el metabolismo de grupos hemo. Una
observacion interesante es que en orientacion divergente con respecto al ortélogo de
fxkR de R. leguminosarum (Figura 11A) se encuentra un gen que codifica para una
proteina de la familia CRP/FNR. Esta probable proteina FNR tiene una calificacion de
46 cuando se compara con FixKf usando ClustalW?2 (Figura 11B) y conserva el dominio
de union EXXSR presente en el HTH de proteinas tipo-FNR (Green J. y col. 2001).
Esto nos hace sugerir que en el plasmido pRL9 estan codificadas dos proteinas tipo-
FixKf.

Se encontré un arreglo diferente (tipo 2) en los genomas de R. rhizogenes K84,
S. meliloti 1021, S. meliloti SM11, M. nodulans ORS 2060 y en los genes tipo-hfixL y
fxkR cromosomales de R. leguminosarum bv. viciae 3841. En este tipo de arreglo, se
encontro que los genes fxkR y fixK estén orientados divergentemente, en el caso de S.
meliloti 1021 parece haber una proteina hipotética codificada entre estos dos genes. En
M. nodulans una proteina hipotética podria estar codificada entre los genes fixK y hfixL.
Como ocurre en el arreglo de tipo 1, los genes fixK y hfixL son codireccionales. Sin
embargo no aparecen en esta region el operén fixNOQP y el gen azuP.

El arreglo gendmico en las bacterias A. cryptum JF-5, A. multivorum AlU301, y O.
batsensis HTCC2597 muestra que fxkR esta codificado entre hfixL y fixKf en una
orientacidén convergente con respecto a hfixL (tipo 3). Las proteinas hFixL, FXkR y FixK
de estas bacterias son las menos conservadas de las analizadas en este trabajo
(Figura 11B).
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Andalisis comparativo de la secuencia primaria de las proteinas tipo-FxkR y los
reguladores de la respuesta OmpR y PhoB.

El analisis de dominios de la secuencia de aminoacidos de FxkR usando varias
librerias, clasifica a este regulador de la respuesta como parte de la familia
OmpR/PhoB. Las proteinas OmpR y PhoB de Escherichia coli son las mejor
caracterizadas dentro de la familia. En E. coli OmpR, es el regulador de la respuesta
cognado de EnvZ, y en conjunto son importantes para el control de la respuesta a
cambios osméticos (Mizuno, T. y Mizushima S., 1987). El residuo de aspartato en la
posicién 55 es el sitio primario de fosforilacién del regulador, sin embargo el Asp™
puede ser fosforilado particularmente cuando el Asp> esta ausente (Delgado J. y col.
1993). La Val*®, la Arg®’ y la Arg®® son residuos importantes para que el regulador
reconozca de manera especifica el DNA (Rhee JE. y col. 2008). El andlisis comparativo
de la secuencia primaria de las proteinas tipo-FxkR revel6 que todas conservan los dos
sitios de fosforilacibon de OmpR con la excepcion del ortdlogo FxkR de R.
leguminosarum bv. viciae 3841 como aparece anotado en la secuencia reportada
(Figura 12). Sin embargo, si tomamos como sitio de inicio de la traduccién el codén de
la metionina que se localiza a 63 pb rio arriba del inicio de la traduccion predicho, se
genera un marco abierto de lectura ininterrumpido que cubre la regiébn completa de
fxkR de R. etli CFN42 y que conservara el Asp** de OmpR. Adicionalmente, seis bases
rio arriba de este ATG encontramos una secuencia parecida al sitio de unién del
ribosoma (RBS) (GACGGA); mientras que en la cercania del sitio de inicio de la

traduccién anotado no pudimos identificar un RBS.

Acry 0577  —-—-- MDAGTILIV%bDPQIRTMLRRYLAGEGYGTREADSEAGTHAALLGGDVTLVLﬁ%L 55
ACMV_ 06510  ----- MDAGTILIVDDDPQIRTMLRRYLAGEGYGTREADSEAGTHAALLGGDVTLVLLDL 55
RHE PF00530 -MAAPQHDAHLLVVDDDPRIRQMLTRYFEDEGYTVSSAADGTEMRVRLRQONFDAVLLDL 59
pRLY0026 = mmmmmmm MLTRYFEDEGYAVSSASDGIEMRVHMRQQSFDAILLDL 38
Arad 7575 MAPDQQORREHVLVVDDDPRIRQMLTRYFEDEGYAVSTASNGLEMRACLQQENFDAILLDW 60
RL1881 MTSGTVRRTRILVVDDDVRIQRMLAQYLGEEGFDVDVAGGSSQMRARMAGAKFDAVLLDL 60
pSmeSMllapl33 MANAPTLPEHILVVDDDSRIRQMLSRYFEEEGYRVSLAGDGQEMRECLDKQPVDVILLDL 60
SMall38 = e e e

Mnod 6165 —-—---MSEPPHILITDDDPRIRQMLSRYLESEGFRVSTAESGTAMRKALASEKIDLVLLDL 56
0B2597 20621 ——--MDVTAKRILVVDDDAKIRTLLRRCFESDGYEVVDAEAAESVRAAFAEGDFDLVTLDL 57
ompR Ec -——--MQENYKILVVDDDMRLRALLERYLTEQGFQVRSVANAEQMDRLLTRESFHLMVLDL 56
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phoB_Ec

Acry 0577
ACMV_06510
RHE PF00530
PRLS0026
Arad 7575
RL1881
pSmeSM11apl33
SMall38
Mnod 6165
0B2597 20621
ompR Ec

phoB Ec

Acry 0577
ACMV_06510
RHE PF00530
PRL90026
Arad 7575
RL1881
pSmeSM11lapl33
SMall38
Mnod 6165
0B2597 20621
ompR Ec

phoB Ec

Acry 0577
ACMV_06510
RHE_PF00530
PRLY0026
Arad 7575
RL1881
pSmeSM1lapl33
SMall38
Mnod 6165
0B2597 20621
ompR_Ec

—————— MARRILVVEDEAPIREMVCEVLEQNGFQPVEAEDYDSAVNQLNEPWPDLILLDW

MLGGE-DGLALARATIRARSD---VPIIMLTGKDDVIDRVAGLEAGADDYIAKPFHLREVL
MLGGE-DGLALARATIRARSD---VPIIMLTGKDDVIDRVAGLEAGADDYIAKPFHLREVL
VLPGGTDGLDLAREIRAQSD---VPIMMLTGRDDVVDRIVGLEVGADDYIAKPFHLREVH
VLPGGADGLDLAREIRAQSD---VPIMMLTGRDDVVDRIVGLEIGADDYVAKPFHLREVH
VLPGGKDGLDLAREIRAQSD---VPIIMLTGRDDVVDRIVGIEVGADDYIAKPFHLREVH
VLPGDCDGLQLAREIRSGSD---VPIIMLSGRDDVMDRVVGLEVGADDY IGKPFHLREVL
MLPGE-DGLTLARDIRARSD---VPIIMLTGRSDVVDRVVGLEVGADDYIAKPFHLREVL
——————————————————————————— MLTGRSDVVDRVVGLEVGADDYIAKPFHLREVL
VLAGE-DGLELAREIRASSR---VGIIMVTGRSDIIDMVVGLEVGADDYIAKPFQLREVL
NLGAE-DGLDIARELRRDHD---VPIFMVTGKDDVIDRVVGLELGADDYLTKPFHVREVL
MLPGE-DGLSICRRLRSQSNP--MPIIMVTAKGEEVDRIVGLEIGADDYIPKPFNPRELL
MLPGG-SGIQFIKHLKRESMTRDIPVVMLTARGEEEDRVRGLETGADDYITKPFSPKELV

Kk ek KAhkkkk e kkk ok .

ARIRALKRRMTGRGTPEPAEPDPP---EAVIRFDGHALDPLGRTLRGRDGADIPLTTAEF
ARIRALKRRMTGRGTPEPAEPDPP---EAVIRFDGHALDPLGRTLRGRDGADIPLTTAEF
ARLKSILRRRQPPARNPEAAG-—-—-—-—-— EEIIGFEDWKLNLSRRQLLDPEGTEIELTTGEF
ARLKSILRRRQSSGPNAEPVS——-—-—-— EEIVGFEYWKLNLSRRQLVDPQGAEIELTTGEF
ARLKSILRRROQPAIRSPDKNP-—-———- DDVIRFEGWQLDTGKRQLLAAEGHEIELTTGEF
ARVKTVLRRRSPAG-DPVRIE--———-— GDVFRFEGWKLDVERRAVTNPAGDEVAMSTGEF
ARVRGVLRRRQPRRSPEVGDQQ--—--— TEIYCFEGLRLDVGSRQLLSDDEREVPLTTGEF
ARVRGVLRRRQPRRSPEVGDQQ—--—-—-— AEVYSFEGLRLDVGSRQLLSDDEREVPLTTGEF
ARTRSVLRRLOPSASTETAKAVGPSSRAEVIGFEGWRLDISRRELMSPEGQEVPLTTGEF
ARVRSVLRRTARREAPPAASRETA---APWQGLDGLRINLDGMQLLDREGRDCALTTADF
ARIRAVLRRQANELPGAPSQE-—--—-—-— EAVIAFGKFKLNLGTREMFR-EDEPMPLTSGEF
ARIKAVMRRISPMA-—-———=——————— VEEVIEMQOGLSLDPTSHRVMAGEEP-LEMGPTEF
Kxopo KX : HE : N
[ ) [ I )

ELLAVFLRHAGRVLDRDQLLNLLKGRDFEAFDRLEDEOVIRLRRKIEQDPGQPOLIKTVR
ELLAVFLRHAGRVLDRDQLLNLLKGRDFEAFDRLDEOVJJRLRRKIEQDPGOPQLIKTVR
DMLTTFVRHAGRVLTRDVLMDLTRGRNLEAFDRT IDAQIVRLRRKIETDPKKPQFIKAVR
DMLATFVRHAGRVLTRDVLMDLTRGRNLEAFDRT IDAQIVRLRRKIETDPKRPQFIKAVR
DILVVFARHAGRVLSRELLMDLTRGRNLEAFDRTIDAQIBRLRKKIETDPARPQLIKSIR
DMLHVFAAHAGRVLTRDMLMDLTRKRGRDGFDRTIDALIVRLRRKIETDPASPRLIKSVR
DMLCVLVKHAARVLQOREFLMDLTRGRNLEAFDRSIDAQIBRLRRKIERDHTRPALIKSVR
DMLCVLVKHAGRVLQREFLMDLTRGRNLEAFDRSIDAQIERLRRKIERDHTRPALIKSVR
DLLAAMAKHPGRVLSRDMLMDLTRGREWDALDRS IDAQVVRLRRKLEADPKNPKLIKSVR
KLLAAFVGNPQRQLSRDRLMDLVNGSDWTPLDRTIDNQVERLRKKLERDPARPQLIKTVR
AVLKALVSHPREPLSRDKLMNLARGREYSAMERSIDJOISRLRRMVEEDPAHPRY IQTVW
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phoB Ec KLLHFFMTHPERVYSREQLLNHVEQTNVYZEQRTIDIHIRRLRKALEPG—GHDRMVQTVR 219
HEO HIN *oox
Acry 0577 GAGYVFAGKLER----— 240
ACMV_ 06510 GAGYVFAGKLER----- 240
RHE PF00530 GVGYVEFTARLD--—--- 241
PRLS0026 GVGYVEFTARLD--—--- 220
Arad 7575 GVGYVFTGKV-————=—— 241
RL1881 GVGYLFTARLETASGQP 247
pSmeSM1lapl33 GVGYVEFTARTTRQRS-- 246
SMall38 GVGYVFTARTTRQRS-- 163
Mnod 6165 GAGYVFAGRIERM---- 245
0B2597 20621 GLGYMLTEKPVDLAG-- 245
ompR_Ec GLGYVEVPDGSKA---- 239
phoB Ec GTGYRFSTRF-——=—-—— 229

* kk .

Figura 12. Alineamiento multiple de proteinas FxkR con los reguladores OmpR y PhoB de E. coli. La
secuencia primaria de las proteinas FxkR de R. etli CFN42 (RHE_PF00530), R. leguminosarum bv.
viciae (pRL90026 and RL1879), R. rhizogenes (Arad _7578), S. meliloti 1021 (SMal1142), S. meliloti
SM11 (pSmeSM11apl33), A. cryptum (Acry_0578), A. multivorans (ACMV_06520), O. batsensis
(OB2597_20626) y M. nodulans (Mnod_6162) se alinearon con las secuencias de OmpR y PhoB de E.
coli para analizar la conservacion de aminoacidos importantes para la funciéon de estas Ultimas. El
triangulo marca las posiciones en las que OmpR puede ser fosforilado (D! y D*°). Los aminoacidos que
contactan al DNA estan indicados por un punto. Los residuos que contactan a la RNA polimerasa estan
doblemente subrayados en PhoB y subrayados en OmpR. Los amino&cidos que participan en la interfaz
de interaccion Proteina-Dna en el modelo tridimensional de FxkR vy la estructura tridimensional de PhoB

se encuentran coloreados cada uno con un color diferente.

Nuestro andlisis también revelé que en la regién de reconocimiento del DNA todas

207 209

las proteinas FxkR estudiadas conservan la Arg="" y la Arg”", mientras que el residuo

Val®® esta sustituido por una alanina. Se ha propuesto que los aminoacidos que
y
el Asp'®?, mientras que los aminoéacidos que contactan a las subunidades o de la RNA
polimerasa en OmpR son Arg*?, Pro'’®, GIu'®3, AIn'*® and GIu*®® (Makino K. y col. 1996;

Pratt LA. y col. 1994). La mayoria de las proteinas FxkR examinadas conservan

contactan a la subunidad ¢’ de la RNA polimerasa en PhoB son Trp*®, Gly'®, val*®

Unicamente el residuo Aln'®® de OmpR y Asp*®? y Gly'® de PhoB (Figura 12). Estas
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observaciones nos permiten sugerir que la interaccion con la RNA-polimerasa podria
ser considerablemente diferente en los reguladores FxXkR con respecto tanto a OmpR
como a PhoB, mientras que la region de reconocimiento del DNA podria parecerse a
las presentes en los blancos de regulacion de estos.

La region reguladora de los genes tipo-fixKf comparte una caja reguladora

La conservacion del contexto gendmico de los genes tipo-fixKf nos llevo a proponer
que podrian estar regulados de manera similar. Para identificar elementos reguladores
en la secuencia rio arriba de estos genes usamos el servidor web MEME (Bailey TL. y
Elkan C. 1994). Interesantemente, en la region reguladora de los 11 genes tipo-fixKf
estudiados identificamos un motivo de 20 pb con un E-valor de 1.6(10)?°. En la Figura
13 se muestra una representacion gréfica del alineamiento del motivo, su posicién con
respecto al inicio de traduccién y la secuencia consenso (Logo).

El motivo conservado esta compuesto por dos sub-sitios de 6 pb separados por 4
nucleétidos variables (GTTACA-N4-GTTACA). La tercer posicion del primer sub-sitio es
la menos conservada y los motivos presentes en los genes tipo-fixKf de A. cryptum y A.
multivorans tienen variaciones considerables con respecto al consenso GTTACA-N;-
GTTACA (Figure 13). Esta secuencia se asemeja al sitio F1 de reconocimiento
presente en ompF, al cual se une el regulador OmpR (Yoshida T. y col. 2006). A esta
secuencia conservada se le nombr6 caja-K y a los dos sub-sitios Ka y Kb

respectivamente.
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A

Nombre de |la secuencia P-valor

RHE PF00508 2.97e-12 ACGAACCGTC TTCACCCTTT
PRL90025 7.66e-12 TCAAGCCGCG GGCACCGTCT
PRL90019 1.28e-11 GCGAACCGCC TTCACCGGTT
SMall4l 4.,27e-11 CACTCCCAGC CGTACCCATT
pSmeSMllapl34 4.27e-11 CACTCCCAGC CGTACCCATT
Arad_7576 2.43e-10 CGGGCTGCGC TGCACCGTTT
Mnod_6164 4.99e-10 ATCGGAAGAT TCCACACGAT
RL1880 1.64e-09 GCATTCTCAA CGCATCAATT
ACMV_06500 6.55e-09 TTTATATGAA GCCGCGAAAT
Acry_0576 6.55e-09 TTTATATGAA GCCGCGAAAT
OB2597_20616 1.34e-08 CCGGCGACAA CACGCGTATA

B C

Nombre de la secuencia Localizacidon del Motivo

RHE_PF00508 .

pRL90025 I

pRL20019 I 2

SMat1141 .

pSmeSM1i1api34 I

Arad_7576 .

Mnod_6164 _— H

RL1880 — c A T

ACMV_06500 . ‘ T T ATC A

Acry_0576 - JP?H%?W&HM:?QHQGW h(o;mr

0B2597_20616 -5 @ Tt e a

: : ; ! i
200 150 100 50 0

Figura 13. Identificacion de la caja-K en la region reguladora de genes tipo-fixKf. (A) Motivo conservado
y p-valor encontrados por MEME mediante el analisis de los 200 pb rio arriba de los genes fixK. Los
nucledtidos que estan dentro de las cajas negras son los mas conservados. (B) Representacién gréfica
de la localizacién de la secuencia conservada con respecto al sitio de inicio de la traduccién de los genes
fixK. (C) Una representacion tipo Logo que muestra el grado de conservacion de los nucleétidos a lo

largo del motivo descubierto.

Para determinar la relevancia de la caja-K en la activacion de la expresion
microaerébica de fixKf, realizamos el siguiente analisis de expresion. Primero
identificamos el sitio de inicio de la transcripcion de fixKf por la técnica de 5’-RACE
(amplificacion rapida de los extremos 5 de cDNA), a partir de RNA total purificado de
cultivos de la cepa silvestre en condiciones microaerdbicas. Nuestros resultados

muestran que el inicio de la transcripcion de fixKf es una A localizada 21 nucleétidos rio
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arriba del probable codén de inicio. El andlisis de la secuencia de DNA rio arriba del
gen fixKf revelo la presencia de una region rica en purinas que podria ser un RBS
(AGGGGA) a 7 bases del codon ATG. El motivo conservado identificado en este
trabajo (GTTACA-N4-GTTACA), esta centrado en la posicién -69 bp con respecto al
inicio de la transcripcion de fixKf (Figura 14A). Se construyeron diferentes fusiones
transcripcionales con el gen monitor uidA, clonando diferentes fragmentos de la region
reguladora de fixKf (Figura 7A). El plasmido pDZS1 (RRAfixKf-AK-box) contiene una
region de 528-pb que no incluye la caja-K, el plasmido pDZS2 (RRAfixKf-K-box wt)
contiene una version recortada de la region reguladora (560-bp) que comienza con la
caja-K, en pDZS3 (RRAfixKf-KaAGTT) se eliminaron los primeros tres nucleotidos del
sub-sitio Ka mientras que en pDZS4 (RRAfixKf-AKa) el sub-sitio Ka se elimino
completamente. Estos plasmidos se introdujeron por separado en la cepa CE3 de R.
etli y su actividad transcripcional se monitored bajo condiciones microaerébicas y se
compar6 con el nivel de expresion obtenido con el pldsmido pLG1 el cual contiene
completa la region intergénica fixNf — fixKf (RRfixKf-wt) (Figura 14A).

La expresion microaerdbica de fixKf se vio drasticamente afectada cuando se
eliminé la caja K, indicando que este motivo o parte de la secuencia rio arriba de €l se
requiere para la expresion (Figura 14B comparar el nivel de expresion de pLG1 vs.
pDZS1). El nivel de expresion microaerdbica de los plasmidos pLG1 (281 + 7) y pDZS2
(292 + 8) es muy similar, lo cual sugiere que la region reguladora presente en el pDZS2
es suficiente para la expresién de fixKf y que la secuencia rio arriba de la caja-K parece
ser dispensable para su activacion. La eliminacién de los primeros 3 nucle6tidos de la
caja-K afecta el nivel de expresion de fixKf, el cual disminuye a niveles cercanos al 50%
(pDZS3, 136 + 6); mientras que la eliminacibn completa del sub-sitio abate en su
totalidad la transcripcion (pDZS4, 17 + 6) (Figura 14B). Este resultado sugiere que la
presencia del sub-sitio Ka completo es esencial para la activacion y maxima expresion
de fixKf. Para evaluar la importancia de los sub-sitios Ka y Kb de manera
independiente, se generaron mutaciones sitio-especificas en cada uno de ellos. En el
pLG1 el motivo GTTACA se sustituyé por un sitio de restriccion EcoRl de manera
individual en pKa* o en pKb* (de GTTACA a GAATTC, ver Figura 14A). Nuestro

resultados revelan que ambas mutaciones afectan drasticamente la expresion
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microaerdébica de fixKf (17 + 8 y 11 + 2 respectivamente) (Figura 14B), confirmando que
la caja-K es crucial para la activacion de este gen y que ambos sub-sitios son

necesarios para su correcto funcionamiento.

cajaK
fxNE +‘11 ANB (-69) +1 fixKE
| — =] —)
. 234pb .
(1835 pb) 7
A~ pLG1 —{ uidA > |.|
526 pb) y
pDZ51 (526 p - &
(559 pb) l
pDZS2 = Cuida L

556 pb
PDZS3 O i

pDZSS5 (pKa®)  GAATTC CACT GTTACA @ D

pDZS6(pKb*) GTTACACACT GAATIC @ D

A

caja-KWT GEACACACTGELACA 0 50 100 150 200 250 300 350
Actividad especifica de B-glucuronidasa

Figura 14. Andlisis genético del probable sitio de unidn de FxkR (A) Representacion esquemaética de la
regién reguladora de fixKf y los fragmentos clonados en el plasmido pBBMCS53 para generar las
fusiones transcripcionales fixKf-gus. Los genes estructurales fixNf y fixKf estan representados por flechas
gue indican la direccion de la transcripcién. El inicio de la transcripcion de cada gen esta indicado con un
+1 y una flecha doblada. Los sub-sitios de la caja-K estan representados por cuadros negros y blancos.
La caja de anaerobiosis de fixNf esta representada por una caja sin relleno llamada ANB. La posicién
relativa de los elementos identificados y el tamafio de los fragmentos clonados en el pladsmido
pBBMCS53 se indica. Una representacion a escala del tamafio de las fusiones se muestra mediante
lineas punteadas. Las flechas al final de cada fusién transcripcional representan al gen uidA. Las
leyendas pKa* y pKb* denotan la presencia de mutaciones sitio dirigidas en los sub-sitios Ka y Kb
respectivamente. Los nucledétidos subrayados indican el sitio EcoRI introducido. (B) Analisis de expresion
microaerdbica. Cada barra de actividad estd posicionada de acuerdo con la fusion transcripcional
correspondiente mostrada en el panel A. La actividad especifica de B-glucuronidasa se expresa en nmol

min™ mg protein'l. Los datos son el promedio de dos réplicas de tres experimentos independientes.
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FXKR se une a la region intergénica fixNf-fixKf in vitro.

Por medio de ensayos de movilidad eletroforética (EMSA) estudiamos la posible
interaccion de FxkR con la region reguladora de fixKf. Para ello generamos una
proteina recombinante FxkR de R. etli con cola de histidinas (Hisg-FXkR) y amplificamos
por PCR fragmentos de 300 pb de la region reguladora de fixKf que incluyeran la caja-
K silvestre o los sub-sitios mutados pKa* y pKb* (Figura 15A). La incubacion de la
sonda silvestre marcada con concentraciones crecientes de la proteina Hisg-FxkR
resulté en un incremento en la cantidad de complejo Proteina-DNA (Figura 15B). La
unién de la proteina recombinante fue especifica a juzgar por el hecho de que el DNA
inespecifico no marcado (DNA de esperma de salmén) a una concentracion 100 veces
superior al de la sonda no elimind la formacion del complejo (Figura 15C comparar
carriles 1 y 2). Adicionalmente los ensayos de competencia revelaron que las regiones
mutadas no son capaces de competir por la unién de la proteina mientras que la region
silvestre si lo es. Esto sugiere que FxkR es incapaz de unirse a una region que
contenga mutaciones especificas en los sub-sitos Ka o Kb (Ka* or Kb*
respectivamente) (Figura 15C, carriles 3 y 4). Ademas cuando se sustituyeron los sub-
sitios de la caja-K por sitios de restriccion EcoR1 en la sonda marcada (Ka* and Kb*) la
unién de la proteina Hisg-FXKR se vio severamente comprometida (Figura 15D). Estos
resultados nos permiten concluir que FxkR es el activador directo de la expresion de
fixKf, que la secuencia GTTACA-N4;-GTTACA es el sitio de union que reconoce esta

proteina y que ambos sub-sitios son necesarios para que la union ocurra.
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Figura 15. La proteina recombinante FxkR de R. etli se une especificamente a la caja-K. (A)
Representacion grafica de la region utilizada como sonda para los ensayos de EMSA. Se muestra la
sonda silvestre y las sustituciones hechas por mutacién sitio dirigida (WT, Ka* y Kb* respectivamente).
(B) El ensayo de EMSA se realizé sin proteina Hisg-FXkR (carril 1) o con 0.3, 0.7, 1.4 y 2.9 nM de
proteina Hisg-FXkR (carriles 2, 3, 4, y 5 respectivamente) mas sonda silvestre marcada. (C) Se hizo un
ensayo de competencia con 2.9 nM de Hisg-FXkR mas sonda silvestre marcada sin competidor especifico
no marcado (carril 1) o con un exceso de 100 veces de competidor especifico silvestre (carril 2), o
mutado en Ka* (carril 3) o en Kb* (carril 4) sin marcar. D) Ensayo de unién utilizando como sonda
marcada fragmentos con mutaciones ya sea en el sub-sitio Ka (carriles 1, 2) o Kb (carriles 3, 4) con o sin
2.9 nM Hisg-FxkR. El complejo FXkR-DNA (C->) y el DNA libre (F->) estan indicados.

Prediccién de la interfaz de unién a DNA por métodos bioinforméaticos

Existen métodos bioinforméaticos que permiten predecir a partir de modelos
tridimensionales el tipo de aminoacidos que participan en la interaccion con el DNA y
los tipos de contacto que ocurren. Para poder modelar la estructura de FxkR unido a su
DNA blanco se requiere utilizar como templado a las coordenadas atomicas de un
complejo Proteina-dna cristalizado que pertenezca a la familia OmpR/PhoB. EIl Unico
complejo de este tipo que se tiene corresponde a 1GXP (PhoB-pho_box) y esta
depositado en la base de datos “Protein Data Bank”. A pesar de que la similitud de
secuencia entre las proteinas FxkR y PhoB es relativamente baja, la prediccion de
estructura secundaria muestra una alta conservaciéon dentro de estas proteinas (Figura

16). Lo anterior hace posible modelar la estructura cuaternaria de FxkR de R. etli
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usando como templado la estructura cristalografica del complejo PhoB-pho_box
(1gxpAB). Utilizando el servidor web 3d-footprint pudimos determinar que una gran
parte de los aminoacidos identificados dentro de la interfaz de union Proteina-Dna en
1gxp se encuentran conservados en FxkR (Figura 12).

Para generar el modelo dimérico de FxkR en complejo con la caja pho (FxkR_AB-
pho_box) se utilizo el servidor web de modelaje Tfmodeller como se menciona en
materiales y meétodos. La energia de los contactos intramoleculares se minimizo

utilizando el programa Swiss-Pdbviewer.

h and Sander. 1983) and PSIPRED (Jones. 1999).

_— You have selected to perform secondary structure prediction using DSSP (Kabsc

........................... | L - |
(PRED) PhoBMA----- GF D
(PRED) kaRMAAPQHDh GY D
.................. L L | e (U11]
(PRED) FPhoBWPD WM LPG-GS SMT RDIP RGE
(PRED) FxkRNFD LV LPGGTD 5-- -DVP G RDD

........................... L L |
(PRED) PheBLETGAD PFS RIS =====-= PMAV EEV
(PRED) kaRlEVGAD KPFH RQ PFPPARNPEAAG EE
......... e e 190200
(PRED) PhoB GE G HPERVYS GTHN
(PRED) FxkR LSRR GT LT HAGRVLT G RN

(PRED) PhoBVYVEDR,| PGG-HDR RGT
(PRED) FxkRLEAFDE| TDPKEKFPQ RG V|

Figura 16. Prediccién de estructura secundaria de las proteinas PhoB y FxkR. Con rojo se marcaron los

RF -
T ARLD

aminoacidos que se predice forman estructuras tipo helice y con azul aquellos que forman laminas.

La caja-pho del complejo original (GAGCTGTCATAAAGTTGTCACGG) se
modificd para generar una secuencia similar a la caja-K
(GAGCTGTTACAAACTGTTACAAA). Esto se logréo usando un programa (“script”)
generado con el lenguaje de programacion python.

Con base en informacion obtenida del modelaje tridimensional se hizo una
predicciéon de la probable interfaz de reconocimiento Proteina-Dna. El servidor web 3d-
footprint se utilizé para analizar la probable interfaz de reconocimiento. Mediante la

aplicaciéon “footprint your structure” el servidor predice los contactos entre los
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aminoacidos y los nucleotidos del complejo, el Logo y una matriz de posicion y peso del
probable sitio de unién a DNA.

Como se observa en la Figura 17 basado en el modelo estructural los contactos
entre la cadena A y el sub-sitio Ka son muy similares pero no idénticos a los de la
cadena B con el sub-sitio Kb. Las diferencias podrian estar dadas por estimaciones no
necesariamente correctas debidas al modelaje de la estructura cuaternaria. En los
geles de retardo no tenemos la resolucion suficiente para aseverar que existan
diferencias en la unidn de la proteina recombinantes con las regiones de DNA mutadas

en los sub-sitios Ka y Kb.

A

H:A211ARG.NH1=-06 V:A207ALA.CB=C7

| |
SOl O (oaca=ec|

V:A 210 VAL.CG2=C7

H:B211ARG.NH2=06 ;.p 507ALA.CB=CT
H:B 211ARG.NH1-06 [

>

V:B 210 VAL.CG1=C7 V:B 206ASP.CB=C7

Figura 17. Contactos en la interfaz de la proteina FxkR de R. etli y la caja-K de fixKf. A) Contactos de la
cadena A con el sub-sitio Ka. B) Contactos de la cadena B con el sub-sitio Kb. Las flechas con una sola
punta indican contactos por puente de hidrogeno, las flechas con doble punta indican interacciones
hidrofébicas. Los numeros encerrados en paréntesis indican la cantidad de contactos de la base
nitrogenada con cadenas laterales. La leyenda superior de las flechas indica el tipo de contacto (H-
puente de hidrogeno; V-interaccion hidrofébica), la cadena (A o B), el aminoacido que contacta la base
nitrogenada y los grupos que forman la interaccién. Los nucleétidos rellenados tienen una deformacion

en la geometria del DNA generada por el algoritmo DNAPROT.
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Cuatro aminoacidos parecen ser los que generan la mayoria de los contactos
con la caja-K, la Arg*!
sub-sitio Ka (GTTACA) y la primer timina del sub-sitio Kb (GTTACA), la Ala®®" que tiene

interacciones hidrofébicas con la primer timina del sub-sitio Ka (GTTACA) y la segunda

gue forma puentes de hidrogeno con la primera guanina del

timina del sub-sitio Kb (GTTACA), la Val**° forma interacciones hidrofébicas con la
timina complementaria de la primera adenina del sub-sitio Ka y del sub-sitio Kb
(GTTACA), mientras que el Asp®®® forma interacciones hidrofébicas con la timina
211 y el

Asp®® estan conservados con respecto a la Arg”* y el Asp'®® de PhoB, la Ala®’ esta

complementaria de la segunda adenina del sub-sitio Kb (GTTACA). La Arg

semi-conservada con respecto a la Val'®’ de PhoB mientras que la Val?'® sustituye a la
Arg®® de PhoB. El anélisis de esta sustitucién podria dar pistas sobre las diferencias
en el reconocimiento de blancos de regulacion por estas dos proteinas. Como una

aproximacion inicial hicimos una mutacion in silico para sustituir la Val**°

por una
arginina en el modelo tridimensional (Val*’°Arg) (Figura 18). Las interacciones son
similares sin embargo esta modificacion genera interacciones por puentes de hidrogeno
de la Arg?® con la adenina complementaria a la segunda timina del sub-sitio Ka y no
asi en Kb (Figura 18).

El servidor 3d-footprint usa dos clases de matrices de peso y posicion (PWM) para
estimar las especificidades de union. La PWM llamada “Contact’, es calculada
sumando los contactos entre las cadenas laterales y las bases nitrogenadas. La PWM
llamada “Readout” se deriva tanto del arreglo del “score” de interacciones atdbmicas en
la interfaz y la serie de deformaciones dependientes de secuencia a partir de las
coordenadas de DNA utilizando el algoritmo DNAPROT. EI programa genera una
representacion grafica (Logo) de las estimaciones hechas con base en un modelo o
estructura tridimensional (Figura 19). El Logo de la especificidad de unién del modelo
FxkR-caja_K se asemeja al consenso generado por MEME (Figura 13C), sin embargo
los contactos con la citosina conservada de ambos sub-sitios no se observan. De igual
forma la guanina del sub-sitio Kb que se encuentra altamente conservada en la region
reguladora de genes tipo-fixKf parece no ser reconocida con alta especificidad en el
modelo (Figura 19A). El Logo generado con el modelo mutado en la Val**°Arg tiene

diferencias interesantes. El contacto con el tercer nucleoétido del sub-sitio Ka (GTTACA)
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podria ocurrir tanto con una C como con una T (GTCACA) que da como resultado un
sitio muy similar al que se une PhoB (TGTCA) (Figura 19B). Ademas la primera

adenina del sub-sitio Kb parece no ser reconocida (GTTACA).

A

H:A211ARG.NH1=06 V:A207ALA.CB=C7

20 - 38 BB 0 =

H:A 210ARG.NH1=N7
H:A 210ARG.NH2=N7

V:A 206ASP.CB=C7

B

H:B 211ARG.NH2=04
H:B 211ARG.NH1=04 V:B207ALA.CB=C7

|, |
e & e G

V:B 206ASP.CB=C7

Figura 18. Representacion grafica de los contactos en la interfaz Proteina-DNA de un modelo
tridimensional de FxkR en el cual se sustituyo la val*® por una Arginina. A) Contactos de la cadena A
con el sub-sitio Ka. B) Contactos de la cadena B con el sub-sitio Kb. Las flechas con una sola punta
indican contactos por puente de hidrogeno, las flechas con doble punta indican interacciones
hidrofébicas. Los numeros encerrados en paréntesis indican la cantidad de contactos de la base
nitrogenada con cadenas laterales. La leyenda superior de las flechas indica el tipo de contacto (H-
puente de hidrégeno; V-interaccion hidrofébica), la cadena (A o B), el aminoacido que contacta la base
nitrogenada y los grupos que forman la interaccién. Los nucleétidos rellenados tienen una deformacion

en la geometria del DNA generada por el algoritmo DNAPROT.
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Figura 19. Estimacion de la especificidad de union de FxkR a la caja-K de fixKf. A) Representacion
gréafica de la especificidad de union de la proteina silvestre FxkR a la caja-K. B) Representacién grafica
de la especificidad de unién a la caja-K de la proteina FxkR donde se sustituy6 la Val**® por una Arginina.

La mayoria de estos resultados se incluyeron en el articulo (Anexo llI)
FxkR provides the missing link in the fixL-fixK signal transduction cascade in
Rhizobium etli CFN42. David Zamorano-Sanchez, Alma Reyes-Gonzélez, Nicolas
Gomez-Hernandez, Patricia Rivera, Dimitris Georgellis and Lourdes Girard. Molecular
Plant-Microbe Interactions. doi.org/10.1094/MPMI-05-12-0136-R. En prensa.
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Discusion y Perspectivas

Hemos demostrado que un regulador de la respuesta de la familia OmpR/PhoB aqui
llamado fxkR (por “fixK regulator”), es el elemento regulador clave que completa la
cascada reguladora dependiente de hFixL. Nuestros resultados demuestran que FxkR
es indispensable para activar la expresion de fixKf en respuesta a una baja
concentracion de oxigeno en R. etli CFN42. Esta activacion la logra gracias a su union
a una secuencia especifica (GTTACA-N4-GTTACA) en la region reguladora de fixKf
(caja-K). Dado que este es el primer regulador reportado que activa la expresion
microaerébica de fixKf, este trabajo ha servido para dilucidar una pregunta que
permanecio sin respuesta por mucho tiempo y que es de relevancia en el campo de la
regulacion genética de la fijacion de nitrégeno.

La adaptacién co-evolutiva ha dado forma a los circuitos genéticos que controlan la
simbiosis y la fijacion de nitrégeno, llevando a diferencias significativas entre parejas
simbidticas no relacionadas. La intrincada cascada de regulacion de los genes fix en
Rhizobium etli revela a un nuevo participante, el regulador de la respuesta FxkR. Es
digno de destacar que este nuevo regulador no pertenece a la familia de reguladores
de FixJ los cuales son ampliamente aceptados como proteinas cognado de las
proteinas detectoras FixL y los principales distribuidores de la sefial de oxigeno en
varias o-proteobacterias. El descubrimiento de este regulador abre varias posibilidades
de lineas de investigacion interesantes, como son la caracterizacién bioquimica de sus
mecanismos de regulacion, su especificidad por hFixL como la cinasa de histidinas
cognado y la caracterizacion a nivel genémico de los circuitos reguladores de la fijacion
de nitr6geno u otros procesos microaerdbicos en los que podria estar involucrado no
solo en R. etli si no en otros organismos modelo.

Previamente se habia reportado que mutaciones sencillas en fixL o fixKf no afectan
la fijacion de nitrogeno. Con este antecedente no era inesperado que la mutante nula
en fxkR de R. etli mostrara un fenotipo Fix" (datos no mostrados). Las proteinas FnrNch
y FnrNd pueden sustituir a FixKf en condiciones simbioticas (Lopez O. y col. 2001). Los
genes fnrNch y fnrNd no poseen la caja consenso K en su region reguladora, esta

observacion sugiere fuertemente que estos reguladores no estan bajo el control directo
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de FxkR en el nodulo. ElI hecho de que los reguladores tipo-FnrN se caracterizaron
como detectores de oxigeno con capacidad de autoactivacion podria explicar su papel
como una rama independiente de control de los genes involucrados en la fijacién de
nitrégeno.

Uno de los objetivos de este trabajo era sentar las bases para trabajos futuros en
otras bacterias que pudieran compartir este novedoso elemento regulador. Con este
propoésito hicimos una busqueda in silico para encontrar tractos genéticos conservados
que incluyeran al gen fxkR en a-proteobacterias. Una cascada de regulacién de los
genes fix muy similar a la de R. etli habia sido reportada previamente en R.
leguminosarum bv. viciae VF39. Esta bacteria induce simbiosis efectiva con planta
leguminosas de la tribu Fabeae (Patschkowski T. y cols. 1996). En este trabajo
identificamos la presencia de un ortélogo de fxkR en R. leguminosarum bv. viciae VF39
y demostramos que este gen codifica para una proteina FxkR capaz de restaurar la
expresion de fixKf en una mutante nula de fxkR en R. etli CFN42. Una perspectiva
interesante seria probar si este regulador controla la expresién de fixK o fnrN en su
propio fondo genético. Por otro lado el analisis funcional de los genes fixK, fnrN y hfixL
en la cepa 3841, no ha sido reportado. En este trabajo encontramos la caja-K en la
region reguladora de tres genes tipo-fixK pero no en la del gene fnrN. Por lo tanto
podemos sugerir que uno o los tres genes fixK podrian controlar la expresion de la
oxidasa terminal simbiética de manera directa o indirecta a través de fnrN. El escenario
regulador se vuelve méas complejo si integramos las proteinas tipo-hFixL y FxkR
codificadas en el cromosoma de esta bacteria. No tenemos evidencia de que ambos
juegos de proteinas sean funcionales. La demostracion de que FxkR pueda unirse con
diferente especificidad a variante de la caja-K presente rio arriba de los diferentes
genes fixK y la especificidad de las diferentes cinasas hFixL por diferentes reguladores
FxkR, podria servir para revelar si estos sistemas de dos componentes forman parte de
circuitos independientes o con entrecruzamientos (“cross-talk”).

Usando la informacién gendémica disponible, pudimos idenficar proteinas hFixL,
FxkR y FixK tanto en organismos fijadores de nitrdgeno como en a-proteobacterias no
fijadoras. Las bacterias M. nodulans ORS2060 y S. meliloti SM11 tienen un juego de

genes muy interesante en lo que se refiere a la respuesta microaerobica, dado que
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adicionalmente a los elementos de la cascada FixL-FixJ-FixK que podrian controlar la
expresion de los operones fixNOQP y fixGHIS, tienen codificados los elementos de la
cascada hFixL-FxkR-FixK. Sera importante determinar la participacion de cada
regulador en el control de la expresion dependiente de la concentracién de oxigeno en
estas bacterias. En la misma linea de pensamiento, seria crucial determinar cual de las
dos cascadas controla la expresion de diferentes reguladores FNR/CRP. Ademas el
hecho de que ambas proteinas FixL (candnica e hibrida) coexistan en la misma célula,
nos hace preguntarnos si detectan el mismo estimulo y de ser éste el caso ¢habra
diferencias en el umbral de deteccién? Interesantemente la proteina FxkR de la cepa
1021 esté truncada y no tiene un dominio receptor del fosfato completo. Esto sugiere
que esta cascada en particular no estd operando o que la proteina hFixL usa otro
regulador de la respuesta cognado en esta cepa en particular. Todas estas preguntas
deberan abordarse para poder entender de una mejor manera cOmo circuitos
reguladores similares pueden ser orquestados dentro de una célula.

La presencia de sistemas de regulacion FixL-FixJ y hFixL-FXkR en «-
proteobacterias que no son capaces de fijar nitrégeno, implica un disefio modular
conservado para detectar el oxigeno. Analisis previos han descrito una correlacion
entre la presencia de estos sistemas de deteccion y el operén ccoNOQP. En C.
crescentus el sistema FixL-FixJ también controla la expresién de citocromo oxidasas
alternativas (Crosson S. y cols. 2005; Cosseau C. y Batut J. 2004). En este trabajo
reportamos al menos tres diferentes a-proteobacterias que carecen de cbbs y poseen al
sistema hFixL-FxkR (A. cryptum, A. multivorum and R. rhizogenes). Esto podria sugerir
que la utilizacién de estos sistemas de respuesta a oxigeno no esta limitada a bacterias
gue se adaptaron evolutivamente a ambientes microaerébicos mediante la presencia
de un complejo cbb; de alta afinidad por oxigeno. Interesantemente en A. cryptum y A.
multivorum identificamos motivos de unién de FixK (TTGAT-N4-ATCAA) en la regién
reguladora de genes implicados en diferentes tipos de respiracibn, como cydA
(involucrado en la respiracion aerobica), narG (importante para la respiracion
dependiente de nitrato) o hemN y bchE que forman parte de la ruta de biosintesis del
tetrapirrol. Estos dos ultimos genes estan involucrados en la respiracion microaerdbica

y la fotosintesis de Rubrivivax gelatinosus (Ouchane S. y cols. 2007). Un gen que
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codifica para un regulador de la familia CRP/FNR posee esta caja consenso. Ambos
reguladores tipo FNR podrian estar regulando coordinadamente los genes antes
mencionados.

Estudios previos enfocados en la caracterizacion de la distribucion de marcadores
genéticos de plasmidos en cepas noduladoras de frijol, revelaron un diversidad
apreciable intra-especies. Sin embargo la mayoria de las cepas de R. etli probadas
mostraron un homologo de hfixL de la cepa CFN42 codificado en un plasmido diferente
al simbidtico y la ausencia de un gen fixJ (Brom S. y col. 2002). Por ello para clarificar
la presencia de genes hfixL y fxkR, 18 cepas de R. etli se analizaron para identificar la
presencia de ambos genes. Usando oligonucle6tidos especificos para fxkR y hfixL de la
cepa CFN42 obtuvimos los productos esperados de “PCR” (548 pb para fxkR y 184 pb
para hfixL) en cada cepa. El analisis parcial de la secuencia de 12 productos de “PCR”
incluyendo los de la cepa CFN42 y de R. legumninosarum bv. viciae 3841 como
controles, demostré que corresponden a fxkR (Girard datos sin publicar). Estos
resultados dan soporte a la idea de que la presencia de hFixL y FXkR es predominante
en las cepas de R. etli y sugiere que este circuito de regulacion es comun dentro de
estas bacterias estrechamente relacionadas. Sin embargo estas cepas se aislaron ene
Espafia y en México, seria interesante saber que tan conservada esta la presencia de
estos genes en una coleccion mas rica de cepas de R. etli de diferentes suelos. El
genoma de R. etli CIAT652 (ahora Rhizobium phaseoli CIAT652 Lopez-Guerrero MG. y
cols. 2012) ha sido recientemente secuenciado (Gonzélez V. y col. 2010). Mediante el
analisis de la secuencia total del genoma no pudimos identificar proteinas hFixL, FXkR
0 FixKf conservadas. Sin embargo cuando usamos como referencia FixL, FixJ y FixK
de S. meliloti pudimos identificar proteinas conservadas. Interesantemente los genes
fixL, fixJ y fixK se encontraron en la misma regién genética en el cromosoma (datos no
mostrados).

El andlisis comparativo de la secuencia de los reguladores FxkR revel6 que estas
proteinas conservan el sitio de fosforilacion primario de OmpR. Con respecto a los

residuos de reconocimiento del DNA todas las proteinas FxkR conservan la Arg®’ y

209

Arg®®, pero la mayoria tienen una alanina en lugar de la Val*®. Estas observaciones

nos hacen sugerir que la interfaz de reconocimiento Proteina-Dna debe estar
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conservada en estos reguladores. Mediante modelaje de la estructura tridimensional
pudimos predecir algunos otros aminoacidos que pudieran jugar un papel importante en
el reconocimiento de la caja-K, varios de estos residuos estdn conservados en los
reguladores OmpR y PhoB.

A pesar de la evidente variabilidad entre las regiones intergénicas de los genes fixK
analizados en este studio, la caja-K esta muy conservada. Aquellas cajas-K con el
menor p-valor (Figura 6A) fueron las de A. cryptum, A. multivorans y O. batsensis. Las
proteinas FxkR de estas bacterias poseen un dominio HTH con la identidad mas baja
cuando se compara con el dominio de FxkR de R. etli. Es probable que estas proteinas
se unan a una caja de regulacion diferente. Los sitios de union de PhoB (TGTCA y
TTACA) han sido identificados en la regidn reguladora del gen pstS de E. coli (Makino
K.y col. 1996). Interesantemente la caja TTACA también forma parte de la caja-K pero
la region TGTCA no, aunque esta secuencia se puede encontrar en la region
intergénica de los genes fixK de R. rhizogenes, M. nodulans, A. cryptum, A. multivorans
y en el gen fixKf codificado en el cromosoma de R. leguminosarum (datos no
mostrados). Hay que sefialar que la importancia de estos nucleétidos aun debe ser
demostrada.

Tomando en cuenta las evidencias presentadas en este trabajo, proponemos
gue hFixL y FxkR forman parte de un nuevo sistema de relevo de fosfatos que activa la
expresion de genes tipo fixK en respuesta a la concentracion de oxigeno, no solo en en
el género Rhizobium sino también en otros grupos de las a-proteobacterias. Dado que
los sistemas de dos componentes que involucran cinasas de histidina hibridas estan
caracterizados por una cascada de reacciones de transferencia del fosfato donde la
actividad de los dominios HK, HPt y Rec son esenciales, hemos planeado
experimentos encaminados a demostrar si se requieren elementos adicionales para el

correcto funcionamiento de la cascada de regulacion hFixL-FxkR.
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Anexo |. Proteinas tipo-FxkR
Alineamiento tipo BLASTP

FxkR Sequence Aligment

Accession_List GI_List Organism name ClustalW2 alignment score vs FxkR_RetCFN4

YP_473146.1 86361259 Rhizobium etli CFN 42]

ZP_03510313.1 218513473 Rhizobium etli 8C-3] s (1:2) Aligned. Score: 98
YP_765323.1 116249485 Rhizobium leguminosarum bv. viciae 3841] s (1:3) Aligned. Score: 88
YP_002540636. 222081273 Agrobacterium radiobacter K84] s (1:4) Aligned. Score: 75
ZP_03524328.1 218674659 Rhizobium etli GR56] s (1:5) Aligned. Score: 97
EHJ96356.1 358004027 Agrobacterium tumefaciens 5A] s (1:6) Aligned. Score: 66
CCE97252.1 365180397 Sinorhizobium fredii HH103] s (1:7) Aligned. Score: 66
EHK78932.1 359506418 Sinorhizobium meliloti CCNWSX0020] s (1:8) Aligned. Score: 66
CCE99124 1 365182274 Sinorhizobium fredii HH103] s (1:9) Aligned. Score: 66
YP_003329431. 270208660 Sinorhizobium meliloti] s (1:10) Aligned. Score: 66
YP_767484.1 116251646 Rhizobium leguminosarum bv. viciae 3841] s (1:11) Aligned. Score: 61
YP_002501284. 220925982 Methylobacterium nodulans ORS 2060] s (1:12) Aligned. Score: 61
CCE99068.1 365182218 Sinorhizobium fredii HH103] s (1:13) Aligned. Score: 68
AAA74221.1 152259 Rhizobium sp.] s (1:14) Aligned. Score: 55
ZP_00056502.1 23016749 Magnetospirillum magnetotacticum MS-1] s (1:15) Aligned. Score: 50
YP_001233720. 148259593 Acidiphilium cryptum JF-5] s (1:16) Aligned. Score: 53
YP_858400.1 117621451 Aeromonas hydrophila subsp. hydrophila ATCC 7¢s (1:17) Aligned. Score: 47
CCC96325.1 356875587 Azospirillum brasilense Sp245] s (1:18) Aligned. Score: 49
YP_001143701. 145300860 Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida A449 s (1:19) Aligned. Score: 47
YP_004390864. 330827912 Aeromonas veronii B565] s (1:20) Aligned. Score: 47
YP_002894193. 237809753 Tolumonas auensis DSM 9187] s (1:21) Aligned. Score: 47
YP_003449844. 288959503 Azospirillum sp. B510] s (1:22) Aligned. Score: 47
YP_002297237. 209964322 Rhodospirillum centenum SW] s (1:23) Aligned. Score: 48
ZP_01000594.1 84502458 Oceanicola batsensis HTCC2597] s (1:24) Aligned. Score: 48
ZP_08831279.1 345879666 endosymbiont of Riftia pachyptila (vent Ph05)] s (1:25) Aligned. Score: 48
YP_003447640. 288957299 Azospirillum sp. B510] s (1:26) Aligned. Score: 48
ZP_08817587.1 345865402 endosymbiont of Tevnia jerichonana (vent Tica)] s (1:27) Aligned. Score: 48
ZP_01215498.1 90407312 Psychromonas sp. CNPT3] s (1:28) Aligned. Score: 43
YP_005082460. 374332276 Pseudovibrio sp. FO-BEG1] s (1:29) Aligned. Score: 51
YP_004108130. 316933148 Rhodopseudomonas palustris DX-1] s (1:30) Aligned. Score: 45
YP_004677807. 338740845 Hyphomicrobium sp. MC1] s (1:31) Aligned. Score: 48
YP_585618.1 94312408 Cupriavidus metallidurans CH34] s (1:32) Aligned. Score: 46
ZP_05083678.1 254470274 Pseudovibrio sp. JE062] s (1:33) Aligned. Score: 51
NP_948908.1 39936632 Rhodopseudomonas palustris CGA009] s (1:34) Aligned. Score: 45
ZP_08522011.1 334706145 Aeromonas caviae Ae398] s (1:35) Aligned. Score: 47
YP_004011747. 312114151 Rhodomicrobium vannielii ATCC 17100] s (1:36) Aligned. Score: 46
YP_113275.1 53804897 Methylococcus capsulatus str. Bath] s (1:37) Aligned. Score: 45
CCD03382.1 356882372 Azospirillum brasilense Sp245] s (1:38) Aligned. Score: 47
ADP99725.1 311696852 Marinobacter adhaerens HP15] s (1:39) Aligned. Score: 44
YP_004610813. 337266758 Mesorhizobium opportunistum WSM2075] s (1:40) Aligned. Score: 46
YP_005091216. 374334529 Oceanimonas sp. GK1] s (1:41) Aligned. Score: 47
YP_001425412. 154706185 Coxiella burnetii Dugway 5J108-111] s (1:42) Aligned. Score: 46
YP_426370.1 83592618 Rhodospirillum rubrum ATCC 11170] s (1:43) Aligned. Score: 47
AEO47797 .1 346717782 Rhodospirillum rubrum F11] s (1:44) Aligned. Score: 47
ZP_09162141.1 358451708 Marinobacter sp. Mnl7-9] s (1:45) Aligned. Score: 43
ZP_08867802.1 347734814 Azospirillum amazonense Y2] s (1:46) Aligned. Score: 49
YP_001355016. 152981322 Janthinobacterium sp. Marseille] s (1:47) Aligned. Score: 46
YP_004873548. 348030862 Glaciecola nitratireducens FR1064] s (1:48) Aligned. Score: 43
NP_104011.1 13472444 Mesorhizobium loti MAFF303099] s (1:49) Aligned. Score: 47
YP_004130132. 319779219 Taylorella equigenitalis MCE9] s (1:50) Aligned. Score: 45
CAM74227 1 144897363 Magnetospirillum gryphiswaldense MSR-1] s (1:51) Aligned. Score: 48
YP_783556.1 115526645 Rhodopseudomonas palustris BisA53] s (1:52) Aligned. Score: 44
YP_004874302. 348589840 Taylorella asinigenitalis MCE3] s (1:53) Aligned. Score: 44
ZP_00054307.2 46201806 Magnetospirillum magnetotacticum MS-1] s (1:54) Aligned. Score: 46
YP_002290061. 209886205 Oligotropha carboxidovorans OM5] s (1:55) Aligned. Score: 44
ZP_09426576.1 365887756 Bradyrhizobium sp. STM 3809] s (1:56) Aligned. Score: 43
ZP_09432436.1 365894283 Bradyrhizobium sp. STM 3843] s (1:57) Aligned. Score: 44
ZP_09418224.1 365878767 Bradyrhizobium sp. ORS 375] s (1:58) Aligned. Score: 43
YP_001207589. 146342541 Bradyrhizobium sp. ORS 278] s (1:59) Aligned. Score: 43
NP_820981.1 29655289 Coxiella burnetii RSA 493] s (1:60) Aligned. Score: 46
YP_001418289. 154247331 Xanthobacter autotrophicus Py2] s (1:61) Aligned. Score: 45
NP_435861.1 16263068 Sinorhizobium meliloti 1021] s (1:62) Aligned. Score: 65



ZP_09092601.1 357030657 Gluconobacter morbifer G707] s (1:63) Aligned. Score: 46
ZP_09037784.1 354723569 Enterobacter mori LMG 25706] s (1:64) Aligned. Score: 45
ZP_02218375.1 165918289 Coxiella burnetii RSA 334] s (1:65) Aligned. Score: 46
YP_659811.1 109896556 Pseudoalteromonas atlantica T6c] s (1:66) Aligned. Score: 44
YP_485580.1 86749084 Rhodopseudomonas palustris HaA2] s (1:67) Aligned. Score: 44
YP_297528.1 73543008 Ralstonia eutropha JMP134] s (1:68) Aligned. Score: 46
ZP_08831159.1 345879522 glutamine-hydrolyzing] 1 s (1:69) Aligned. Score: 45
YP_744558.1 114327401 Granulibacter bethesdensis CGDNIH1] s (1:70) Aligned. Score: 46
ZP_08825435.1 345873528 Thiorhodococcus drewsii AZ1] s (1:71) Aligned. Score: 46
YP_004675592. 338738630 Hyphomicrobium sp. MC1] s (1:72) Aligned. Score: 44
ZP_01945737.1 153206919 Coxiella burnetii 'MSU Goat Q177'] s (1:73) Aligned. Score: 46
YP_191997.1 58040033 Gluconobacter oxydans 621H] s (1:74) Aligned. Score: 46
YP_002304402. 212213466 Coxiella burnetii CbuG_Q212] s (1:75) Aligned. Score: 46
ZP_09474441.1 367474952 Bradyrhizobium sp. ORS 285] s (1:76) Aligned. Score: 43
YP_001242045. 148257460 Bradyrhizobium sp. BTAi1] s (1:77) Aligned. Score: 43
ZP_08828256.1 345876488 endosymbiont of Riftia pachyptila (vent Ph05)] s (1:78) Aligned. Score: 44
ZP_08990181.1 354571041 Mesorhizobium australicum WSM2073] s (1:79) Aligned. Score: 46
YP_004141323. 319781847 Mesorhizobium ciceri biovar biserrulae WSM1271 s (1:80) Aligned. Score: 46
YP_003693902. 298291963 Starkeya novella DSM 506] s (1:81) Aligned. Score: 45
CAZ89725.1 294341311 Thiomonas sp. 3As] s (1:82) Aligned. Score: 44
ZP_07661410.1 307946075 Roseibium sp. TrichSKD4] s (1:83) Aligned. Score: 43
ZP_04716156.1 239995632 Alteromonas macleodii ATCC 27126] s (1:84) Aligned. Score: 44
YP_002947437. 239820252 Variovorax paradoxus S110] s (1:85) Aligned. Score: 44
YP_001951325. 189424148 Geobacter lovleyi SZ] s (1:86) Aligned. Score: 44
ZP_06835893.1 296117303 Gluconacetobacter hansenii ATCC 23769] s (1:87) Aligned. Score: 46
ZP_03561287.1 221134984 Glaciecola sp. HTCC2999] s (1:88) Aligned. Score: 42
YP_005037694. 374290659 Azospirillum lipoferum 4B] s (1:89) Aligned. Score: 48
EHB77624.1 353212224 Hyphomicrobium denitrificans TNES1] s (1:90) Aligned. Score: 48
AET93970.1 357940414 Burkholderia sp. Y123] s (1:91) Aligned. Score: 44
YP_004429076. 332143338 Alteromonas macleodii str. 'Deep ecotype'] s (1:92) Aligned. Score: 44
YP_564536.1 91794885 Shewanella denitrificans 0S217] s (1:93) Aligned. Score: 43
YP_002281561. 209549644 Rhizobium leguminosarum bv. trifolii WSM2304] s (1:94) Aligned. Score: 46
NP_773291.1 27381762 Bradyrhizobium japonicum USDA 110] s (1:95) Aligned. Score: 43
YP_271244 1 71277926 Colwellia psychrerythraea 34H] s (1:96) Aligned. Score: 43
ZP_08387658.1 332185911 Sphingomonas sp. S17] s (1:97) Aligned. Score: 46
ZP_08868183.1 347735276 Azospirillum amazonense Y2] s (1:98) Aligned. Score: 46
YP_004952051. 365970490 Enterobacter cloacae ECWSU1] s (1:99) Aligned. Score: 45

YP_004230723. 323528571 Burkholderia sp. CCGE1001] s (1:100) Aligned. Score: 45



Anexo Il. Proteinas tipo-hFixL
Alineamiento tipo BLASTP
Accession_List GI_List

Organism name ClustalW2 alignment score vs hFixL_RetCFN¢

AAG00949.1 9857983 Rhizobium etli CFN 42]

YP_473125.1 86361238 Rhizobium etli CFN 42] s (1:2) Aligned. Score: 99
ZP_03513251.1 218516411 Rhizobium etli 8C-3] s (1:3) Aligned. Score: 94
ZP_03522871.1 218673202 Rhizobium etli GR56] s (1:4) Aligned. Score: 95
ZP_03523665.1 218673996 Rhizobium etli GR56] s (1:5) Aligned. Score: 93
CAA94319.1 1240049 Rhizobium leguminosarum] s (1:6) Aligned. Score: 88
YP_765317.1 116249479 Rhizobium leguminosarum bv. viciae 3841] s (1:7) Aligned. Score: 87
CCE97254 1 365180399 Sinorhizobium fredii HH103] s (1:8) Aligned. Score: 64
NP_435864.1 16263071 Sinorhizobium meliloti 1021] s (1:9) Aligned. Score: 64
YP_003329433. 270208662 Sinorhizobium meliloti] s (1:10) Aligned. Score: 63
YP_002540638. 222081275 Agrobacterium radiobacter K84] s (1:11) Aligned. Score: 63
CCE99126.1 365182276 Sinorhizobium fredii HH103] s (1:12) Aligned. Score: 62
EHK78934.1 359506420 Sinorhizobium meliloti CCNWSX0020] s (1:13) Aligned. Score: 61
EHJ96354.1 358004025 Agrobacterium tumefaciens 5A] s (1:14) Aligned. Score: 58
YP_767482.1 116251644 Rhizobium leguminosarum bv. viciae 3841] s (1:15) Aligned. Score: 56
YP_002501281. 220925979 Methylobacterium nodulans ORS 2060] s (1:16) Aligned. Score: 47
ZP_01465884.1 115378738 Stigmatella aurantiaca DW4/3-1] s (1:17) Aligned. Score: 37
YP_632059.1 108758219 Myxococcus xanthus DK 1622] s (1:18) Aligned. Score: 34
YP_004668486. 338535152 Myxococcus fulvus HW-1] s (1:19) Aligned. Score: 35
NP_945847 .1 39933571 Rhodopseudomonas palustris CGA009] s (1:20) Aligned. Score: 36
YP_001989530. 192288925 Rhodopseudomonas palustris TIE-1] s (1:21) Aligned. Score: 36
YP_001922895. 188579450 Methylobacterium populi BJOO1] s (1:22) Aligned. Score: 34
YP_7713421 116255509 Rhizobium leguminosarum bv. viciae 3841] s (1:23) Aligned. Score: 35
YP_001208913. 146343865 Bradyrhizobium sp. ORS 278] s (1:24) Aligned. Score: 37
ZP_09429869.1 365891452 Bradyrhizobium sp. STM 3809] s (1:25) Aligned. Score: 40
ZP_09439484.1 365901652 Bradyrhizobium sp. STM 3843] s (1:26) Aligned. Score: 36
ZP_09472489.1 367472917 Bradyrhizobium sp. ORS 285] s (1:27) Aligned. Score: 36
YP_001203997. 146338949 Bradyrhizobium sp. ORS 278] s (1:28) Aligned. Score: 37
YP_002984779. 241666695 Rhizobium leguminosarum bv. trifolii WSM1325] s (1:29) Aligned. Score: 35
ZP_09421066.1 365881777 Bradyrhizobium sp. ORS 375] s (1:30) Aligned. Score: 41
BAL07285.1 354954606 Bradyrhizobium japonicum USDA 6] s (1:31) Aligned. Score: 31
YP_001260126. 148550687 Sphingomonas wittichii RW1] s (1:32) Aligned. Score: 34
YP_001243575. 148258990 Bradyrhizobium sp. BTAi1] s (1:33) Aligned. Score: 36
YP_001233721. 148259594 Acidiphilium cryptum JF-5] s (1:34) Aligned. Score: 47
ZP_08632972.1 338983819 Acidiphilium sp. PM] s (1:35) Aligned. Score: 47
YP_002280721. 209548804 Rhizobium leguminosarum bv. trifolii WSM2304] s (1:36) Aligned. Score: 33
YP_004282881. 326402800 Acidiphilium multivorum AIU301] s (1:37) Aligned. Score: 46
YP_002975121. 241204025 Rhizobium leguminosarum bv. trifolii WSM1325] s (1:38) Aligned. Score: 32
EGE56939.1 327189798 Rhizobium etli CNPAF512] s (1:39) Aligned. Score: 33
YP_003544106. 294010646 Sphingobium japonicum UT26S] s (1:40) Aligned. Score: 33
YP_469066.1 86357174 Rhizobium etli CFN 42] s (1:41) Aligned. Score: 33
ZP_01000595.1 84502459 Oceanicola batsensis HTCC2597] s (1:42) Aligned. Score: 44
NP_772546.1 27381017 Bradyrhizobium japonicum USDA 110] s (1:43) Aligned. Score: 36
ZP_02153691.1 163746333 Oceanibulbus indolifex HEL-45] s (1:44) Aligned. Score: 44
YP_001977763. 190891221 Rhizobium etli CIAT 652] s (1:45) Aligned. Score: 33
ZP_05102698.1 254489495 Roseobacter sp. GAI101] s (1:46) Aligned. Score: 38
ZP_02730300.1 168698023 Gemmata obscuriglobus UQM 2246] s (1:47) Aligned. Score: 33
YP_570402.1 91977743 Rhodopseudomonas palustris BisB5] s (1:48) Aligned. Score: 41
YP_530436.1 90422066 Rhodopseudomonas palustris BisB18] s (1:49) Aligned. Score: 35
ZP_09398096.1 365858140 Acetobacteraceae bacterium AT-5844] s (1:50) Aligned. Score: 35
YP_003544047. 294010587 Sphingobium japonicum UT26S] s (1:51) Aligned. Score: 37
YP_567425.1 91974766 Rhodopseudomonas palustris BisB5] s (1:52) Aligned. Score: 34
YP_484167.1 86747671 Rhodopseudomonas palustris HaA2] s (1:53) Aligned. Score: 35
YP_001922824. 188579379 Methylobacterium populi BJOO1] s (1:54) Aligned. Score: 34
YP_485765.1 86749269 Rhodopseudomonas palustris HaA2] s (1:55) Aligned. Score: 41
YP_004106507. 316931525 Rhodopseudomonas palustris DX-1] s (1:56) Aligned. Score: 36
YP_779071.1 115522160 Rhodopseudomonas palustris BisA53] s (1:57) Aligned. Score: 36
ZP_05102691.1 254489488 Roseobacter sp. GAI101] s (1:58) Aligned. Score: 40
BAL23049.1 358635752 Azoarcus sp. KH32C] s (1:59) Aligned. Score: 39
ZP_08627679.1 338972304 Bradyrhizobiaceae bacterium SG-6C] s (1:60) Aligned. Score: 31
YP_532993.1 90424623 Rhodopseudomonas palustris BisB18] s (1:61) Aligned. Score: 38
YP_001414747. 154253923 Parvibaculum lavamentivorans DS-1] s (1:62) Aligned. Score: 34
ZP_08773565.1 344342694 Marichromatium purpuratum 984] s (1:63) Aligned. Score: 34
ZP_01459219.1 115371906 Stigmatella aurantiaca DW4/3-1] s (1:64) Aligned. Score: 35



YP_003956599.
ZP_02151528.1
ZP_09474559.1
YP_422676.1
YP_001860904.
ZP_02734442.1
AET93694.1
ZP_09433679.1
AET94958.1
YP_001236718.
ZP_09439544.1
BAL09330.1
YP_559180.1
YP_556487.1
YP_001863001.
ZP_06843785.1
YP_004231830.
NP_772317.1
YP_558384.1
YP_002418936.
ZP_09426307.1
ZP_02883999.1
YP_003609372.
ZP_09474283.1
ZP_09645180.1
YP_003909260.
NP_767025.1
ZP_09421056.1
ZP_07673969.1
YP_001241215.
ZP_09435246.1
YP_004677808.
BAL09539.1
ZP_05101771.1
YP_004350561.
ZP_09644752.1

310824241 Stigmatella aurantiaca DW4/3-1]

163744168 Oceanibulbus indolifex HEL-45]

367475084 Bradyrhizobium sp. ORS 285]
83312412 Magnetospirillum magneticum AMB-1]

186473562 Burkholderia phymatum STM815]

168702165 Gemmata obscuriglobus UQM 2246]

357940138 Burkholderia sp. YI23]

365895573 Bradyrhizobium sp. STM 3843]

357941402 Burkholderia sp. YI23]

148252133 Bradyrhizobium sp. BTAi1]

365901714 Bradyrhizobium sp. STM 3843]

354956651 Bradyrhizobium japonicum USDA 6]
91783974 Burkholderia xenovorans LB400]
91781280 Burkholderia xenovorans LB400]

186471683 Burkholderia phymatum STM815]

296160973 Burkholderia sp. Ch1-1]

323529678 Burkholderia sp. CCGE1001]
27380788 Bradyrhizobium japonicum USDA 110]
91783178 Burkholderia xenovorans LB400]

218528120 Methylobacterium chloromethanicum CM4]

365887465 Bradyrhizobium sp. STM 3809]

170692837 Burkholderia graminis C4D1M]

295680798 Burkholderia sp. CCGE1002]

367474789 Bradyrhizobium sp. ORS 285]

374572084 Bradyrhizobium sp. WSM471]

307726047 Burkholderia sp. CCGE1003]
27375496 Bradyrhizobium japonicum USDA 110]

365881766 Bradyrhizobium sp. ORS 375]

309779206 Ralstonia sp. 5_7_47FAA]

148256630 Bradyrhizobium sp. BTAi1]

365897229 Bradyrhizobium sp. STM 3843]

338740846 Hyphomicrobium sp. MC1]

354956860 Bradyrhizobium japonicum USDA 6]

254488566 Roseobacter sp. GAI101]

330821699 Burkholderia gladioli BSR3]

374571656 Bradyrhizobium sp. WSM471]

s (1:65) Aligned.
s (1:66) Aligned.
s (1:67) Aligned.
s (1:68) Aligned.
s (1:69) Aligned.
s (1:70) Aligned.
s (1:71) Aligned.
s (1:72) Aligned.
s (1:73) Aligned.
s (1:74) Aligned.
s (1:75) Aligned.
s (1:76) Aligned.
s (1:77) Aligned.
s (1:78) Aligned.
s (1:79) Aligned.
s (1:80) Aligned.
s (1:81) Aligned.
s (1:82) Aligned.
s (1:83) Aligned.
s (1:84) Aligned.
s (1:85) Aligned.
s (1:86) Aligned.
s (1:87) Aligned.
s (1:88) Aligned.
s (1:89) Aligned.
s (1:90) Aligned.
s (1:91) Aligned.
s (1:92) Aligned.
s (1:93) Aligned.
s (1:94) Aligned.
s (1:95) Aligned.
s (1:96) Aligned.
s (1:97) Aligned.
s (1:98) Aligned.
s (1:99) Aligned.

Score:
Score:
Score:
Score:
Score:
Score:
Score:
Score:
Score:
Score:
Score:
Score:
Score:
Score:
Score:
Score:
Score:
Score:
Score:
Score:
Score:
Score:
Score:
Score:
Score:
Score:
Score:
Score:
Score:
Score:
Score:
Score:
Score:
Score:
Score:

s (1:100) Aligned. Score: 34
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