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INTRODUCCION

Las cianobacterias son microorganismos capaces de asimilar del
medio externo diferentes formas de nitrogeno, como nitrato, nitrito, urea,
amonio 6 N,, que en el interior celular se convierten en amonio, que es
incorporado a esqueletos carbonados a través de la accidn secuencial de
las enzimas glutamina sintetasa (GS) y glutamato sintasa (GOGAT),
constituyendo el denominado ciclo GS-GOGAT, cuyo producto neto es
una molécula de glutamato por ciclo. La cianobacteria unicelular
Synechocystis 6803 presenta dos GS, denominadas GSI y GSIII, cuyos
correspondientes genes son glnA y glnN, e igualmente presenta dos
GOGATs denominadas GItS y GItB-GItD, que dependen como donador
de electrones de ferredoxina y NADH respectivamente. Otras
cianobacterias como la fijadora de dinitrégeno Anabaena 7120, presenta
solamente una GS, y una sola GOGAT. La GS constituye el punto central
de la regulacién del metabolismo del nitrégeno en cianobacterias, de tal
modo, que su control permite en Gltima instancia modular el flujo de
nitrégeno al .metabolismo celular. La expresién de los genes
correspondientes, y su propia actividad se encuentran reguladas en
funcion de distintos factores ambientales, fundamentalmente la fuente de
nitrogeno y las condiciones fotosintéticas, mientras que la GOGAT no
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parece regularse por dichos factores. En este trabajo se presentan datos
acerca de los elementos que participan en la asimilacién del amonio y su
regulacidn,

ASIMILACION DE NITROGENO EN CIANOBACTERIAS.

Las cianobacterias son capaces de utilizar como fuente de nitrégeno
nitrato, nitrito y amonio y determinadas especies también urea {Guerrero
y lLara, 1987; Flores y Herrero, 1994). Ademds, las cianobacterias
fijadoras, pueden utilizar también el dinitrégeno atmosférico. El amonio
es ademds la fuente preferida de nitrégeno lo que se traduce en una
inhibicién por amonio de la utilizacién de fas otras fuentes alternativas.
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Figura 1.- Vias de asimilacién de nitrato y amonio en cianobacterias.

Asimilacion de nitrato

La asimilacién del nitrato como se muestra en la Figura 1 tiene lugar
mediante un proceso que comprende dos pasos: 1) transporte activo del
nitrato al interior celular (Flores et al., 1983; Lara et al., 1987; Rodriguez
et al., 1992), y 23 su posterior reduccién hasta amonio mediante la accién
secuencial de la nitrato reductasa y la nitrito reductasa (Manzano er al.,
1976; Candau, 1979; Guerrero et al., 1981). En la cianobacteria unicelular
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Synechococcus 7942, los genes estructurales para todas las protefnas
implicadas en el transporte y reduccién del nitrato hasta amonio, se
encuentran formando una misma unidad transcripcional (Luque et al.,
1992; Omata et al., 1993). Una estructura similar en la organizacién de
estos genes existe también en Synechocystis 6803 (Kaneko et al., 1996).
El nitrato y el nitrito se transportan activamente a través de un sistema
multicomponente de 4 polipéptidos productos de los genes nrtA, nriB,
nrtC y nrtD (Omata et al.,, 1993). La nitrato y la nitrito reductasas son
ambas dependientes de ferredoxina reducida (Manzano et al., 1976;
Méndez et al., 1981) y estdn codificadas por los genes narB y nirA
respectivamente (Andriesse et al., 1990, Luque et al., 1993; Suzuki ef al.,
1993).

En todas las cianobacterias estudiadas el amonio ejerce un efecto
doble sobre la asimilacién de nitrato. Por una parte inhibe de forma
inmediata el proceso de transporte de nitrato (Ohmori et al., 1977, Flores
et al, 1980; Lara et al, 1987), y por otra, el amonio reprime la
transcripcién del operdn nirAnrtABCDrarB (Suzuki et al., 1993; Luque
et al., 1994). La inhibicién de la rata GS-GOGAT con inhibidores de la
GS (MSX) o de la GOGAT (azaserina y DON) suprime ambos efectos del
amonio (Flores et al., 1980; Suzuki et al., 1993), sugiriendo que no es el
amonio per se, sino productos de su metabolizacion a través de Ja ruta GS-
GOGAT, los que ejercerian ese efecto represor.

En las cianobacterias fijadoras de dinitrdgeno, al contrario de lo
descrito para el caso de las especies no fijadoras, se requiere la presencia
de nitrato o nitrito como inductor de la expresién de la nitrato y la nitrito
reductasas, asi como del sistema de transporte de nitrato (Herrero ef al.,
1981).

La rutﬁ GS-GOGAT

(/lomo se presenta en la Figura 1, el amonio se incorpora al esqueleto
carbonado a través de la actpacién secuencial de dos enzimas, la
glutamina sintetasa y la glutamato sintasa, y que se conoce con el nombre
de ciclo GS-GOGAT, el rendimiento neto de este ciclo es la formacién de
una molecula de glutamato, requiriendose 2-oxoglutarato, amonio, ATP y
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poder reductor en forma de ferredoxina reducida. Dicha ruta por tanto
requiere del concurso no solo de dichas dos enzimas, sino ademds del
aporte de esqueletos carbonados que lleva acabo la isocitrato
deshidrogenasa. Esta ruta es pues un punto central de regulacién de la
asimilacién del nitrégeno en cianobacterias y a ella vamos a dedicar el
resto de este trabajo.

El aporte de esqueletos carbonados. Ciclo de los acidos tricarboxilicos

Las cianobacterias, presentan un ciclo incompleto de los 4cidos
tricarboxilicos (Pearce et al., 1969; Stanier y Cohen-Bazire, 1977). Esta
circunstancia incapacita a la generalidad de las cianobacterias para crecer
en la oscuridad a expensas de los sustratos normalmente oxidados a través
de este ciclo en otros organismos. La carencia del complejo de la 2-
oxoglutarato deshidrogenasa es la responsable de la ausencia de un ciclo
de Krebs completo en cianobacterias (Pearce et al., 1969, Kaneko et al.,
1996). Alternativamente, la degradacién de compuestos organicos,
azicares fundamentalmente, se lleva a cabo en cianobacterias a través de
la ruta oxidativa de las pentosas-fosfato (Smith, 1982).

Las enzimas del ciclo de los 4cidos tricarboxilicos que si estdn
presentes en estos organismos, tienen por comsiguiente un papel
biosintético en la formacién de aminoicidos (Stanier y Cohen-Bazire,
1977). La operatividad de esta ruta metabélica requiere la funcién
anaplerética de la fosfoenolpiruvato carboxilasa, la cual es esencial en la
sintesis de precursores de aminodcidos pertenecientes a la familia del
aspartato y el glutamato y de tetrapirroles (Smith, 1982). Estos dos
aminodcidos, sintetizados a partir de oxalacetato y 2-oxoglutarato
respectivamente, son los donadores primarios de grupos O-amino en las
reacciones de transaminacion.

El aporte de 2-oxoglutarato, esqueleto carbonado necesario para la
sintesis de glutamato por la ruta GS-GOGAT, relaciona directamente la
asimilacién de nitrégeno con el metabolismo del carbono y mas
concretamente con los cetodcidos provenientes del ciclo de los 4cidos
tricarboxilicos.
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Mediante experimentos de incorporacién de !“C en los
intermediarios del ciclo de los 4cidos tricarboxilicos se ha comprobado
que el marcaje de citrato y 2-oxoglutarato es superior que el observado en
malato y oxalacetato (Lawrie et al., 1976). Este flujo preferencial de
carbono por la rama del ciclo cuyo producto final es el 2-oxoglutarato, es
consistente con ¢l hecho de que la sintesis de glutamato y glutamina a
partir de este cetodcido y a través de la ruta GS-GOGAT constituye la
reaccién aminante primaria y el nicleo central en la asimilacién y
distribucidn del nitrégeno en cianobacterias,

En la Figura 2 se muestra la estrecha relacién existente entre la ruta
de los 4cidos tricarboxilicos y la ruta GS-GOGAT de asimilacién de
amonio en cianobacterias.
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Figura 2. Esquema de las principales rutas metabdlicas de asimilacién de carbono y
su interacci6én con el nitrégenoc en cianobacterias.
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LOS ENZIMAS Y GENES

Isocitrato deshidrogenasa

La isocitrato deshidrogenasa, como enzima implicada directamente
en la produccién de 2-oxoglutarato, representa en cianobacterias la etapa
final de una de las ramas del ciclo incompleto de los &cidos
tricarboxilicos. El 2-oxoglutarato producido tras la descarboxilacién
oxidativa del isocitrato es el esqueleto carbonado necesario para la
asimilacién del amonio por la ruta GS-GOGAT.

Los datos existentes en la literatura acerca de las enzimas del ciclo
de los 4cidos tricarboxilicos en cianobacterias son muy escasos, y se
limitan en su mayorfa a determinaciones de actividades enziméticas
(Pearce et al., 1969; Neuer y Bothe, 1982), no habiéndose realizado hasta
el momento estudios exhaustivos de la mayoria de estas enzimas.

La isocitrato deshidrogenasa ha sido quizds la enzima mas estudiada
de la ruta al ser la etapa final de la misma. En todas las cianobacterias en
las que se ha estudiado se ha descrito la existencia de una tinica enzima
con actividad isocitrato deshidrogenasa, estrictamente dependiente de
NADP y de cationes divalentes (Mg2* o Mn?*) para su funcionalidad
(Friga y Farkas, 1981; Papen et al., 1983).

La NADP-isocitrato deshidrogenasa ha sido purificada y
caracterizada por nuestro grupo a partir de las cianobacterias
Synechocystis sp. PCC 6803 y Anabaena sp. PCC 7120 (Muro-Pastor y
Florencio, 1992, 1994). La enzima esti compuesta por dos subunidades
identicas (Mr = 57,000) v muestra cinética y pardmetros moleculares
similares a los de la NADP-IDH de E. coli. El gen correspondiente icd ha
sido igualmente clonado en ambas cianobacterias, complementando una
estirpe de E. coli carente de dicho gen (Muro-Pastor y Florencio, 1994,
Muro-Pastor et al., 1996). La secuencia deducida de aminoacidos muestra
una alta homologia con la correspondiente de E. coli y son entre ambas
cianobacterias 78% idénticas. El intento de obtener mutantes de dicho
gen, no fue posible en ambas cianoabcterias, indicando que es un gen
esencial para el crecimiento de las mismas, especialmente en el caso de la
cianobacteria fijadora de dinitrégeno, mutantes con bajos niveles de
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actividad IDH, mostraban una incapacidad para poder crecer utilizando el
dinitrégeno como dnica fuente de dinitrégeno (Muro-Pastor y Florencio,
1994, Muro-Pastor et al., 1996), lo que sugiere un requerimiento esencial
de esta enzima en el heterocisto, donde presenta niveles més elevados que
en las células vegetativas, probablemente como productora de NADPH,
necesario para la reduccién de ferredoxina, que en dltima instancia actua
como donador de electrones para la nitrogenasa.

Glutamato sintasa

Hasta bien reciente se pensaba en la existencia de una sola enzima
monomérica dependiente de ferredoxina conteniendo un centro
sulfoférrico (3Fe-4S) y una molécula de FMN (Marqués er al., 1992,
Navarro et al., 1995), pero en algunas cianobacterias se han podido
detectar dos enzimas con actividad glutamato sintasa, una dependiente de
ferredoxina, (Fd-GOGAT) que estd codificada por el gen gitS y una
segunda enzima dependiente de NADH, (NADH-GOGAT) formada por
dos subunidades distintas y codificada por los genes gitD y gltB. Hasta el
momento solo se han purificado las Fd-GOGAT de las cianobacterias
Synechococcus sp. PCC 6301, y Synechocystis sp. PCC 6803, esta enzima
tiene un Mr = 170.000, y requiere ferredoxina como donador de electrones
Marqués ef al., 1992; Navarro et al., 1995; Schmitz et al., 1996).
Synechocystis 6803 es una de las cianobacterias que contienen ambas
GOGATs, se han construido mutantes carentes bien de la Fd-GOGAT 6
bien de la NADH-GOGAT, y ambos son viables en las diferentes
condiciones de cultivo, indicando que ambas son perfectamente
funcionales, no obstante un doble mutante carente de actividad GOGAT
no era viable, atiin cuando esta cianobacteria contiene una actividad
NADP-glutamato deshidrogenasa (Navarro et al., 1995).

El analisis filogenético de las secuencias deducidas de aminoacidos
de los genes gitS y gltB de Synechocystis 6803 con otras secuencias de
glutamato sintasas, claramente indican que los genes de cianobacterias
han debido ser los precursores de los que actualmente poseen las plantas
y algas, a través de la cianobacteria que di6 origen al cloroplasto, en el
caso de plantas ambos genes estdn actualmente transferidos al niicleo
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como queda reflejado en la Figura 3, donde se muestra que existen tres
grupos claramente diferenciados de glutamato sintasas, segin la
dependencia de donador de electrones, las Fd, las NADH, y las NADPH
dependiente, estas tltimas son tipicas de bacterias como E. coli.
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Figura 3. Arbol filogenético de las glutamato sintasas. Las distintas secuencias han
sido obtenidas de las bases de datos GenBank/EMBL
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Glutamina sintetasa

La glutamina sintetasa es una de las enzimas claves del metabolismo
celular ya que en ella se une el metabolismo del nitrégeno y el del
carbono, por tanto su funcidn es critica en el funcionamiento del
metabolismo celular y estd en general sujeta a una regulacién muy fina.
Existen tres tipos distintos de glutamina sintetasas. La mayoria de los
procariotas contiene una GS, formada por doce subunidades idénticas,
(Mr 50,000) que estdn formando dos anillos hexagonales, a esta GS se le
denomina GSI. En eucariotas existe una GS, denominada GSII, y es una
enzima octamérica con subunidades de Mr = 40000. En algunos
procariotas, como las familias de las Rizobiaceas y ciertas especies de
Actinomyces presentan tanto la GSI como la GSII (Merrick y Edwards,
1995). Un tercer tipo de GS denominada GSIII, compuesta de 6
subunidades idénticas, se identificé recientemente en bacterias anaerobias
estrictas, como Bacteroides fragilis, que se encuentran en el rumen de
mamiferos (Southern et al., 1986). Los tres tipos de GS seiialados son
bastante diferente en su secuencia de aminodcidos, no obstante 5
dominios relacionados con el sitio activo de la enzima se conservan en
todas ellas (Reyes y Florencio, 1994a).

En cianobacterias existe una tipica GSI procariética, codificada por
el gen glnA, que ha sido purificada y caracterizada en diversas especies
como Anabaena 71120, Synechococcus, Calothrix, Phormidium y
Synechocystis. Todas ellas presentan una GSI similar en tamafio y
composicién de subunidades. El gen glnA de diversas cianobacterias ha
sido clonado y secuenciado, mostrando en todos los casos una alta
identidad, de hecho mayor del 76%, indicando una alta conservacién entre
ellas (Reyes y Florencio, 1994a).

En la cianobacteria Synechocystis 6803, se ha obtenido un mutante
carente de GSI que sin embargo no requeria glutamina para su
crecimiento, un estudio exhaustivo de dicho mutante reveld la existencia
de una segunda glatamina sintetasa en esta cianobacteria. La
secuenciacién del gen correspondiente glnN demostré que el producto de
dicho gen era una GS tipo 11, homologa a la de Bactervides fragilis (44%
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identidad) y a Butyrivibrio fibrisolvens (41% identidad) (Reyes y
Florencio, 1994a). LA GSIII de Synechocystis ha sido purificada, y sus
requerimientos de cationes y sustratos son similares a los de las GSI y
GSII, siendo la Km aparente para el ATP, amonio y glutamato parecida a
las de la GSI de Synechocystis (Garcia-Dominguez et al., 1997). Esta
enzima se encuentra en la mayoria de las cianobacterias unicelulares, pero
estd ausente de las filamentosas fijadoras de dinitrégeno ((Reyes y
Florencio, 1994a; Garcia-Dominguez et al., 1997). Recientemente hemos
encontrado que la cianobacteria Pseudanabaena 6903, solo contiene la
GSII y carece naturalmente de la GSI (Crespo et al., 1998), por tanto en
cianobacterias existen las tres posibilidades, solo con GSI, como
Anabaena 7120, solo GSIII, como Pseudanabaena 6903, y ambas GSs,
como Synechocystis 6803, la relacién filogenética entre las distintas
glutamina sintetasas se muestra en la Figura 4, claramente las GSIII
parecen ser mas ancestrales que los otros dos tipos, y bien en
cianobacterias ambas existieron desde un principio, 6 la GSI fue una
adquisicidn posterior a lo largo de la evolucién que ha ido reemplazando
a la GSHI, esto requeriria un estudio evolutivo més amplic y exhaustivo,
utilizando un mayor nimero de especies cianobacterianas.

El mutante de Synechocystis carente del gen glnA, era viable usando
nitrato como fuente de mitrégeno, pero no crecia en presencia de amonio,
mientrds que los mutantes del gen ginN crecidn en todas las condiciones
de cultivo independienternente de la fuente de nitrégeno uiilizada.
Mutantes doble ginA-glnN, no fue posible obtenerlo, indicando
claramente que las cianobacterias necesitan una GS activa para su
crecimiento (Reyes y Florencio, 1994b).

REGULACION DEL CICLO GS-GOGAT

El control del ciclo GS-GOGAT, es fundamental para mantener los
niveles intracelulares de diversos metabolitos, especialmente cuando se
producen cambios, en las condiciones nutricionales de estas bacterias. La
glutamina producida por la GS no es solo utilizada en la sintesis de
proteinas, sino que también actua como donador de grupos amido en
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diversas reacciones, en la biosintesis de purinas, pirimidinas y amino
azucares, por tanto el mantenimiento de los niveles intracelulares de
glutamina, constituye un punto importante de control en la mayoria de los
microorganismos. De hecho la adicién de amonio a un cultivo de
Synechocystis 6803 creciendo en nitrato como fuente de nitrégeno,
produce un cambio en la concentracién intracelular de los aminodcidos
relacionados con el ciclo GS-GOGAT (Mérida et al., 1991), de tal modo
que el nivel de glutamina aumenta unas 30-60 veces y el de glutamato
disminuye en la misma proporcion. Este dato sugiere que la eficiencia del
ciclo se incrementa en presencia de amonio, pero el mantenimiento de los
niveles de aminodcidos requiere un reajuste de dicho ciclo. Este proceso
de control veremos que se lleva a cabo fundamentalmente controlando los
niveles y la actividad de la GS, y del aporte de carbono al ciclo a través
de 1a IDH, es decir a nivel transcripcional y post-transcripcional.

Expresion de los genes del ciclo GS-GOGAT

Como hemos indicado anteriormente la GS, va a ser el objeto
principal de control. La expresién del gen glnA, que codifica para la GSI,
se ha estudiado en varias cianobacterias, incluyendo Synechocystis 6803,
En la mayoria de estos estudios se ha podido constatar que la expresion
del gen ginA es mdxima en condiciones de deficiencia de nitrégeno, y
minima, cuando las células crecen utilizando amonio como fuente
nitrégenada, representando el nitrato un nivel intermedio de expresién
(Reyes et al., 1997). El gen icd que codifica para la NADP-IDH, responde
de un modo similar a las diferentes condiciones nutricionales, en lo que
respecta a la fuente de nitrégeno (Muro-Pastor ef al., 1996). Sin embargo
en el caso de Synechocystis 6803, el gen glnN, que codifica para la GSTII,
presenta una expresién alta de dicho gen, solo en condiciones de
deficiencia en nitrégeno, y su expresion es préacticamente nula en
presencia de amonio en el medio de cultivo (Reyes y Florencio, 1994a).
Los genes que codifican para las dos glutamato sintasas, gitS, gltB y gitD,
no parecen afectarse por la disponibilidad de nitrégeno, lo que confirma
por otro lado que el punto central de regulacién se ejerce a nivel de la
primera enzima del ciclo.
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Figura 4. Arbol filogenético de las glutamina sintetasas. Las secuencias fueron obte-
nidas de las bases de datos GeneBank/EMBL.

El control transcripcional de los genes ginA, ginN y icd parecen ser
llevados a cabo por el activador transcripcional NtcA. El gen que codifica

158



F. J. Florencio

este activador transcripcional (nfcA) se clond por complementacién de
mutantes pleiotrépicos, incapaces de crecer en nitrato y su producto
(NtcA) es una proteina perteneciente a la familia de los reguladores
transcripcionales CRP y FNR de E. coli (Vega-Palas et al., 1992). NtcA
también es homoéloga a la proteina CysR de Synechococcus 7942, la cual
se requiere para la regulacién del sistema de asimilacién de azufre
(Laudenbach y Grossman, 1991).

NtcA interacciona con el ADN habiéndose demostrado su unién a
secuencias de las zonas promotoras de los genes nirA, glnA y del propio
gen ntcA de Synechococcus 7942 (Luque et al, 1994). La estructura
consenso para los promotores que requieren NtcA en Synechococcus 7942
es la siguiente:

GTA....Ng...TAC Na» TAN;3T.Ny.5

Aparece, por lo tanto, una tipica caja -10, pero en lugar de la caja -
35 aparece una secuencia palindrémica a la cual se une NtcA.

NtcA se encuentra también en otras cianobacterias como
Synechocystis 6803 y Anabaena 7120 (Frias et al.,, 1993). De hecho, el
factor VF1 descubierto en Anabaena 7120 y caracterizado como una
proteina capaz de unirse a los promotores de los genes xisA, glnA 'y rbcLS,
ha resultado ser la proteina homodloga a NtcA en Anabaena 7120
(Chastain et al., 1990; Wei et al., 1993; Ramasubramanian et al., 1994).En
Synechocystis 6803, nuestro grupo ha demostrado que NtcA, purificado a
partir de su expresion en E. coli, mediante una fusién a la proteina GST,
es capaz de unirse a los promotores de los genes anteriormente citados,
excepto al promotor del gen ginN. (Reyes et al., 1997, Muro-Pastor ez al.,
1996). De hecho la expresién de dicho gen, como se indicé anteriormente
es diferente al modelo de expresidn de ginA y icd, ya que ginN se
transcribe principalmente en condiciones de deficiencia de nitrégeno.
Ademds de la fuente de nitrégeno, otros factores pueden afectar la
expresion de los genes del ciclo GS-GOGAT, especialmente ginA, asi los
cambios en las condiciones fotosintéticas y el transporte de electrones
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tanto fotosintético como respiratorio controlan la transcripcion de glnA en
Synechocystis 6803 (Reyes et al., 1995).

Regulacién de la actividad GS

La adicién de amonio a cultivos de diversas cianobacterias que
utilizan nitrato o dinitrégeno como fuente de nitrégeno resulta en un lento
descenso de la actividad GS, que puede llegar a ser del 50% 10 a 20 h
después de la adicién del catién, atribuible a una represion de la sintesis
de la enzima por amonio (Rowell et al., 1979; Tuli y Thomas, 1981; Orr
y Haselkorn, 1982). Sin embargo, en la cianobacteria Synechocystis 6803,
la adicién de amonio a células cultivadas en nitrato, provoca un fuerte y
rdpido descenso de la actividad GS alcanzando un 10% de la actividad
inicial solo 20-30 min después de la adicién del amonio (Mérida er al.,
1991a). La enzima inactiva es rapidamente reactivada in vivo cuando el
amonio desaparece del medio de cultivo. La GS inactiva es reactivable in
vitro por tratamientos como aumento de la fuerza idnica o del pH del
tampén o por incubacién con fosfatasa alcalina, pero no con
fosfodiesterasa (Mérida er al., 1991b). Por otra parte, experimentos de
marcaje radiactivo in vivo para intentar determinar 32P unido a la GS
inactiva, sometida a electroforesis desnaturalizante, han sido hasta la
fecha infructuosos (Mérida et al., 1991a). Todos estos resultados sugieren
una modificacién no covalente de la enzima y descartan modificaciones
del tipo de la adenililacién. No obstante la enzima inactiva se puede
visualizar por su diferente movilidad en geles no desnaturalizante de
poliacrilamida, y mediante experimentos de entrecruzamiento con un
agente quimico, el EDAC, se obtienen dos productos de entecruzamiento,
que sugieren la existencia de dos proteinas de 6-7 y 14-18 Kd, que se unen
a la GS, para provocar su inactivacién (Reyes y Florencio, 1995),
actualmente se estan purificando y caracterizando dichas proteinas, y
determinando su mecanismo de accién.

La GSI de Synechocystis puede ser también inactivada por la
oscuridad o por la adicién de DCMU a un cultivo creciendo en la luz,
dicho proceso de inactivacién no depende de la luz per se sino mds bien
del estado redox celular. Ambos mecanismo el de accién por amonio y el
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del estado redox dan lugar a la misma modificacién de la GSI (Reyes et
al., 1995).
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