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Las cianobacterias son un grupo de
microorganismos fotosintéticos con requeri-
mientos nutricionales muy reducidos y una
enorme capacidad de adaptacion a entornos
cambiantes, por 1o que son objeto de interés
biotecnoldgico para la produccion sostenible
de distintos compuestos, incluyendo biocom-
bustibles. Los mecanismos de adaptacion de
las cianobacterias a la deficiencia de nitro-
geno estan controlados por el regulador
transcripcional NtcA, que regula el uso de
distintas fuentes de nitrégeno, incluyendo en
Gltima instancia la posibilidad de fijar nitro-
geno atmosférico (N,) mediante la nitrogena-
Sa, una enzima extremadamente sensible al
oxigeno cuya actividad es incompatible con

la fotosintesis oxigénica. En cianobacterias
complejas, como nuestro organismo modelo
Nostoc sp. PCC 7120, esta incompatibilidad
se resuelve confinando la nitrogenasa en
unas células especializadas denominadas
heterocistos. En condiciones de fijacion de
nitrégeno los filamentos se comportan como
organismos pluricelulares con division de
tareas entre dos tipos celulares interdepen-
dientes, las células vegetativas y los hetero-
cistos (figura 1) (Muro-Pastor & Hess 2012).
La diferenciacion de heterocistos, que esta
en Ultima instancia controlada por NtcA,
depende también de HetR, un regulador
especifico de diferenciacion celular. Nuestro
trabajo se centra en el estudio de la partici-
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pacion de RNAs reguladores, tanto pequefios
RNAs (sRNAs) como RNAs antisentido en los
procesos de adaptacion al estrés de carencia
de nitrdgeno y la diferenciacion de hetero-
cistos.

Hemos definido el “paisaje transcripcio-
nal” de nuestro organismo modelo mediante
una metodologia de RNASeq que evidencio
abundante transcripcion no codificante. La
inclusion de una estirpe mutante hetR, que
no es capaz de diferenciar heterocistos, nos
permitio clasificar las respuestas transcrip-
cionales a la deficiencia de nitrégeno en
dos grandes regulones, el regulon NtcA, de
respuestas globales, y el reguldn HetR, que
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incluye respuestas especificamente relacio-
nadas con la diferenciacion de heterocistos
(Mitschke et al., 2011). En ambos regulones
hemos identificado moléculas de RNA poten-
cialmente reguladoras.

Utilizando la informacion derivada del
analisis transcriptdmico hemos disefiado un
acercamiento informatico para la prediccion
de secuencias transcritas como SRNAs a
partir de regiones intergénicas (Brenes-Al-
varez et al., 2016). Este acercamiento
implementa un andlisis de conservacion
filogenética que sugiere que algunos de los
SRNAs predichos se transcribirian de hecho
como RNAs funcionales. Asi, por ejemplo,
NsrR1 (nitrogen stress-repressed RNA 1) es
un sRNA de 45 nucledtidos, codificado en
todos los genomas de estirpes formadoras
de heterocistos, cuya expresion es repri-
mida por NtcA y que participa en la regu-
lacion de la expresion de la proteina NbIA,
implicada en el reciclaje de aminoécidos en
condiciones de carencia de nitrégeno (Alva-
rez-Escribano et al., 2018). De esta forma,
la regulacion de los niveles de la proteina
NbIA estaria operada por un circuito mixto
en el que participan un regulador transcrip-
cional (NtcA) y un sRNA (NsrR1). También
hemos analizado NsiR4 (nitrogen stress-in-
duced RNA 4), que se transcribe desde un
promotor activado por NtcA y que participa
en la regulacion de la asimilacion de amonio
a través de la modulacion de la traduccion
de la proteina IF7, un factor inactivante de
la glutamina sintetasa (Klahn et al., 2015).

Hemos disefiado también un acercamien-
to global a la identificacion de transcritos
especificos de los heterocistos, entre los
que hemos encontrado tanto SRNAs como
RNAs antisentido que podrian ejercer un
papel regulador. Para ello hemos hibridado
microarrays que incluyen todas las secuen-
cias gendmicas que se transcriben en nuestro
organismo modelo, ya sean estas codificantes
0 no codificantes, con una serie de muestras
de RNA correspondientes a la estirpe silves-
tre y la estirpe mutante hetR cultivadas con
distinta disponibilidad de nitrdgeno. A partir
de los datos resultantes hemos construido
una red de co-expresion y llevado a cabo un
andlisis de “clustering” en el que los dife-
rentes transcritos aparecen agrupados en
funcion de patrones transcripcionales comu-
nes (Brenes-Alvarez et al., 2019). Entre los
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Figura 1. Las cianobacterias formadoras de heterocistos son organismos multicelulares con division de tareas
metabdlicas. Se muestran las relaciones funcionales entre heterocistos (células especializadas en la fijacion de
nitrégeno atmosférico) y células vegetativas (que llevan a cabo la fijacion fotosintética del CO,). La expresion
de la proteina testigo GFP desde el promotor del regulador de la diferenciacion HetR ilustra la existencia de
patrones transcripcionales exclusivos de heterocistos. La fluorescencia roja corresponde a los pigmentos
fotosintéticos de las células vegetativas.

transcritos transcripcionalmente agrupados
con los de genes implicados en diferencia-
cion de heterocistos aparece por ejemplo
NsiR1 (nitrogen stress-induced RNA 1), un
SRNA de 60 nucledtidos que se puede consi-
derar un marcador muy temprano de células
en diferenciacion (Muro-Pastor 2014) y cuyo
papel regulador estamos actualmente ana-
lizando. Asimismo, entre los transcritos que
se expresan exclusivamente en heterocistos
aparecen varios transcritos antisentido, como
el as_glpX, que se transcribe en la hebra
contraria del gen que codifica la sedohep-
tulosa-1,7-bisfosfatasa, una enzima reque-
rida para la fijacion fotosintética de CO,. La
transcripcion de este RNA antisentido especi-
ficamente en los heterocistos contribuiria a la
reprogramacion metabolica que acompafia la
diferenciacion de estas células especializadas
(Olmedo-Verd et al., 2019).

En resumen, en los (ltimos afios hemos
contribuido a definir circuitos reguladores
mixtos que implican a los reguladores trans-
cripcionales NtcA y HetR y a moléculas de
RNA no codificantes cuya expresion esta bajo
control de los mismos. Nuestro trabajo se lle-
va a cabo en colaboracion con el laboratorio
dirigido por Wolfgang R. Hess (Genetics and
Experimental Bioinformatics, Universidad de
Freiburg, Alemania) y esta financiado actual-
mente por el Programa Estatal de Fomento
de la Investigacion Cientifica y Técnica de
Excelencia (BFU2016-74943).
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