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RESUMEN

Las cianobacterias constituyen un grupo de bacterias con una cualidad singular, la de realizar una
fotosintesis oxigénica al igual que las plantas y algas. Su amplia diversidad y capacidad de adaptacion han
hecho que estos organismos ocupen con gran éxito nichos ecolégicos muy diversos. El estudio de esta
capacidad de adaptacion mediante la utilizacion de algunas cianobacterias modelos, como es el caso de
Synechocystis sp PCC 6803, han permitido estudiar a nivel molecular procesos tan importantes como la
regulacion del metabolismo del nitrégeno, especialmente el sistema de regulacion de la glutamina sintetasa,
la regulacion redox, a través de las tiorredoxinas, o la resistencia a metales y metaloides. Los distintos
procesos requieren de las cianobacterias de sistemas de percepcidon que permitan evaluar los cambios que se
estan produciendo en el medio y su posterior sefializacion para adaptarse a los mismos.
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Introduccién

Las cianobacterias representan un grupo amplio de
organismos fotosintéticos que muestran una amplia
capacidad adaptativa al medio, su distribucién tanto en
ecosistemas de agua dulce como salina, le han hecho
objeto de atencién en su estudio, ya que constituyen un
elemento basico de la productividad en los ecosistemas
acuaticos, contribuyendo a la formacion de biomasa, y a
ser uno de los grupos de organismos principales en la
fijacion del dioxido de carbono, molécula de enorme
importancia para el desarrollo de la biosfera, por sus
implicaciones sobre el cambio climatico. Nuestro grupo
esta desarrollando diversas lineas de investigacion
relacionadas con los sistemas que utilizan Ilas
cianobacterias en su adaptacién al medio. En este
contexto la senalizacion molecular de procesos como la
asimilacion del nitrégeno, la adaptacion redox, o los
mecanismos de resistencia o tolerancia a metales
pesados son los que han centrado nuestra atencién en los
ultimos afios.

La senalizacién nutricional del estado nitrogenado en
cianobacterias

La asimilacion del amonio se lleva a cabo en
cianobacterias por la ruta GS-GOGAT, (glutamina
sintetasa-glutamato sintasa) en nuestro grupo de

investigacion se han clonado y caracterizado los
correspondientes genes y proteinas de dicho sistema. En
este contexto es de resaltar la existencia de 2 tipos de GS
(GS tipo | y GS tipo Ill) diferentes en cianobacterias, con
estructuras y regulacion distintas asi como la existencia
también de dos GOGAT distintas, dependientes de
distintos donadores de electrones (Muro-Pastor et al,
2005). Nuestro grupo ha diseccionado el mecanismo
molecular que regula a la GS tipo | de Synechocystis,
mediante la interaccion de ésta con 2 proteinas de
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pequefio tamafio, IF7 y IF17, se produce la inactivacion
de dicha enzima, cuando las condiciones nitrogenadas
son ricas en formas reducidas, normalmente en presencia

de amonio (Garcia-Dominguez et al, 1999, 2000). A partir
de estos estudios se ha puesto de manifiesto que el
metabolito esencial en la sefalizacién del estado
nitrogenado en cianobacterias es el 2-oxoglutarato (Muro-
Pastor et al, 2001). Bajos niveles de 2-oxoglutarato
indican en la célula una suficiencia de nitrégeno y por
tanto se produce la represion de los genes del
metabolismo del nitrégeno y la inactivacion de la GSI, y
altos niveles de 2-oxoglutarato indican deficiencia de
nitrégeno y por tanto activacion de todos los sistemas de
asimilacion de nitrégeno en la célula (Muro-Pastor et al,
2001).

El esquema actual de sefializacion del estado nitrogenado
quedaria formado por una cascada de transduccion de
sefal, que se iniciaria en el nivel intracelular de 2-
oxoglutarato, que permite su union directa o indirecta al
regulador transcripcional NtcA, dando lugar a la activacion
o represion de genes de la asimilacion de nitrégeno. La
expresion de los factores inactivantes IF7 e IF17 se
encuentra también controlada por el regulador NtcA, y por
lo tanto en ultimo termino por 2-oxoglutarato (Muro-Pastor

et al, 2005). En nuestra hipotesis de trabajo la GSI seria
el nodo central de accion del mecanismo de control de la
asimilacion de nitrégeno, y por tanto elucidar todos los
elementos que controlan su funcidon repercute
directamente en la sefalizacién del estado nitrogenado.

En la actualidad estamos centrados fundamentalmente en
el analisis de los factores inactivantes y en el mecanismo
que permite la reactivacion de la GSI, incluyendo las
sefales metabdlicas que disparan dicho proceso, en este
sentido resultados recientes indican que el proceso de
reactivacion requiere una degradacion especifica de los
factores inactivantes y que éste se lleva a cabo por
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proteasas especificas (Galmozzi et al, 2007). Los estudios
realizados con distintos mutantes de los factores
inactivantes y de proteasas revelan que el proceso de
reactivacion requiere de la separacion de los factores de
la GSI y de su posterior degradacion, igualmente la
produccion de dichos factores requiere de unas
condiciones metabdlicas adecuadas, de tal forma que
puede existir la expresion de los genes correspondientes
a dichos factores IF7 (gifA) y IF17 (gifB) pero no producir
la proteina correspondiente,(Galmozzi et al, 2007) debido
a la inestabilidad de dichos factores, por ejemplo en
ausencia de su diana, GSI. En el futuro estamos
interesados en determinar, mediante el analisis
estructura-funcion y mutagénesis dirigida, los residuos
criticos para la interacciéon y como ésta conlleva la perdida
de funcionalidad de la GSI.

La senalizacion redox en cianobacterias

Dentro del estudio de los elementos que utilizan las
cianobacterias en su adaptacién a distintas condiciones
fotosintéticas, sin duda la sefalizacién redox ocupa un
lugar central. Los componentes de dicho sistema se
denominan hoy en dia como redoxinas en los que se
incluyen las tiorredoxinas y glutarredoxinas y los
correspondientes sistemas de reduccion. El estado redox
celular se determina en gran parte por el estado de oxido-
reduccion de dichos compuestos que presentan todos
ellos grupos tioles. El control redox en organismos
fotosintéticos estd ligado basicamente a la tasa del flujo
de electrones fotosintéticos, que determina en Ultima
instancia la expresion de genes, la traducibilidad de
transcritos y la regulacion de distintas proteinas mediante
fosforilacion (Allen y Pfannschmidt, 2000, 2003; Zer y
Ohad, 2003; Pfannschmidt y Liere, 2005).

Como la informacion acerca del flujo fotosintético de
electrones se transduce en una sefalizacién capaz de
regular los distintos procesos es una cuestion no resuelta,
aunque siempre se apunta a distintos mediadores redox,
presentes tanto en cloroplastos como en cianobacterias,
entre los cuales destacan el pool de plastoquinona, el
glutation y las tiorredoxinas. Estas ultimas estan ligadas al
flujo fotosintético debido a que su reduccion depende de
ferredoxina a través de la ferredoxina tiorredoxina
reductasa (FTR), que esta compuesta por dos
subunidades FtrC y FtrV (Florencio et al, 2006).

Las tiorredoxinas son proteinas de un tamafio de unos 12
kDa, que presentan una secuencia de aminoacidos
conservada en su sitio activo (WCGPC), requerida para la
reaccion de oxido-reducciéon que llevan a cabo. En
cianobacterias existen al menos 4 tipos distintos. En el
caso de Synechocystis, se han clonado y mutado los
correspondientes genes por nuestro grupo (Florencio et
al, 2006). El analisis de la expresién de los genes que
codifican para las distintas tiorredoxinas de Synechocystis
denominados: trxA, trxB, trxC y trxQ indica que su
expresion esta regulada por el estado redox de tal forma
que al transferir los cultivos de luz a oscuridad en general
existe una caida en la transcripcion de dichos genes
(Navarro et al, 2000).
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Por otro lado, la utilizacion de compuestos que inducen
estrés oxidativo en cianobacterias provocan un
comportamiento especifico de la expresion de las distintas
tiorredoxinas de Synechocystis. Recientemente el analisis
mediante microarrays de la expresion del genoma y
estudios de protedmica tanto en cianobacterias como en
cloroplastos han permitido establecer modelos globales
de expresion génica por distintos tipos de condiciones
ambientales, permitiendo con ello agrupar grandes grupos
de genes en relacién a procesos como cambios luz-
oscuridad, interferencia del flujo fotosintético, etc (Hihara
et al, 2001; Gill et al, 2002; Hihara et al, 2003).

En nuestro grupo, mediante una aproximacion
protedmica, se han determinando las interacciones in vitro
de las distintas tiorredoxinas con objeto de encontrar las
posibles dianas de cada una de ellas y obtener por tanto
su mapa de interacciones (Lindahl y Florencio, 2003,
2004; Pérez-Pérez et al, 2006). Los resultados obtenidos
con las distintas tiorredoxinas indican que estas son
capaces de interaccionar con proteinas implicadas en
distintos procesos metabdlicos, destacando
especialmente los relacionados con el metabolismo del
carbono, tanto en su fijacion, como en su degradacion via
glucolisis, o la sintesis degradacion del glucégeno
(Lindahl y Florencio, 2003, 2004; Pérez-Pérez et al,
2006).

La resistencia a metales pesados y su percepcion

El estudio de la accion de los metales pesados en el
metabolismo de las cianobacterias es un proceso de gran
interés, puesto que son organismos cuyo habitat mas
frecuente es el medio acuatico. Algunos metales pesados
como Zn**, Co*, Ni** y Cu®" son necesarios para la
catalisis de muchas reacciones redox, debido a su
elevada densidad de carga que permite la polarizacion de
los sustratos, pero por encima de ciertos niveles se
convierten en cationes altamente tdéxicos inhibiendo
procesos esenciales para la vida como son la respiracion
o la fotosintesis (Silver, 1996; Rosen, 2002; Cavet et al,
2003; Kupper y Kroneck, 2005).

Por otro lado, existen metales pesados como Cd, Pb, As y
Hg que carecen de una funcion bioldgica, y que
constituyen elementos altamente tdxicos para el
desarrollo de la vida, especialmente en zonas donde
existen explotaciones mineras o industrias que generan
como residuos compuestos con estos metales,
particularmente este es el caso de algunas zonas de
Andalucia, donde recientemente ocurrio una
contaminacién masiva por dichos compuestos en la rotura
de la balsa de las minas de Aznalcdllar.

Algunos microorganismos contienen baterias de genes
implicados en la resistencia a elevadas concentraciones
de estos cationes. Estos genes se pueden clasificar en
tres categorias: I) genes que codifican para sistemas de
expulsién de los metales al exterior celular, II) genes que
codifican para proteinas capaces de convertir los metales
en formas menos toxicas 0 mas facilmente eliminables y
[ll) sistemas que son capaces de adsorber de una manera
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especifica o inespecifica los metales, retirandolos del
medio (Silver, 1996).

Inicialmente hemos analizado una regién que contiene
una agrupacion de genes que responden a distintos
metales, concretamente a niquel, cobalto y zinc. Este
ultimo metal ha sido estudiado en detalle por otro grupo
(Cavet et al, 2003), mientras que nosotros hemos iniciado
el estudio de los sistemas de resistencia a niquel y
cobalto. Los resultados obtenidos sugieren un mecanismo
que incluye un sistema de transporte especifico hacia el
exterior de ambos compuestos, y mutantes en dichos
genes dan lugar a estirpes de Synechocystis, que
presentan una mayor sensibilidad a dichos metales
(Garcia-Dominguez et al, 2000; Lopez-Maury et al, 2002).

La agrupacion de genes anteriormente citada, incluye
también una serie de genes reguladores, tanto para el
cobalto, como para el niquel, y otro sistema que responde
especificamente al cobre, aunque dicho cluster no parece
contener los genes responsables del sistema de expulsién
de cobre. Los mecanismos por los que dichos reguladores
son capaces de activar los genes que codifican para los
sistemas especificos de resistencia son objeto de estudio
en la actualidad, siendo de gran interés como los distintos
metales, son percibidos del medio externo, en este
sentido, al menos para el niquel y el cobre los sistemas
de dos componentes a través de una histidina-quinasa
(HK) y un regulador de respuesta (RR)parecen los
elementos iniciales de la cascada de sefalizacion
especifica (Garcia-Dominguez et al, 2000; Lépez-Maury
et al, 2002).

En la sefalizacién de la presencia de niquel (los genes
nrsR y nrsS, que codifican para un sistema de dos
componentes de la familia phoB); uno de los genes
codifica para una histidina quinasa (nrsS) y el segundo
componente es una proteina de union al ADN del tipo
PhoB (nrsR). Mutantes en ambos genes impiden la
transcripcion del operén responsable de los genes de
transporte hacia el exterior celular del niquel (Lopez-
Maury et al, 2002).

Ademas de los sistemas hasta ahora descritos, el genoma
de Synechocystis contiene genes implicados en la
resistencia a otros metales o metaloides, como el
arsénico que también son de interés en el estudio de los
sistemas de resistencia (Rosen, 2002). En el caso del
arseniato el mecanismo de destoxificaciéon es a través de
su reduccién a arsenito y la posterior eliminacién del
mismo al medio utilizando un transportador especifico
para este i6n. Los estudios realizados en nuestro grupo
indican la existencia de un operén que contiene los genes
de la arseniato reductasa (arsC) asi como del
transportador de arsenito al exterior celular (arsB). Este
operoén se encuentra reprimido en ausencia de arseniato o
arsenito en el medio, por el represor transcripcional arsR
(Lopez-Maury et al, 2003). Es también necesario sefalar
que aunque algunos de estos sistemas han sido
estudiados en otros microorganismos, existen en cada
uno de los operones de estos sistemas genes cuya
funcién sigue siendo desconocida y por tanto su estudio
debe permitir avanzar en el conocimiento de los distintos
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sistemas de resistencia a dichos elementos.

El analisis de los tres sistemas descritos permitirda por
tanto determinar el comportamiento de las cianobacterias
a los cambios en el medio donde se encuentran y
permitira en el futuro construir sistemas precisos para
poder monitorizar dichos cambios utilizando estirpes
sefalizadoras de dichas alteraciones en el medio,
especialmente en ecosistemas acuaticos, por otro lado en
el caso de los metales pesados se podrian utilizar estirpes
que contengan sobreproducida algunas proteinas que
pudiesen acumular eficazmente algunos de estos metales
y por tanto ser utilizadas en procesos de biorremediacion.
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