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Presidente del Grupo.

A fuer de parecer irreverente me he permitido iniciar
esta presentacion con un pequefio parrafo que he sacado
de Wikipedia al buscar para el nombre de nuestro grupo.
Comienza asi:

«Microbiologia industrial o biotecnologia microbia-
na es el ambito de la Microbiologia orientado a la produc-
cion de elementos de interés industrial mediante procesos
en los cuales intervenga, en algin paso, un microorga-
nismo. Por ejemplo, la produccién de: alimentos (fermen-
tacion del vino, pan o cerveza) y suplementos dietéticos
(como los cultivos de algas, vitaminas o aminoacidos);
biopolimeros, como el xantano, alginato, celulosa, &cido
hialurénico, polihidroxialcanoatos, bioremediacion de en-
tornos contaminados o tratamiento de desechos; asi como
la produccion de principios activos de interés en medicina,
como la insulina y hormona del crecimiento o de sustan-
cias implicadas en el diagnoéstico, como las Tag polimera-
sas empleadas en PCR cuantitativa».

Vemos como, a pesar de contener una pequeia inco-
rreccion cuando sugiere que ciertos procesos de Microbio-
logia Industrial pueden no ser llevados a cabo por microor-
ganismos, la sensatez del parrafo es evidente y se adapta
poco mas o menos a lo que cada uno de nosotros entiende
por Microbiologia Industrial y la proyeccién mas moderna,
sustentada en la ingenieria genética, de Biotecnologia.

La Microbiologia Industrial naci6 hace muchos miles de
afios con las manipulaciones de alimentos que los hombres
de edades pretéritas hacian y que habian visto por inconta-
bles repeticiones prevenian la putrefaccion de los mismos.
Evidentemente ellos no sabian lo que ocurria pero si apren-
dieron rapidamente a controlar los efectos que los microorga-
nismos presentes en los alimentos ejercian. El capitulo de las
bebidas fermentadas constituye un capitulo aparte pues su
elaboracion estaba ligada a aspectos especialisimos de las di-
ferentes culturas. La cerveza y el vino comenzaron a utilizarse
no hace menos de unos 9000 afios y entendemos que desde
Mesopotamia y Egipto se extendi6 a toda Eurasia. En este
caso la presion selectiva que el hombre ejercié sin saberlo
sobre la levadura que conduce los fendmenos fermentativos
y que hoy llamamos Saccharomyces cerevisiae fue tal que in-
cluso forzo la aparicion de la especie taxonémica como tal.

ESPECIAL «MICROBIOLOGIA INDUSTRIAL Y BIOTECNOLOGIA MICROBIANA»

Presentacion del

numero extraordinario:
Microbiologia Industrial
y Biotecnologia Microbiana

Tomas Gonzalez Villa. Universidad de Santiago de Compostela.

Elaboracién de pan en el Antiguo Egipto
(bajo imperio, época de Ramsés i)
(fuente. www.scientificpsychic.com).

Al principio se elaboraban vinos muy inestables debido
a la mala calidad y baja acumulacién de azlcar en las ba-
yas de Vitis sp (de hecho los romanos recurrian frecuente-
mente a la adicién de sal para su mantenimiento y evitar
el deterioro). La seleccién y mejora de la vid para obte-
ner mejores caldos ocupé mucho tiempo a los jardineros
y monjes y poco a poco consiguieron nuevas variedades
optimas para la elaboracion de vino. De hecho, en el siglo
V ya se conocian distintos tipos de uvas y con ellas hacian
los vinos blancos, tintos o dulces. La viticultura europea a
partir de los siglos vi-vi, estuvo casi siempre en manos de
los monasterios ya que la iglesia era una de las principales
demandantes de vino para el sacramento de la Comunion.
El vino era rebajado con frecuencia con agua, ya que el
uso de uvas muy maduras para su elaboracion daba lugar
a caldos de elevada graduacion (este puede ser el origen
del rito cristiano de afadir agua al vino). El vino en estado
puro parece que se reservaba para los bérbaros, ya que
griegos y romanos pensaban que sin mezclar podia dar
lugar a la aparicion de enfermedades mentales.
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La arqueologia revela la actividad biotecnolégica
empirica del hombre en la antigiedad.

No cabe duda que todo lo que rodea al vino tiende a
tener una gran trascendencia y no solamente por razones
culturales o religiosas, sino simplemente por razones eco-
némicas ya que solamente hay una cosecha de uvas al afio
y si se estropeaba el caldo (o se estropea) la trascendencia
a la sociedad era alta. No ocurria asi con la cerveza (bebi-
da fermentada surgida al tiempo que el vino) ya que podia
prepararse en cualquier momento si se disponia de un ce-
real libre de aflatoxinas que pudiese germinar e iniciar asi
la produccion de lo que con el devenir de los siglos se vino
en denominar como «mosto cervecero». También en este
tipo de bebida participan estirpes especiales de S. cerevi-
siage que de nuevo han sido seleccionadas por el hombre
a lo largo de milenios y similares PERO diferentes de las
que participan en la elaboracion del vino; en este caso
muchas veces resultan ser estirpes heterotalicas mientras
que la mayoria de las vinicas resultan ser homotalicas. La
trascendencia de esta aparentemente pequefia diferencia
es, sin embargo, alta, como bien conocen todas aquellas
personas que hayan trabajado con ellas. Estas pocas lineas
sobre el vino que he plasmado aqui han delimitado (hoy
todavia) un campo biotecnolégico muy activo pues define
un punto de encuentro para fisidlogos vegetales, genéti-
cos (de plantas y levaduras), microbiélogos, bioguimicos y
tecnélogos de alimentos.

Otro alimento al que no podriamos renunciar tanto cul-
tural como nutricionalmente es el pan; a pesar de que no
se sabe con exactitud los diferentes tipos de pan que se
elaboran en el planeta, algunos autores lo acercan al mi-
llar, lo que sin duda da idea de la importancia que se le ha
dado como alimento basico de la humanidad. Como todos
sabemos éste alimento se puede catalogar en dos grandes
apartados: i) panes azimos o panes elaborados sin leva-
dura y ii) panes elevados o fermentados. Los primeros no
sufren procesos de fermentacion pero los segundos se ela-
boran mediante el uso de las llamadas levaduras panade-
ras (estirpes de S. cerevisiae, de nuevo seleccionadas por
el hombre a lo largo de milenios), capaces de fermentar
oligosacaridos de las harinas de diferentes cereales y con-
secuentemente producir CO, y etanol (eliminado durante el
horneado). Todas las culturas antiguas desde Mesopotamia,
pasando por Egipto, Grecia y Roma conocian y guardaban

celosamente los fermentos para la elaboracion del pan.
Solamente en el siglo xx y lo que llevamos del actual se ha
podido comprender el comportamiento bioquimico y sobre
todo genético de estas estirpes de levaduras tan especia-
les, sin las que sin duda no dispondriamos de tantas varie-
dades de pan. Hoy ya somos capaces, como en el caso de
las bebidas fermentadas de afrontar racionalmente la me-
jora genética de todo este tipo de estirpes, incluso cuando
se trata del dominio y mejora de caracteres poligénicos
Otro grupo de alimentos de importancia en la historia del
desarrollo de la alimentacion humana son los productos
fermentados de la leche, denominados también derivados
lacteos fermentados, debido a la accién de las bacterias
del &cido lactico (BAL) tales como las especies de los
géneros Lactobacillus, Lactococcus o Leuconostoc. EL pro-
ceso origina productos con una dualidad importante, por
una parte incrementa la vida atil y por otra parte me-
jora la digestibilidad del mismo frente a la leche. Exis-
ten evidencias que demuestran la existencia de produc-
tos fermentados de la leche ya desde hace 10.000 afios.
Estos aspectos de la Microbiologia Industrial han gene-
rado en los altimos 50 afios un campo de investigacion
aplicada y biotecnoldgica muy creativa e interesante y que
como en los casos anteriores han propiciado un campo de
encuentro para genéticos, expertos de produccién animal,
virélogos y tecndlogos de alimentos, lo que ha dado lugar
a la mejora de procesos conocidos desde la antigiiedad y
al desarrollo de otros nuevos que han generado nuevos
productos lacteos obtenidos por fermentacion.

Existen muchos tipos de lacteos fermentados Algunos
de ellos son:

Yogur

Suero de mantequilla(EE.UU., Canadd)
leche acidophilus (EE.UU., Canada)
kiselo mlyako (Bulgaria)
sauermilch o dickmilch (Alemania)
zure melk (Paises Bajos)

lapte batut (Rumania)

filmjolk o fil (Suecia)

surmelk o kulturmelk (Noruega)
piima y viili (Finlandia)

amasi (Sudéfrica)

Pero la utilidad de las BAL no acaba aqui, ya que tam-
bién se utilizan en las fermentaciones secundarias de vi-
nos (fermentacién malolactica) asi como en la maduracién
de productos carnicos.

El término Biotecnologia -literalmente tecnologia de
lo vivo-, desperté en la década de los afios 70, después
de la reunion de Asilomar en California, un enorme inte-
rés incluso para la gente de la calle, contemplandosela
como una especie de piedra filosofal que iba a librarnos
a los humanos de todas nuestras miserias. Sin embargo,
en la daltima década del siglo xx comenzaron a aparecer
detractores hasta alcanzar en la actualidad cotas de se-
vero rechazo en ciertos sectores parcialmente informados
de la sociedad.
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ALGUNOS SECTORES DE IMPORTANCIA

Este es un drea muy dindmica en el seno de nuestro grupo ya que posee proyecciones a medios
hidricos, suelo y aire. Se pretende no solamente preservar de la mejor manera posible los
ecosistemas que hemos recibido, sino de recuperar aquellos que han sido particularmente
dafiados (hasta hacerlos inservibles) mediante la aplicacién sistemdtica de procesos de
Microbiologia Industrial y Biotecnologia.

En la actualidad se hace particular énfasis en el aprovechamiento de residuos de origen quimico y
de origen biolégico y en el desarrollo de metodologias biolégicas para la deteccién de contaminantes.
La puesta a punto, mediante el empleo de técnicas de biologia molecular, de nuevos métodos de
andlisis que permiten vigilar de forma continua la contaminacién en los entornos naturales, asi
como el andlisis de las comunidades microbianas y de los procesos metabélicos implicados en
la eliminacién de substancias téxicas o contaminantes estdn revolucionando la forma de conocer,
prevenir y, en Gltimo extremo, controlar los procesos contaminantes si los hubiera.

En este drea los paises dardn prioridad a diferentes aspectos segin su localizacién geogrdfica
e irdn encaminados a resolver los problemas relacionados con aquellas enfermedades
humanas o de animales que tengan una mayor relevancia socioeconémica en las zonas
en cuestién. Se desarrollarédn nuevas metodologias para el diagnéstico de enfermedades,
asi como estrategias y métodos para la obtencién de vacunas altamente protectoras de la
poblacién humana y/o animal. Por dltimo se prevén grandes inversiones para el desarrollo
de modelos para el tratamiento de enfermedades o el andlisis de fdrmacos e identificacién y
caracterizacién molecular de dianas de accién farmacolégica.

El sector agroalimentario es de especial transcendencia econémica para el mundo, sin el cual
no se podria alimentar a la creciente poblacién mundial. Los paises propugnarén la formacién
en el conocimiento y adquisicién de tecnologias que tienen su origen en la biologia molecular y
celular, con el aislamiento y caracterizacién de genes de interés agronémico y su utilizacién en el
disefio de plantas transgénicas que permitan la obtencién de mayor cantidad de alimentos y de
nuevas estirpes capaces de colonizar ambientes degradados por la actividad industrial humana.
La aplicacién de las técnicas de ingenieria genética al estudio de las interacciones entre plantas y
otros organismos propiciard el desarrollo de una agricultura mds respetuosa con el medio ambiente.
De igual manera, la utilizacién de técnicas de ingenieria genética en microorganismos de interés
en procesos de transformacién agroalimentaria asi como el desarrollo de nuevas técnicas de
ingenieria genética, generardn nuevas estirpes de microorganismos que presenten caracteristicas
de interés en la produccién de alimentos, en particular en lo que hace referencia a la nutricién,
estabilidad de los mismos e inocuidad.

La palabra Biotecnologia es en realidad vieja, a pesar
de lo que normalmente se cree, ya que fue acufiada por el
ingeniero hlngaro Karl Ereky en 1917 para un proceso de
produccion en masa de cerdos, utilizando remolacha azu-
carera como alimento primario biotransformable. Utiliza el
principal «invento» de nuestro planeta como es la célula
y mediante su manipulacién (microorganismos y células
de plantas y animales), la Biotecnologia produce bienes y
servicios para la industria alimentaria, farmacéutica, qui-
mica y ambiental de indudable beneficio. En el cuadro ad-
junto se resumen las principales ciencias convencionales
que han contribuido al nacimiento de la Biotecnologia,
asi como de macrologros del dltimo tercio del siglo xx y
perspectivas de futuro.

Un descubrimiento clave inicié el cambio dramatico
que conocemos hoy como ingenieria genética o ADN re-
combinante: en 1970 Hamilton Smith y Daniel Nathans
descubren una enzima (restrictasa) capaz de reconocer y
cortar el ADN en secuencias especificas, que les valid el
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Premio Nobel de fisiologia o medicina, compartido con
Werner Arber, en 1978. Este descubrimiento (consecuen-
cia de un hallazgo accidental, en el que los investigadores
profundizaron con gran sentido) dio origen a una sucesion
de nuevos descubrimientos y potencié el desarrollo de lo
que hoy entendemos por Ingenieria Genética o simplemen-
te Biotecnologia que nos permite clonar cualquier gen en
un virus, microorganismo, célula de animal o de plantas.

En definitiva, aunque solamente he esbozado algunos
aspectos de la Microbiologia Industrial y Biotecnologia,
que delimita el nombre de nuestro grupo especializado, no
son mas que eso unas ideas para que el lector sea cons-
ciente de la amplia proyeccion e imbricacién de la Micro-
biologia Industrial en todas las facetas de la vida humana.

Se recogen a continuacién aspectos de investigacion
de diversos grupos que mantienen con sus contribuciones
el dinamismo de nuestro grupo.

iFelicidades a todos!
Elaboracién del vino en el antiguo Egipto en un

fresco datado alrededor del 1400 A.C. (Metropolitan
Museum of Art).

Fundacion MEDINA - Investigacion
en Terapias Innovadoras a partir de
Productos Naturales aislados

de Microorganismos

M? Francisca Vicente, Gerald Bills, Fernando Reyes, Olga Genilloud
Fundaciéon MEDINA, Centro de Excelencia en Investigacién de Medicamentos Innovadores
en Andalucia, Parque Tecnolégico de Ciencias de la Salud, Avda. del Conocimiento 3, E-18100

La Fundacion MEDINA es un consorcio pablico-privado
sin animo de lucro establecido a partir de la alianza entre
Merck Sharp & Dohme de Espafia S.A. (MSD), la Junta de
Andalucia y la Universidad de Granada. La Fundacion esta
enfocada en la investigacion y descubrimiento de nuevas

Armilla, Granada. www.medinaandalucia.es

terapias innovadoras que permitan dar respuesta a necesi-
dades médicas no cubiertas.

En el afio 2008 la Fundacion MEDINA se ha establecido
en el Parque Tecnolégico de Ciencias de la Salud en Granada
a partir del proyecto desarrollado en el antiguo Centro de In-
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Miembros del grupo de la Fundacién MEDINA.

vestigacion Basica de Merck Sharp & Dohme de Espafia (CIBE-
MSD) en Madrid. El equipo actual de MEDINA procede en su
gran parte de uno de los mas antiguos Programas de Descu-
brimiento de farmacos a partir de productos naturales de la
industria farmacéutica y que durante sus mas de 50 afios de
existencia dentro la division de investigacién de Merck (Merck
Research Laboratories) ha contribuido como uno de los cen-
tros con mayor éxito en cuanto al ndmero de productos en el
mercado procedentes de sus lineas de investigacion.

MEDINA se ha consolidado como un nuevo Centro de
Excelencia para la investigacion y desarrollo en el descu-
brimiento de farmacos sobre la base del conocimiento, la
tecnologia y el equipamiento transferidos desde MSD, asi
como sobre la experiencia de una buena parte de su perso-
nal con una larga trayectoria anterior en dicha compadia.
El equipo de investigacion actual de la Fundacion ha sido
reclutado tanto desde la empresa farmacéutica como del
sector biotecnolégico y del académico, y opera como un
equipo multidisciplinar con amplia experiencia en biolo-
gia molecular y celular, microbiologia clinica e industrial,
informatica y automatizacion, gestion de librerias de com-
puestos, y quimica analitica y de productos naturales.

Esta experiencia ha podido ser complementada y en-
riquecida a través de las oportunidades de colaboracion
con empresas biotecnoldgicas, grupos académicos e Insti-
tutos de Investigacion Sanitarios en Andalucia que ofrece
el Parque Tecnoldgico de Ciencias de la Salud, una red de
investigacion Gnica en Andalucia para favorecer las posi-
bilidades de interaccion y desarrollo de una investigacion
traslacional en la clinica.

DESCUBRIMIENTO DE FARMACOS
A PARTIR DE PRODUCTOS
NATURALES

La principal mision de la Fundacién MEDINA como cen-
tro de investigacion consiste en responder a necesidades

médicas no cubiertas en areas prioritarias para la salud
mediante el descubrimiento de terapias innovadoras, y
en especial de nuevos candidatos a farmacos a partir de
compuestos de origen microbiano. MEDINA es lider en el
desarrollo de farmacos a partir de moléculas de origen mi-
crobiano, y es una referencia internacional en el campo de
los productos naturales para las instituciones académicas
y el sector industrial.

La Fundacion MEDINA centra sus programas de des-
cubrimiento de farmacos en diferentes areas terapéuticas
como las enfermedades infecciosas y las enfermedades
olvidadas, especialmente en la bisqueda de nuevos agen-
tes frente a bacterias Gram negativas multirresistentes, la
oncologia, la neurodegeneracion y las enfermedades raras.
MEDINA tiene una amplia experiencia en el desarrollo de
campafas de cribado de alto rendimiento (High Through-
put Screening HTS) con colecciones de extractos de pro-
ductos naturales y librerias de compuestos de sintesis en
una amplia variedad de formatos de ensayo automatizado.
Actualmente desarrolla programas de investigacion cola-
borativa en estas areas a través de lineas de financiacion
interna y competitiva.

La Fundacién MEDINA ofrece un amplio portafolio de
ensayos HTS in vitro y en lineas celulares, y ha imple-
mentado tecnologias de vanguardia como el High Content
Bioimaging, que van a permitir identificar nuevos candida-
tos a farmacos mediante una combinacién de ensayos em-
piricos y ensayos funcionales basados en diferentes dianas
terapéuticas.

MEDINA tiene una experiencia colectiva asi como los
vinculos histéricos con farmacos comercializados desde
hace afios con enorme éxito (Cefoxitina, Mevacor, Imipe-
nem, Cancidas) asi como con algunos de los mas importan-
tes descubrimientos de productos naturales de las Gltimas
décadas (entre otros, moriniafungina, parnafunginas, en-
fumafungina, platensimicina, platencina, lucensimicina,
philipimicina, kibdelomicina).

MICROBIOLOGIA INDUSTRIAL Y BIOTECNOLOGIA MICROBIANA
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LA COLECCION DE PRODUCTOS
NATURALES

La Fundacion MEDINA pone a disposicion del scree-
ning una de las mayores y mas productivas colecciones
de hongos filamentosos, actinomicetos y bacterias para el
descubrimiento de metabolitos secundarios con actividad
biolégica. La Fundacion invierte una gran parte de sus
recursos y personal en el mantenimiento y expansion de
esta coleccion de méas de 110.000 microorganismos. La
coleccion se ha construido para satisfacer las necesidades
de una libreria de productos naturales en el marco de la
empresa farmacéutica, por lo que ha perseguido la incor-
poracion de una amplia representacion de actinomicetos
y hongos productores de metabolitos secundarios. Dicha
libreria, que actualmente consta mas de 100.000 extrac-
tos y fracciones enriquecidas de productos naturales, esta
extensamente anotada con datos quimicos y bioldgicos.

MEDINA ofrece el acceso a los diferentes Médulos de la
Libreria de extractos y fracciones de productos naturales con
caracteristicas (nicas para el descubrimiento de farmacos:

e Se caracterizan por la enorme diversidad en sus
fuentes, métodos de preparacion y el espacio quimi-
co (nico que representan.

e Estan disponibles en diferentes formatos y alicuotas
completamente integrados con plataformas roboti-
zadas, lo que permite su ensayo de manera eficiente
y automatizada.

¢ Estan anotados extensivamente con datos referentes a
sus caracteristicas quimicas y propiedades bioldgicas.

Sobre la base de esta experiencia en la identificacion de
compuestos producidos por microorganismos con potencial para
su desarrollo como farmacos, se ofrecen oportunidades para el
descubrimiento de nuevas estructuras no descritas a partir de
librerias de compuestos generados mediante sintesis quimica.

Los productos naturales permiten identificar moléculas
que sean el punto de partida del descubrimiento de nuevos

Antagonismo entre especies de enddfitos
aislados de Retama sphaerocarpa, La Malahd,
Granada, Espania.

candidatos, y nuevas estructuras que puedan ser desarro-
lladas por MEDINA o en colaboracion con compaiiias que
operen en los sectores de la salud y agroquimico.

Ademas de estas actividades de investigacion, la Fun-
dacion MEDINA pone a disposicion de la comunidad cienti-
fica asi como de la industria farmacéutica, biotecnologica
y agroquimica, una plataforma singular de descubrimiento
de farmacos a partir de productos naturales derivados del
enorme y diverso arsenal microbiolégico que esta perfec-
tamente gestionada y optimizada para el desarrollo de
nuevos programas de blsqueda de moléculas bioactivas
en el laboratorio. MEDINA proporciona la experiencia y las
herramientas necesarias para maximizar las posibilidades
de éxito a partir del cribado de la coleccion.

LA PLATAFORMA DE SEGURIDAD
PRECLINICA

La plataforma integrada de ensayos de preclinica pro-
cede del antiguo CIBE, Centro de Referencia en MSD para
la evaluacion temprana de candidatos a farmacos, y ha
evolucionado para responder a las necesidades internas y
externas de identificar los potenciales riesgos de seguridad
cardiovascular y neuronal, las interacciones medicamento-
sas y el metabolismo de los farmacos en etapas tempranas
del desarrollo de los candidatos a farmacos. Dicha pla-
taforma ofrece la evaluacion de los compuestos en dife-
rentes ensayos de metabolismo de farmacos (ensayos de
estabilidad metabélica y evaluacion de la interaccion me-
dicamentosa mediada por citocromos P450), ensayos de
cardiotoxicidad (interaccién con canales i6nicos), ensayos
de neurotoxicidad (interaccidon con receptores de neuro-
transmisores), y ensayos de genotoxicidad. La calidad de
los servicios de ensayo que ofrece MEDINA asi como los
cortos tiempos de respuesta asegurados por el grado de
automatizacion de la plataforma de screening permiten to-
mar rapidas decisiones ‘go/no-go” que conllevan a una im-
portante reduccion de los costes de desarrollo preclinico.
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COLABORACIONES CIENTIFICAS

La Fundacion MEDINA esta desarrollando programas de
investigacion derivados de sus lineas internas y de sus co-
laboraciones internacionales con grupos de investigacion
académicos en instituciones puablicas europeas y de los
EEUU, asi como de compaiiias biotecnolégicas y farmacéu-
ticas. Estos proyectos se enfocan en el descubrimiento de
nuevos farmacos que puedan responder a necesidades mé-
dicas no cubiertas en enfermedades infecciosas (patégenos
multirresistentes Gram negativos y Mycobacterium tuber-
culosis, y tratamiento de Aspergillosis invasiva), y para el
tratamiento de malaria. Ademas, MEDINA ha implementado
un programa de investigacion estratégico en cancer dirigido
a la identificacion de nuevos agentes antitumorales enfo-
cados selectivamente a determinadas rutas de sefializacion
celular, asi como un programa en medicamentos huérfanos
para enfermedades raras. En este Gltimo campo esta traba-
jando especificamente en el tratamiento de la Esclerosis La-
teral Amiotréfica con potencial aplicacion en enfermedades
neurodegenerativas vinculadas al envejecimiento.

MEDINA tiene como objetivo establecer acuerdos de cola-
boracién y alianzas con empresas del sector farmacéutico que
puedan contribuir a llevar nuevos candidatos a farmacos hasta
las fases preclinicas y a un posible desarrollo en la clinica.
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Biotecnologia para la Biomasa

Lignoceluldsica

Maria Jests Martinez y Angel Martinez.
Centro de Investigaciones Biologicas, CSIC,
¢/ Ramiro de Maeztu 9, 28040 Madrid

El grupo de Biotecnologia para la Biomasa Lignocelulésica del CIB-CSIC.

EL grupo de investigacion «Biotecnologia para la Bio-
masa Lignocelulésica», coordinado por los Dres. Angel T.
Martinez y M2 Jesls Martinez, forma parte del Departa-
mento de Biologia Medioambiental del Centro de Investi-
gaciones Bioldgicas (CIB) del CSIC en Madrid, uno de los
centros pluridisciplinares de mayor tradicion en el area de

Biologia en Espafa. El grupo comenzé su andadura el afio
1985, dentro del antiguo Departamento de Microbiologia
Molecular del CIB, estudiando tanto los aspectos basicos
de la degradacion de la lignocelulosa por los hongos como
el potencial de estos microorganismos y sus enzimas en
diferentes aplicaciones hiotecnolégicas. Inicialmente los
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trabajos se centraron en conocer los mecanismos enzima-
ticos de los hongos de podredumbre blanca, especialmente
de Pleurotus eryngii, para degradar la lignina, un paso cla-
ve para el reciclado del carbono en la Tierra y caracterizar
las enzimas extracelulares que intervenian en el proceso
(lacasas, peroxidasas y enzimas productoras de peroxido
de hidrégeno). Todas estas enzimas presentan una amplia
especificidad de sustrato, lo que ha permitido comprobar
también su eficacia para degradar otros compuestos aro-
maticos recalcitrantes que producen problemas medioam-
bientales (hidrocarburos aromaticos policiclicos, coloran-
tes, residuos de produccién aceite de oliva, etc.).

Inicialmente los proyectos se relacionaron con la apli-
cacion de estos hongos y sus enzimas en el sector pape-
lero. La introduccién de tecnologias menos agresivas con
el medio ambiente, como la eliminacién del cloro en el
blanqueo de la pasta, llevo consigo la aparicion de otros
problemas en el sector. En este sentido destacar que las
investigaciones del grupo dieron lugar a diferentes traba-
jos y patentes en los que se propone que tanto la aplica-
cion de los hongos como sus enzimas podrian contribuir
a reducir estos problemas: i) las lacasas, utilizando me-
diadores de bajo peso molecular, y las peroxidasas podian
participar en el blanqueo enzimatico de las pastas, man-
teniendo sus propiedades, ii) el pretratamiento biolégico
de las astillas disminuia los problemas de depoésitos en las
pastas y iii) estos problemas de depdsitos también podrian
mejorar utilizando esterol esterasas o el sistema lacasa-
mediador, reduciendo o eliminando compuestos presentes
en los extraibles de las maderas e involucrados en la for-
macion de depositos.

Los trabajos sobre el empleo de mediadores para po-
tenciar la actividad de la lacasa (esta enzima oxida de
forma natural compuestos aromaticos fenélicos y sélo en
presencia de mediadores puede degradar compuestos aro-
maticos no fenélicos de mayor potencial redox), llevaron
a describir una nueva familia de mediadores naturales. La
Dra. Susana Camarero, investigadora del grupo, fue pio-
nera en la descripcién de estos compuestos, derivados
de la degradacion de la lignocelulosa, y su utilizacion
para degradar compuestos contaminantes y deslignificar
materiales lignocelulésicos, experiencia que aplica en la
actualidad a la ingenieria de lacasas flingicas. Por otra
parte, la incorporacién al grupo de la Dra. Alicia Prieto,
investigadora con gran experiencia en el estudio de poli-
sacaridos, ha permitido abordar con méas eficacia las dife-
rentes aplicaciones de la biomasa vegetal. Finalmente hay
que mencionar la aproximacion genémica para la bisqueda
de nuevas peroxidasas y otras oxidorreductasas de interés
biotecnolégico que esta desarrollando el Dr. Javier Ruiz-
Duenas.

La mayor parte de los proyectos vigentes en la ac-
tualidad estan relacionados con el aprovechamiento de
la biomasa vegetal, de acuerdo con el concepto de bio-
refineria, abordando aspectos basicos y aplicados para tra-
tar de estudiar las posibles aplicaciones biotecnolégicas,
entre las que se encuentran la produccion sostenible de
combustibles y productos quimicos, junto con la utiliza-

I

cién de modernas técnicas analiticas (basadas en la NMR
bidimensional disponible en el CIB) para el estudio de la
lignina y sus usos industriales. Las lineas de investigacion
en curso, financiadas por proyectos nacionales, europeos
y proyectos de colaboracién y contratos con empresas, se
resumen a continuacion:

e Estudios estructura-funcion de oxidorreductasas
involucradas en los procesos de degradacion (pe-
roxidasas, lacasas y aril-alcohol oxidasas), median-
te mutagénesis y evolucion dirigida, destinados a
mejorar las propiedades fisico-quimicas y cataliticas
de estas enzimas y su versatilidad para diferentes
aplicaciones.

¢ Estudios bioquimicos y moleculares de esterol es-
terasas, enzimas capaces de realizar reacciones de
hidrélisis o sintesis, dependiendo de las condiciones
de reaccion, con nuevas aplicaciones en el sector de
los nutracéuticos.

e Estudios de celulasas y hemicelulasas para la degra-
dacion de los polisacaridos de la pared vegetal y su
transformacion en etanol de segunda generacion.

e Estudios de lacasas y peroxidasas en la degradacion
de compuestos recalcitrantes contaminantes de
aguas y suelos y la producciéon de quimicos deriva
dos del tratamiento de la biomasa.

El grupo colabora con diferentes centros de investiga-
cion, universidades y empresas, tanto nacionales como in-
ternacionales y la informacion detallada de sus publicacio-
nes recientes y los proyectos en curso puede encontrase en
su pagina WEB (www.cib.csic.es/lignina/lignina_en.html).
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Degradacion de lignocelulosa
por estreptomicetos y sus
implicaciones tecnoldgicas

vy medioambientales

(Grupo BIODEG)

Manuel Hernandez, Juana Rodriguez, Francisco Guillén, Javier Mérida, Raquel Moya,
Ana Belén Garcia, Alba Blanquez, José Manuel Molina-Guijarro, Maria Isabel Pérez-
Leblic y Maria Enriqueta Arias. Departamento de Microbiologia y Parasitologia. Universidad
de Alcala. 28871 Alcala de Henares (Madrid). E-mail: enriqueta.arias@uah.es

El grupo de investigacion del Departamento de Micro-
biologia y Parasitologia de la Universidad de Alcala co-
ordinado por la Dra. M2 Enriqueta Arias Fernandez, se ha
centrado desde hace mas de 20 afios en la elucidacion
de los mecanismos basicos implicados en la degrada-
cion de lignocelulosa por cepas seleccionadas del género
Streptomyces, asi como en el estudio del potencial bio-
tecnolégico y medioambiental de estos microorganismos
y/o sus enzimas. Nuestras investigaciones se han dirigido
en una primera etapa a desentrafar los sistemas enzima-

ticos implicados en la degradacién de los componentes
estructurales de los materiales lignoceluldsicos por estos
microorganismos, asi como al analisis de las modificacio-
nes quimicas producidas, tanto en maderas como en resi-
duos herbaceos, por cepas seleccionadas. Con este estu-
dio se pretende a su vez satisfacer la demanda actual de
determinadas industrias contaminantes (papelera, textil,
petroquimica, etc.), para sustituir total o parcialmente
los procesos quimicos habitualmente utilizados, causan-
tes de un significativo impacto ambiental, por métodos
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biolégicos amigables con el medio ambiente y que a su
vez puedan incrementar el ratio coste-beneficio en dichas
industrias. Mas recientemente, hemos iniciado una nueva
linea de trabajo sobre procesos de bio-oxidacion avanzada
(PBOA) con microorganismos ligninoliticos seleccionados
(actinobacterias y hongos), con vistas a su aplicacién en
la descontaminacion de suelos, aguas residuales y efluen-
tes industriales.

ESTUDIOS BASICOS
DE DEGRADACION DE
LIGNOCELULOSA
POR STREPTOMYCES

Nuestros estudios iniciales se dirigieron al aislamien-
to y seleccion de cepas de estreptomicetos de distintos
habitats naturales, con objeto de conocer su capacidad
para degradar distintos residuos lignocelulésicos, tanto de
tipo herbaceo (paja de trigo, bagazo de maiz, cascarilla de
arroz y pulpa de café) como lefioso (maderas de picea y
eucalipto, entre otras).

EL andlisis quimico de los residuos lignoceluldsicos
transformados por cepas seleccionadas de Streptomyces en
condiciones de fermentacion en estado sélido, puso de
manifiesto que dichas cepas son capaces de atacar oxida-
tivamente las unidades estructurales de la lignina, hasta
lograr, en algunos casos, una significativa mineralizacion.
Asimismo, se puso de manifiesto que la mayor parte de
las cepas degradan el componente hemicelulolitico de los
sustratos, sin atacar la celulosa.

Posteriormente, se han elucidado los sistemas enzima-
ticos implicados en la degradacion de estos materiales. De
hecho, se han purificado y caracterizado enzimas de tipo
xilanasa, mananasa, esterasa, peroxidasa y lacasa, produ-
cidas en distintas condiciones de cultivo. Como fruto de
los resultados obtenidos, algunas de estas cepas selec-
cionadas y/o sus enzimas han sido aplicadas con éxito en
procesos de biopasteo y bioblanqueo de residuos lignoce-
luldésicos y pastas quimicas, respectivamente. Asimismo,
hay que destacar que en nuestro grupo se ha demostrado
por primera vez el potencial industrial de la cepa Strep-
tomyces cyaneus CECT 3335, para ser utilizada en el pasteo
biomecanico de madera de picea, debido a la capacidad de
este microorganismo para deslignificar dicho sustrato, con
el consiguiente ahorro energético en la etapa de desfibra-
do, uno de los «cuellos de botella» del pasteado mecanico.
Asimismo, el pretratamiento de la madera con el microor-
ganismo, supuso una mejora importante en los parametros
de calidad de las pastas obtenidas.

En relacion al proceso de bioblanqueo, enzimas de tipo
xilanasa, mananasa, peroxidasa y lacasa, producidas por
distintas especies de Streptomyces, han demostrado su
efectividad en la mejora de las propiedades fisico-quimi-
cas y Opticas de distintas pastas kraft de eucalipto.

Por altimo, también hemos demostrado la implicacion
de estos microorganismos en la degradacion de la lignina
presente en los efluentes generados por la industria pape-

Grupo BIODEG. De izquierda a derecha, Javier
Meérida, Maria Enriqueta Arias, Francisco Guillén,
Raquel Moya, Cristina Escudero, Juana Rodriguez,
Maria Isabel Pérez, Manuel Hernéndez, Ana Belén
Garcia y Alba Blézquez.

lera, lo cual conlleva una decoloracion muy significativa
de los mismos y una disminucion del impacto ambiental
causado por su vertido en las aguas continentales.

DEMOSTRACION DE LA
IMPORTANCIA BIOTECNOLOGICA
Y MEDIOAMBIENTAL DE LAS
LACASAS DE STREPTOMYCES

Y DE LOS SISTEMAS
LACASA-MEDIADOR

Entre las enzimas purificadas y caracterizadas en nues-
tro grupo, presentan especial relevancia las lacasas pro-
ducidas por las cepas Streptomyces cyaneus CECT 3335
y Streptomyces ipomoea CECT 3341. El interés suscitado
por su estudio radica, por un lado, en la corriente actual
existente por profundizar en el conocimiento basico de
estas enzimas, ya que al tratarse de enzimas recientemen-
te descubiertas en bacterias, su estructura y funcién son
practicamente desconocidas, y por otro, en la necesidad
creciente de encontrar sistemas enzimaticos oxidativos de
alta efectividad y bajo coste, que puedan ser aplicados en
la resolucion de problemas industriales y medioambienta-
les. Asi, en estos Gltimos afios, hemos clonado y caracte-
rizado ambas lacasas y, si bien la producida por S. cyaneus
presenta una estructura y comportamiento similares a los
de lacasas producidas por hongos filamentosos (tres do-
minios de cupredoxina y pH acido de actuacién), la lacasa
de S. ipomoea es estructural y cataliticamente Gnica. Esta
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lacasa presenta s6lo dos dominios de cupredoxina en su
estructura y su actividad depende del pH, siendo activa
sobre compuestos fenélicos a pHs alcalinos, lo que supo-
ne una gran ventaja para ser aplicada en procesos indus-
triales tradicionalmente llevados a cabo a elevados pHs,
0 para degradar compuestos contaminantes presentes en
efluentes alcalinos.

En cuanto al aspecto mas aplicado, hemos disefiado
sistemas lacasa-mediador (lo cual supuso la seleccidn
previa de mediadores de oxidacién de origen natural),
que han demostrado su utilidad en la degradacion y de-
toxificacion de colorantes textiles de tipo azo, cuyo ver-
tido a las aguas continentales supone un riesgo medio-
ambiental muy notable con consecuencias para la salud
humana. La eficacia de estos sistemas también se ha
puesto de manifiesto en el bioblanqueo de pastas kraft
de eucalipto. Asi, el tratamiento de las mismas con el
sistema lacasa-acetosiringona a pH alcalino, se tradujo
en un mayor grado de deslignificaciéon y un aumento de
la blancura de la pasta de papel, asi como en la mejora
de las propiedades o6pticas (CIE L*a*b* y CIE L*C*), in-
cluso después de un proceso de envejecimiento acelera-
do en laboratorio. Por otro lado, el ahorro de reactivos
(peréxido de hidrogeno) en las pastas biotratadas y la
posibilidad de recuperar gran parte de la actividad en-
zimatica tras el proceso, avalan el potencial del sistema
lacasa-mediador para ser utilizado a mayor escala en el
bioblanqueo de pastas de papel.

BIOOXIDACION AVANZADA
DE COMPUESTOS

Y POLIMEROS AROMATICOS
POR MICROORGANISMOS
LIGNINOLITICOS Y SISTEMAS
LACASA-MEDIADOR

Tal como hemos comentado, entre los mecanismos de-
gradativos de los microorganismos ligninoliticos destacan
preferentemente enzimas de tipo lacasa. La potenciacion
de la actividad oxidativa de estas enzimas se ha logra-
do merced al descubrimiento de los llamados mediadores,
agentes oxidantes de bajo peso molecular y elevado po-
tencial redox, que incrementa notablemente el rango de
compuestos susceptibles de degradacion.

Estos agentes incluyen radicales fenoxilo, derivados
de la oxidacién monovalente de los mediadores fendlicos
por lacasas (sistemas lacasa-mediador o LMS), y radicales
hidroxilo, generados entre otros mecanismos, mediante
ciclos redox de quinonas. La aplicacion de estos agentes
oxidativos altamente reactivos y poco selectivos produ-
cidos por bacterias y hongos ligninoliticos a la degrada-
cion de compuestos y polimeros aromaticos, podria ser
considerada como un «Proceso de Bio-Oxidaciéon Avan-
zada» (PBOA).

En estudios anteriores hemos demostrado la eficacia de
los sistemas lacasa-mediador en la degradacion de com-

puestos xenobidticos de estructura quimica diversa. En la
actualidad estamos desarrollando y optimizando los sis-
temas de produccion extracelular de radicales hidroxilo a
través del ciclo redox de quinonas. En este sentido, cabe
destacar que se ha demostrado por primera vez la induc-
cion de este ciclo en Streptomyces, resultando tan eficaz
como el descrito anteriormente en el hongo filamentoso
de la podredumbre blanca, Pleurotus eyngii. Con estos sis-
temas oxidativos inespecificos hemos logrado hasta el mo-
mento, la degradacion de compuestos xenobidticos como
benceno, tolueno, etilbenceno y xileno (BTEX) y un gran
namero de colorantes textiles, poniendo de manifiesto en
la mayor parte de los ensayos una completa detoxifica-
cion. Nuestro objetivo a corto plazo es ampliar el rango de
aplicacién de estos sistemas a una gran variedad de con-
taminantes emergentes (antibidticos, antiinflamatorios,
disruptores endocrinos y productos de cuidado personal),
es decir, los denominados PPCPs.
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Bacterias Lacticas del Vino y Otros
Alimentos (Grupo BL-URYV)

Albert Bordons*, Cristina Reguant, Nicolas Rozés, Isabel Araque, Nair Olguin, Albert
Hurtado. Dpto. Bioquimica y Biotecnologia, Facultad de Enologia de Tarragona, Universitat

Rovira i Virgili. * albert.bordons@urv.cat

Los miembros del equipo BL-URV, Albert Bordons
(2 fila, 4° por la izquierda), Cristina Reguant
(2° fila, 3° izquierda), Nicolas Rozés (3¢ fila,

1° izquierda), y las doctorandas Mar Margalef
(1 fila, 2° izquierda) y Paloma Torafio (1° fila,
1° derecha), con otros componentes del grupo
de Biotecnologia Enoldgica del que forman
parte.

Nuestro equipo BL-URV investiga sobre todo en las Bac-
terias Lacticas (BL) del vino pero también en las de otros ali-
mentos, sobre todo de aceitunas, en la Facultad de Enologia
de Tarragona, de la Universitat Rovira i Virgili. EL equipo esta
coordinado por A. Bordons, que con los otros dos profesores
C. Reguant y N. Rozes, forman parte de un grupo de investi-
gacion mas numeroso, llamado Biotecnologia Enolégica (ver
foto, Figura 1). Este grupo en su conjunto, cuyo responsa-
ble es Albert Mas, es un grupo reconocido como consolidado
por la Generalitat, con prestigio por la investigacion en los
diversos microorganismos relacionados con el vino, o sea,
levaduras, bacterias lacticas y bacterias acéticas.

En 1988, coincidiendo con la puesta en marcha de los
primeros estudios universitarios de Enologia en Tarrago-
na (y los primeros de Espafia), varios profesores de esta
universidad empezaron a realizar investigacion en temas
de enologia, y en concreto entonces A. Bordons empez6 a
trabajar con las BL del vino. Desde entonces se han rea-
lizado 9 tesis doctorales en el equipo BL-URV, y con sus
publicaciones internacionales, el equipo constituye hoy en
dia uno de los principales grupos de referencia sobre BL
del vino en Espafia. Cabe sefialar la relevancia internacio-
nal de los grupos espafioles en este ambito, cuyas publi-
caciones en estos 5 Gltimos afos constituyen un tercio de
todas las del mundo (Bordons et al., 2011).

En la actualidad trabajan en el equipo BL-URV, ade-
mas de los tres profesores mencionados, tres becarias pre-
doctorales: Meritxell Bordas (no aparece en la foto, esta
realizando una estancia en Burdeos), Mar Margalef y Palo-
ma Torafio, asi como Isabel Araque, técnica postdoctoral
(tampoco aparece en la foto, estd de baja maternal). Los
trabajos de nuestro equipo han sido financiados por varios
proyectos del Plan Nacional (AGL) y también por empresas
del sector, como las bodegas Torres o el consorcio de em-
presas del proyecto Deméter del programa Cenit del CDTI
(2008-2012). Parte de la investigacion la hemos realizado
en colaboracion con otros grupos de Valencia, Reus, Vero-
na, Burdeos, Dijon, Paris, Tanez y Tucuman.

CARACTERIZACION DE LAS
BACTERIAS LACTICAS DEL VINO

Las bacterias lacticas (BL) del vino son las que llevan a
cabo la fermentacion malolactica (FML) o segunda fermen-
tacion de bastantes vinos tintos y algunos blancos y es-
pumosos, principalmente cepas de Oenococcus oeni (Figu-
ra 2). La FML es la descarboxilacion de L-malico a L-lactico,
que conlleva un ligero descenso de la acidez. Otras venta-
jas que estas bacterias confieren al vino son la produccion
de otros metabolitos, como diacetilo a partir de citrico,
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HOOC-CH,-CHOH-COOH

L-malico

FERMENTACION MALOLACTICA (FML)

CH;-CHOH-COOH

» L-lactico + CO,

Oenococcus oeni, la bacteria
léctica del vino, y la
fermentacién maloldctica.

que también suponen mejoras organolépticas, y la estabi-
lizacion microbioldgica del vino, al haberse consumido du-
rante la FML los restos de compuestos como azdcares, que
podrian provocar contaminaciones posteriores en botella.

En los primeros afos de trabajo del equipo BL-URV se es-
tudio el efecto de diversos componentes del vino sobre la
viahilidad y el metabolismo de 0. oeni'y sobre la cinética de la
FML, como pesticidas, compuestos fendlicos y otros. Al mismo
tiempo se procedi6 a realizar aislamientos de BL de vinos del
sur de Catalufia, con lo que se ha conseguido tener un buen
banco de cepas, y a partir de ellas realizar ensayos de selec-
cion para la FML. También se pusieron a punto técnicas mole-
culares de identificacién de especie, sobre todo de 0. oeni, y
de tipificacion de cepas, como una técnica multiplex (Araque
et al., 2009a). Estas técnicas han permitido realizar estudios
de dindmica de poblaciones de las diversas cepas, inoculadas
0 no, en FML en diversas condiciones.

Aparte de los beneficios comentados, algunas de las BL en
ciertas condiciones pueden producir compuestos perjudiciales
para la salud humana, como las aminas hidgenas o el carba-
mato de etilo (CE), que es carcindgeno. Hemos estudiado la
produccién de precursores del CE, como la citrulina, a partir
de arginina por la ruta ADI (arginina deiminasa) en las BL.
Mediante cebadores degenerados se ha detectado la presencia
de los genes arc de dicha ruta en diversas especies y cepas, y
se ha encontrado correlacion entre los genes y la degradacion
de arginina (Araque et al., 2009b).

ADAPTACION DE OENOCOCCUS
OENI A LAS CONDICIONES
ESTRESANTES DEL VINO

Los endlogos saben bien que la FML a menudo tiene
problemas para realizarse o para terminar, incluso aun-

que se recurra a la inoculacion de cepas comerciales. El
vino es un medio dificil para el desarrollo de 0. oeni, ya
que es un medio muy variable (depende de la vendimia,
de la varietal de uva, de la levadura usada, etc), con-
tiene otros microorganismos, y sobretodo, es inhospito
ya que tiene etanol (hasta 15% v/v), un pH acido (3-4)
y pocos nutrientes porque la levadura los ha agotado
casi todos. Ademas, con el cambio climético estas di-
ficultades se acrecientan, ya que se estd constatando
un aumento del grado alcohdlico y una menor acidez,
con menor contenido en malico, que es necesario para
0. oeni (Reguant et al., 2010).

La principal linea de trabajo actual es el estudio de
los mecanismos de respuesta de 0. oeni para adaptarse
y sobrevivir a estas condiciones estresantes. Los me-
canismos pueden ser: a) modificaciones en la compo-
sicion de acidos grasos de membrana para compensar
los efectos del etanol; b) activacion de la ATPasa ex-
pulsando protones y al mismo tiempo generando ATPs
mediante las decarboxilaciones de malico y citrico; y
c) la activacion de una serie de proteinas de estrés,
como chaperonas o proteinas de mantenimiento del
equilibrio redox, como la tiorredoxina. Mediante PCR
cuantitativa, hemos demostrado que unos de los genes
que mas se expresan en presencia de etanol son los de
la ruta del citrato (Olguin et al., 2009), y que también
se sobreexpresan genes de proteinas de estrés como
hsp18 o clpP (Olguin et al., 2010). También hemos
conseguido analizar la expresion de estos genes mas
significativos extrayendo RNA directamente del vino.
Actualmente estamos confirmando estos resultados
mediante analisis transcriptémico con microarrays de
0. oeni. Por otro lado, estamos viendo el papel protec-
tor del glutation como antioxidante frente a los dafios
del etanol en 0. oeni.
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LAS BACTERIAS LI:\,CTICAS
EN LA ELABORACION DE LA
ACEITUNA ARBEQUINA DE MESA

Las aceitunas arbequinas de mesa se consumen tradicio-
nalmente en Catalufia. El proceso de elaboracién es muy ar-
tesanal y, a diferencia de las tipicas aceitunas espafiolas, no
tiene un previo tratamiento alcalino para eliminar el amargor.
Este se elimina parcialmente en un proceso de fermentacion
natural, del cual no se habia estudiado el proceso microbio-
l6gico, y que hemos ido caracterizando desde 2004. En los
primeros dias del proceso de fermentaciéon predominan las
levaduras, entre las que hemos identificado diversas espe-
cies de Candida y Pichia, pero a las pocas semanas las BL
ya son prevalentes: Lactobacillus pentosus, L. plantarum vy L.
paraplantarum (Hurtado et al., 2008) y ellas son la clave del
proceso para conseguir la maduracién y comestibilidad de las
aceitunas. Hemos aislado cepas de L. pentosus que pueden
funcionar com estarters (Hurtado et al., 2010) y también he-
mos caracterizado unos cien aislados de diferentes origenes
de las tres especies de Lactobacillus, relacionandolos con sus
perfiles de genes de bacteriocinas (Hurtado et al., 2011b).
Recientemente hemos publicado una revision sobre el papel
relevante de las BL en el proceso de fermentacion de las acei-
tunas de mesa en general (Hurtado et al., 2012).
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Diversidad de actinomicetos
y sus aplicaciones biotecnoldégicas

Gonzalo Cuesta. Departamento de Biotecnologia. Universidad Politécnica de Valencia.

Camino de Vera, 14. 46022 Valencia. Tel: 963877423 (goncueam@btc.upv.es)

Integrantes del grupo de investigacidn:

de izquierda a derecha, Ana Gonzdlez
(Técnico Superior de Laboratorio), Rocio

'| Olmo (Becaria), Albert Soler (Doctor por la
Universidad Politécnica de Valencia), Nelson
Talavera (Becario), Gonzalo Cuesta (Profesor
Contratado Doctor), Alfred Fillol (Becario).

EL grupo de Actinomicetos de la Universidad Politéc-
nica de Valencia tiene una reciente historia. Comenzé en
2004 cuando el que escribe estas lineas defendid la te-
sis doctoral que trataba sobre el estudio de actinomicetos
nocardioformes presentes en estaciones depuradoras y que
ocasionan problemas de espumas bioldgicas. La eleccion
del tema de dicha tesis tenia como objetivo cubrir el vacio
que existia en nuestro laboratorio donde tradicionalmente
se habia trabajado en microbiologia de alimentos. Asi pues,
me propusieron realizar la tesis doctoral sobre actinomice-
tos. Este grupo de microorganismos es muy amplio y diver-
so y por lo tanto habia que acotar el grupo microbiano a
estudiar. Después de realizar las bdsquedas bibliograficas
preliminares y a propuesta del que seria mi director de te-
sis, el Dr. José Luis Alonso Molina, me senti atraido por un
tema que no habia sido estudiado en Espafa. Se trataba de
estudiar un grupo de actinomicetos que interfieren en el
proceso de depuracion de aguas residuales. El proceso de

depuracion de aguas mas frecuentemente utilizado consis-
te en el sistema de fangos activados, en el que el agua re-
sidual se somete a una aireacion controlada para reducir la
DBO (Demanda Bioldgica de Oxigeno) a la vez que se forma
un floculo sedimentable. En este proceso intervienen una
enorme diversidad de microorganismos, unos beneficiosos
y otros perjudiciales. Si todo funciona correctamente, la
DBO se reduce al maximo y se forman floculos de un tama-
fio adecuado que sedimentan en el decantador secunda-
rio, obteniéndose un efluente claro que puede ser vertido
sin causar graves problemas medioambientales. Dentro de
los microorganismos que interfieren en este proceso se
encuentran los actinomicetos nocardioformes. Este grupo
de microorganismos pertenecen al suborden Corynebacte-
rineae incluido en la clase Actinobacteria y se caracterizan
por tener acidos micélicos en su superficie celular, lo que
les confiere alta hidrofobicidad. Esta hidrofobicidad unida
al hecho de que muchas especies forman filamentos rami-
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ficados es la principal causa de la produccién de espumas
biolégicas en depuradoras que interfieren en el proceso de
depuracion. Tradicionalmente la formacion de estas espu-
mas biologicas se ha asociado a la presencia de la especie
Gordonia amarae. El resultado de la tesis mostrd que ade-
mas de G. amarae existen otras muchas especies de nocar-
dioformes implicados en la formacién de espumas bioldgi-
cas. Por lo tanto la produccion de espumas biolégicas se
debe a una asociacién compleja de diferentes microorga-
nismos pertenecientes al suborden Corynebacterineae, algo
importante a tener en cuenta por el operador de planta que
hasta ahora consideraba la produccién de espumas vincu-
lada casi exclusivamente a la presencia de G. amarae como
(nica productora de espumas.

Como extensidn a los estudios de biodiversidad de no-
cardioformes en depuradoras, recientemente Albert Soler
Hernandez defendid su tesis doctoral en la que se aislaron
e identificaron mas de 150 actinomicetos de diversas esta-
ciones depuradoras. Todos estos actinomicetos se identifi-
caron mediante taxonomia polifasica. Resulta sorprenden-
te el resultado de esta tesis por la enorme diversidad de
especies encontradas, si lo comparamos con estudios simi-
lares en plantas europeas. Se han encontrado especies de
nocardioformes que nunca habian sido aisladas en estacio-
nes depuradoras, patégenos oportunistas como Gordonia
bronchialis, G. sputi, Tsukamurella pulmonis, Dietzia maris
y Williamsia maris y un buen ndmero de micobacterias am-
bientales. Ademas, y segin los criterios que definen la es-
pecie en procariotas, nos hemos encontrado con una serie
de posibles especies nuevas que generaran publicaciones
en un futuro.

Uno de los aspectos practicos que realiza nuestro gru-
po es el estudio de actinomicetos con capacidad de bio-
degradacion de compuestos toxicos. De hecho, muchos
de los actinomicetos aislados de depuradoras industriales
tienen la capacidad de degradar derivados aromaticos del
petréleo como el fenol y el naftaleno. Esta capacidad se
ha estudiado mediante cultivo en placa utilizando medios
de cultivo donde la Gnica fuente de carbono disponible es
el fenol y el naftaleno. Ademas, para estudiar el potencial
catabdlico de estas cepas degradadoras hemos detectado
por PCR el gen que codifica para la catecol 1,2-dioxigenasa
(CatA) que es la enzima que cataliza el primer paso en la
biodegradacion de compuestos aromaticos. Tenemos pues
unos buenos candidatos microbianos para realizar estudios
de biorremediacion en ambientes contaminados por deri-
vados del petrdleo, tanto acuaticos como terrestres.

Sin dejar de estudiar la biodiversidad de actinomicetos
en depuradoras, hemos ampliado el estudio a otros grupos
de actinomicetos y a otras fuentes de aislamiento. Una de
las lineas de trabajo actuales es la bisqueda de actinomice-
tos aislados de diferentes tipos de compost y vermicompost
con capacidad de inhibir el crecimiento de hongos fitopato-
genos. La utilidad practica de estos estudios viene de la ob-

I

servacion de que muchos composts tienen la capacidad de
inhibir ciertas enfermedades en plantas causadas por hon-
gos fitopatdgenos. Nuestro grupo ha aislado e identificado,
a partir de diferentes tipos de compost, actinomicetos con
capacidad inhibitoria frente hongos fitopatogenos. Esto de-
muestra que la capacidad inhibitoria del compost descrita
en diversas referencias se debe a los actinomicetos presen-
tes en él y que intervienen en la fase final de maduracién
del proceso de compostaje. Por lo tanto, cabe la posibilidad
de utilizar estas cepas de actinomicetos como indculo en
el proceso de compostaje, confiriendo al producto final la
capacidad de inhibir agentes fitopatogenos.

Actualmente la actividad de nuestro grupo consiste en
buscar aplicaciones biotecnoldgicas practicas a los acti-
nomicetos aislados de diferentes muestras ambientales.
Entre las aplicaciones estudiadas estan las actividades an-
tibidticas frente a patdgenos emergentes, hongos fitopa-
togenos, actividades enzimaticas diversas, degradacion de
compuestos derivados del petroleo, herbicidas, etc. Todos
los actinomicetos con actividades interesantes se identi-
fican mediante el analisis de las secuencias del gen 16S
rDNA y por taxonomia polifasica.
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Biotecnologia Microbiana para
la Industria Agroalimentaria

Coordinadores: Pilar Calo Mata y Jorge Barros Velazquez. Facultad de Veterinaria, Universidad
de Santiago de Compostela, C/Carballo Calero s/n, Campus Universitario Norte, 27002 Lugo.

Nuestro grupo comenz6 su andadura hace aproxima-
damente 10 afios. Desde entonces hemos desarrollado
lineas de investigacion orientadas a la caracterizacion
de microorganismos de interés para la industria alimen-
taria y, por otra parte, al desarrollo de técnicas mole-
culares de trazabilidad de ingredientes en alimentos.
En el ambito microbiolégico hemos abordado la carac-
terizacion de microorganismos de interés en procesos
fermentativos y de bioconservacion, asi como el estudio
de aquellas especies microbianas mas problematicas por
su caracter patdgeno o alterante de alimentos frescos e
industrializados.

Dentro de este gran ambito que representa la aplica-
cion de herramientas biotecnolégicas a la industria ali-
mentaria, en los Gltimos afios hemos desarrollado especi-
ficamente los siguientes proyectos:

e Desarrollo de microarrays basados en la deteccién de
la reaccion de la ligasa para la deteccion y cuantifi-
cacion directa en alimentos de microorganismos de
interés industrial.

e Definicion de biomarcadores proteicos para la iden-
tificacion directa de microorganismos y otros ingre-
dientes de interés en la industria alimentaria, utili-
zando técnicas de espectrometria de masas MALDI-
TOF y fragmentacion peptidica.

e Identificacion de SNPs de interés para la identifi-
cacion precisa de especies filogenéticamente muy
proximas y de relevancia alimentaria.

N

Miembros del Grupo de Investigacién. Delante
(izgda. a dcha.): Mohamed El Sayed, Leonardo
Acuna, Pilar Calo-Mata, Conchi Ferndndez, Karola
Bshme, Sonia Caamaiio, Santiago Aubourg y
Minia Sanxuds; detrds (izqda. a dcha.): Marcos
Quintela, Jorge Barros, José M. Gallardo, Benito
Carias e Ignacio Ortea.

Estas lineas de investigacion han requerido la con-
feccion de una amplia coleccién de microorganismos de
interés en la industria alimentaria, las cuales han sido
caracterizadas a nivel gendémico y protedmico. En el am-
bito de la protedmica, hemos tenido la oportunidad de
colaborar desde el principio de nuestra existencia como
grupo, con los equipos dirigidos por el Prof. José M. Ga-
llardo en el IIM-CSIC y por el Prof. Benito Cafas en la
UCM. En el ambito de la tecnologia de microarrays basa-
dos en la deteccion de la reaccion de ligacion, venimos
colaborando desde hace varios afios con el grupo dirigi-
do por la Dra. Bianca Castiglioni en el IBBA-CNR (Milan,
Italia) y con el Dr Stefano Morandi del grupo dirigido
actualmente por la Dra Milena Brasca en el ISPA-CNR (Mi-
lan, Italia). Mas recientemente, y gracias a la participa-
cion en un proyecto INNPACTO, tenemos la oportunidad
de aplicar dicha tecnologia a problematicas especificas
de la industria lactea. Dicho proyecto es posible gracias
a la participacion de cinco socios industriales de Madrid,
Pais Vasco y Galicia.

Asimismo, la presente investigacion ha permitido la
creacion de una base de datos de acceso libre, Spectra-
bank (www.spectrabank.org o www. spectrabank.eu), que
permite acceder a los perfiles MALDI-TOF de las principales
especies microbianas de interés alimentario, a sus listas
de masas, etc. Dicha base de datos ha sido realizada en co-
laboracion con la USC y el Centro de Supercomputacion de
Galicia, gracias a sendos proyectos financiados por el MEC
y la Xunta de Galicia y representa actualmente la WEB de
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acceso libre mas completa a nivel internacional en el am-
bito de la identificacion microbiana mediante MALDI-TOF.

Esta linea de investigacion, coordinada en la USC por Pilar
Calo-Mata y Jorge Barros Velazquez, cuenta con la participa-
cion de los doctorandos Karola Bohme, Inmaculada Fernandez
No, Marcos Quintela Baluja, Sonia Caamafio Antelo y Moham-
med Elsayed, asi como con los alumnos de postgrado Isabel
Fernandez, Beatriz Toimil y David Pérez. Asimismo colabora
con nosotros el investigador post-doctoral Ignacio Ortea.

Caracterizacion de bacterias acido lacticas probidticas y
productoras de bacteriocinas, aisladas de nuevas fuentes, ta-
les como esponjas marinas, leche de camella, etc.

Esta linea de investigacion, si bien se habia iniciado en
nuestro grupo con el aislamiento a partir de especies acui-
cuolas de cepas de Enterococcus faecium productoras de en-
terocina P y con actividad probittica, se ha visto enriquecida
en los Gltimos afos con la colaboracion con diversos grupos
de investigacion. De entre ellos, destacar el del Dr. Stefano
Morandi en el ISPA-CNR de Milan (Italia), grupo con el que se
ha colaborado en el aislamiento de microbiota &cido lactica de
interés para la industria lactea a partir de leche y productos
lacteos de diversas regiones de Italia. Mas recientemente, y
gracias a diversos proyectos de la AECID, hemos venido co-
laborando con el INSTM de Tanez y la Universidad de Oran
(Argelia). Estas colaboraciones nos han permitido acceder a
organismos de la costa mediterranea norteafricana escasa-
mente estudiados, tales como esponjas marinas, donde nues-
tro equipo, en colaboracion con el grupo de la Prof. Monia
Elbour (Tanez) ha logrado el aislamiento de cepas de entero-
cocos multiproductoras de diversas enterocinas con actividad
frente a patdgenos humanos y de peces y que actualmente se
estan evaluando como ingredientes de piensos en la industria
acuicola. En esta linea vienen trabajando las doctorandas tu-
necinas Ouissal Chahad y Rym El Jeni.

Por otra parte, esta linea se complementa con el aisla-
miento de nuevas cepas bacteriocinogénicas de Leuconos-
toc mesenteroides a partir de alimentos escasamente cono-
cidos en Occidente, tal es el caso de la leche de camella,
alimento que exhibe interesantes propiedades probidticas
gracias a la presencia de ciertas especies de BAL escasa-
mente estudiadas hasta ahora. Actualmente nos encon-
tramos caracterizando, en colaboracion con el grupo de
la Prof. Zineb Benmechermene (Orén, Argelia), un nuevo
tipo de mesenterocina con potencial aplicacion industrial.

Asimismo, y gracias a un programa de cooperacion inter-
nacional auspiciado por el Banco Santander, venimos desarro-
llando una colaboracion con el grupo de investigacion dirigido
por el Prof. Augusto Bellomio del CONYCET (Tucuman, Argen-
tina), para la aplicacion de bacteriocinas hibridas, creadas por
fusion de los genes codificantes para mundticina y colicina,
en la bioconservacion de productos alimentarios, tema de in-
vestigacion del doctorando argentino Leonardo Acufia. Desa-
rrollo de nuevos envases laminados incluyendo extractos
de algas y nuevos métodos de refrigeracion basados en
aceites esenciales y otros agentes antimicrobianos con ac-
tividad bioconservante y su aplicacion en alimentos.

En el campo de la inhibicién de la microbiota patdgena
y alterante en alimentos frescos, venimos colaborando con

I

el equipo dirigido por el Prof. Santiago Aubourg en el IIM-
CSIC asi como con diversas empresas del sector marino,
para el desarrollo de ldminas biodegradables que incluyan
bioconservantes naturales. Dichas laminas, en contacto
con alimentos frescos, inhiben el crecimiento microbia-
no de las principales especies patdgenas y alterantes en
alimentos, tanto Gram(+) como Gram(-), permitiendo una
extension de la vida comercial de dichos alimentos. Asi-
mismo, esta linea se complementa con la investigacion de
nuevos métodos de refrigeracion basados en hielo liquido y
en escamas que incluyen bioconservantes y que han permi-
tido extender la vida Gtil de especies marinas refrigeradas.
Esta linea de investigacion cuenta con la participacion
de las doctorandas Minia Sanxuds y Bibiana Garcia, asi
como con el alumno de postgrado Alberto Fernandez.

DIEZ PUBLICACIONES
DE LOS ULTIMOS TRES ANOS
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Bohme K, Fernandez-No I, Barros-Velazquez J, Gallardo JM, Caias B, Ca-
lo-Mata P (2010) Comparative analysis of protein extraction methods
for the identification of seafood-borne pathogenic and spoilage bacteria
by MALDI-TOF mass spectrometry. Anal Meth 2: 1941-1947.

Bohme K, Fernandez-No I, Gallardo JM, Caiias B, Barros-Velazquez J
Calo-Mata P (2011) Rapid species identification of seafood spoila-
ge and pathogenic Gram-positive bacteria by MALDI-TOF mass finger-
printing. Electrophoresis, 32: 2951-2965

Chahad OB, EL Bour M, Calo-Mata P, Boudabous A, Barros-Velazquez
J (2012) Discovery of novel preservation agents with inhibitory ef-
fects on growth of food-borne pathogens and their applications in
seafood products. Res Microbiol 163: 44-54.

Fernandez-No I, Bohme K, Calo P, Barros-Veldzquez J (2011) Char-
acterization of histamine-producing bacteria from farmed blackspot
seabream (Pagellus bogaraveo) and turbot (Psetta maxima). Int J
Food Microbiol 151: 182-189.

Fernandez-No I, Bohme K, Calo-Mata P, Caiias B, Gallardo JM, Barros-
Velazquez J (2012) Isolation and characterization of Streptococ-
cus parauberis from vacuum-packaged refrigerated seafood products.
Food Microbiol. 30: 91-97.

Fernandez-No I, Bohme K, Gallardo JM, Barros-Velazquez J, Caiias
B, Calo-Mata P (2010) Differential characterization of biogenic
amine-producing bacteria involved in food poisoning by MALDI TOF
peptide mass fingerprinting. Electrophoresis 31: 1116-1127.

Fernandez-No I, Guarddon M, Boehme K, Cepeda A, Calo-Mata P, Bar-
ros-Velazquez J (2011) Detection and quantification of spoilage
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Grupo de Microbiologia Industrial
y Biotecnologia Microbiana

en Santiago

Areas de Interés: El grupo de investigacion posee amplia experiencia en clonacién y explotacién
de genes con potencial industrial en los ambitos farmacéutico, ingenieria de procesos y

tecnologia de alimentos. En sus investigaciones destacan los trabajos en genética de levaduras

y hongos filamentosos mediante estrategias alternativas a la ingenieria genética, basandose en
conocimientos de genética clasica de microorganismos eucariotas.

LINEAS DE INVESTIGACION

Analisis y mejora del vino

La industria vinica trata de mejorar el cultivo y la ca-
lidad de las distintas variedades de uva y, también, me-
jorar determinados caracteres de las cepas de levadura
Saccharomyces cerevisiae, que son empleadas como «pie
de cubax. Se persigue asi obtener un producto de la ca-
lidad y caracteristicas que demandan los consumidores.
Por ello, las lineas de investigacion estan centradas en
la mejora de cepas vinicas de S. cerevisiae mediante el
empleo de ingenieria genética y en el analisis bioquimico
del vino para establecer la edad del mismo. Por una parte
se trata de facilitar el trabajo con cepas vinicas en el la-
boratorio reduciendo su nivel de ploidia, incrementando su
capacidad de esporulacion y haciéndolas heterotalicas me-
diante la interrupcion del gen HO. El nivel de ploidia se ha
reducido empleando el agente antiflingico benomilo, que

Tomas Gonzalez Villa.

* /| Componentes del Grupo (de izquierda a

| derecha): Koke Araya-Garay, Lucia Feijoo
Siota, José Manuel Ageitos Martinez, Trinidad
de Miguel Bouzas, Tomas Gonzdlez Villa,
Margarita Poza Dominguez, Patricia Veiga

8 Crespo, Juan Vallejo Vidal y Lucia Blasco.

provoca pérdida cromosémica. Ademas se ha conseguido
de esta forma, aumentar el ndmero de ascas con cuatro
esporas producidas tras varias meiosis en comparacién con
las obtenidas a partir de cepas en las que no se ha emplea-
do ningdn tipo de tratamiento.

También se llevo a cabo la identificacion y caracteriza-
cién de genes de S. cerevisiae implicados en la formacién de
espuma en el vino con la finalidad de clonarlos en levaduras
cerveceras, Saccharomyces carlsbergiensis, para aumentar la
cantidad y calidad de la espuma obtenida en la cerveza.

Utilizacion de enzibiéticos como
herramientas terapéuticas contra
cepas multirresistentes

El uso abusivo de antibi6ticos convencionales ha pro-
vocado la aparicion de microorganismos resistentes a un
amplio espectro de estos farmacos, por lo que la efecti-
vidad de terapias antibacterianas se ha visto mermada.
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Por esta razén se hace necesaria la blsqueda de nuevos
agentes terapéuticos para el tratamiento de enfermeda-
des infecciosas causadas por microorganismos multirre-
sistentes.

Estos posibles agentes terapéuticos son los enzibioti-
cos. Los enzibidticos son enzimas liticos que emplean los
virus bacteriéfagos en alglin momento durante su ciclo
litico. Con estos enzimas, matan y lisan las bacterias que
infectan. Hay dos tipos: lisozimas y holinas. Las lisozimas
son B-1,4-acetilmuramidasas que actGan rompiendo enla-
ces entre el acido N-acetilmuramico y la N-acetilglucosa-
mina del peptidoglucano que forma la pared bacteriana.
Las holinas forman poros en la membrana para que las
lisozimas puedan acceder a la pared bacteriana.

Aungue se conocen desde principios del siglo xx, los
enzibioticos quedaron olvidados cuando se descubrieron
los antibiéticos convencionales, pero ahora resurgen debi-
do a las amplias posibilidades que nos presenta la Biotec-
nologia en la manipulacién de microorganismos.

Si el concepto de enzibidtico se extiende a aquellas
enzimas capaces de actuar sobre las paredes fiingicas,
como las actividades glucanasicas y las quitinasas produci-
das por hongos como Trichoderma harzianum o la bacteria
Bacillus circulans, |a bateria terapéutica se amplia enorme-
mente. Este grupo de investigacién, ha estado trabajando
en la aplicacion de las enzimas endoglucanasa para el tra-
tamiento de enfermedades fiingicas.

Las grandes ventajas que presenta la terapia con enzi-
biéticos son su gran especificidad hacia la especie bacte-
riana que causa la infeccién, no producen efectos secun-
darios, no presentan resistencias, los costes de produccion
son bajos y no atacan a la microflora normal debido a su
gran especificidad.

PALEOMICROBIOLOGIA:
BUSQUEDA )

DE MICROORGANISMOS FOSILES
Y GENES ANCESTRALES

EN PIEDRAS DE AMBAR

El estudio de la evolucion y de los origenes de las espe-
cies ha sido y sera uno de los grandes retos de la Ciencia.
La gran dificultad a la hora de abordar el estudio de la
evolucion de los microorganismos fue localizar muestras
de microorganismos fosiles no contaminadas y aisladas de
las especies actuales.

El ambar es una resina de origen vegetal, secretada
principalmente por coniferas y leguminosas, como meca-
nismo de defensa. Durante su proceso de fosilizacion, esta
resina forma una matriz en la que quedan embebidos los
organismos presentes en la superficie del arbol durante su
secrecion. Este hecho convierte al ambar en el material
ideal para la blsqueda de microorganismos ancestrales.
Ademas, el ambar va a formar una barrera de proteccion
del DNA ancestral frente a agentes como las radiaciones
ultravioletas y el agua. Ademas, el ambar facilita el proce-
so de datacion de las muestras ya que es posible datarlo
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por estratigrafia. Es posible obtener muestras de ambar
formadas durante el Mioceno, el Oligoceno o, incluso, el
Cretacico.

El gran desarrollo de técnicas como la PCR ha facilitado
enormemente el estudio de DNA fosil. La gran dificultad
de estos trabajos radica en la contaminacién con muestras
recientes y la degradacion del DNA ancestral. Para evitar
ambos problemas es necesario el desarrollo de controles
estrictos durante todo el proceso de manipulacion de las
muestras, un método estricto de esterilizacion y un es-
tricto y critico analisis de todos los resultados obtenidos.

Este grupo de investigacion ha desarrollado un método
de esterilizacion de la superficie de las piedras de ambar
que le ha permitido, tras estrictos analisis para evitar la
contaminacion con DNA actual, el aislamiento de distin-
tos fragmentos de genes ancestrales valiéndose de herra-
mientas tan potentes como la pirosecuenciacion, que ha
permitido hasta la fecha, la obtencion de mas de 100.000
amplicones, de los que ya se han identificado mas de 500
secuencias pertenecientes a distintos organismos tanto
procariotas como eucariotas.

POLIGALACTURONASAS

Las pectinas o sustancias pécticas son polisacaridos
que se componen principalmente de acidos poligalactu-
ronicos coloides. Se hallan en los tejidos de las plantas.
Las pectinas son (tiles por su capacidad para formar geles
o jaleas con compuestos polihidroxilados, como los azd-
cares 0 con cantidades diminutas de iones polivalentes.
Sin embargo la capacidad de formar geles produce que las
pulpas obtenidas de los vegetales sean muy densas, lo que
dificulta su procesado.

Las poligalacturonasas rompen estas cadenas pécticas,
produciendo la licuacion del zumo. Las poligalacturonasas
se pueden clasificar por su modo de actuacion, asi se ha-
bla de exopoligalacturonasas cuando la accion del enzima
se realiza por los extremos de las cadenas, o endopoli-
galacturonasas que cortan en cualquier punto interno de
las cadenas. Este dltimo tipo tiene una actividad mucho
mayor que el anterior, dado que tiene muchos mas lugares
donde actuar.

En el grupo de investigacién se ha trabajado con las
poligalacturonasas de Saccharomyces cerevisiae, Kluyve-
romyces marxianus y Medicago sativa. Se han caracteri-
zado, clonado y expresado en diferentes organismos tales
como Escherichia coli, Schizosaccharomyces pombe, Pichia
pastoris y Arabidopsis thaliana. Como resultado de esta ex-
periencia se han aislado y conseguido cepas superproduc-
toras de poligalacturonasa, tanto de modo natural como
recombinante, susceptibles de aplicacion industrial con
excelentes resultados. Fruto de estas investigaciones, se
han conseguido numerosas publicaciones y patentes, tan-
to espafiolas como internacionales. Con el fin de mejorar
la actividad de la cepa productora Kluyveromyces mar-
xianus CCEBI 2011 se ha conseguido un fenotipo floculan-
te inducible por anaerobiosis para conseguir la produccion
continua de pectinasa y etanol.
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PROTEASAS

Las proteasas son enzimas que degradan los enlaces
peptidicos de las proteinas. Intervienen en gran variedad
de funciones biolégicas esenciales para la vida en todos
los organismos. Las proteasas representan uno de los tres
grandes grupos de enzimas utilizados a nivel industrial.
Los microorganismos representan dos tercios de la pro-
duccion comercial mundial de proteasas. Estos pueden
ser cultivados en grandes cantidades en poco tiempo
estableciendo procesos de fermentacion. Con estos pro-
cesos de fermentacion se pueden obtener las cantidades
deseadas de producto. Los microorganismos recombinan-
tes representan una excelente fuente de produccion de
proteasas heterdlogas debido a su rapido y econémico
crecimiento.

En nuestro grupo de investigacion se ha caracterizado
y producido una proteasa procedente de Candida casei-
nolytica. Esta proteasa alcalina con amplio rango de pH
podria tener interés en la industria de los detergentes o
en la del cuero. Se ha trabajado con una proteasa de tipo
aspartico producida por Myxococcus xanthus. Esta proteasa
ha sido caracterizada, clonada y expresada en E. coli y le-
vaduras. Este enzima tiene la capacidad de coagular leche
por lo que podria tener interés en la industria lactea.

Se ha clonado y expresado la proteasa codificada por el
gen XPR2 procedente de Yarrowia lipolytica en Pichia pas-
toris. La proteasa codificada por este gen es una proteasa
alcalina que podria ser Gtil en la industria de los detergen-
tes y en la del cuero.

Se ha clonado y expresado con éxito la quimosina de
Bubalus arnee bubalis y Capra hircus. Estas dos quimosinas
se han comparado con las existentes en el mercado y se
ha realizado un estudio bioquimico. La quimosina es una
proteasa aspartica utilizada en la elaboracion de quesos
para coagular la leche.

En esta linea de proteasas, también se ha purificado y
caracterizado una serin proteasa de Bacillus licheniformis
con capacidad coagulante y esta serin proteasa se ha ex-
presado con éxito en E. coli.

CAROTENOIDES

Los carotenoides son pigmentos naturales ampliamente
distribuidos en la naturaleza, responsables del color amarillo,
naranja y rojo de plantas y animales, en el mundo microbiano
se encuentran en las algas, bacterias, hongos y levaduras. Se
estima que la naturaleza produce aproximadamente 100 millo-
nes de toneladas de carotenoides al afio.

Los carotenoides son utilizados tanto en la industria ali-
mentaria, como colorantes, como en la industria cosmética.
Se les han atribuido funciones y acciones biolégicas, como la
actividad de pro-vitamina A, aumento del sistema inmune y
una disminucion del riesgo de enfermedades degenerativas.
Los pigmentos naturales actuales no son capaces de satisfacer
las demandas actuales de la industria y el uso de pigmentos
sintéticos cuenta cada vez con un mayor rechazo social. Se
hace, pues, necesaria la blsqueda de nuevas fuentes naturales

microbianas de carotenoides asi como la optimizacion de la
produccion de carotenos de las fuentes actuales.

Las lineas de investigacién abordadas en nuestro grupo
de investigacion han sido: La bioproduccion de carote-
noides de origen natural mediante la construccién y uti-
lizacion de cepas superproductoras de la levadura Phaffia
rhodozyma como factorias celulares comercialmente com-
petitivas en el campo de la produccién de antioxidantes,
principalmente astaxantina.

Transformacion de bacterias y levaduras de interés biotec-
noldgico para produccion de moléculas antioxidantes median-
te el control de los genes y las rutas de biosintesis de caro-
tenoides, como es el caso de Gordonia jacobea que es capaz
de sintetizar y acumular grandes cantidades de cantaxantina.

En otra de las lineas de actuacién se realizd la bds-
queda, clonacion y expresion de los genes (-caroteno de-
saturasa (zds-Fc) y licopeno B-ciclasa (B-lyc-Fc) de Ficus
carica. Finalmente, se logrd por primera vez en la levadu-
ra P. pastoris la produccion de B-caroteno y astaxantina,
aportando una fuente microbiolégica alternativa para la
biosintesis de carotenoides.
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Nuestro grupo de investigacion desarrolla su labor do-
cente e investigadora en la Universidad de Cadiz desde
hace 20 afios, siendo reconocido como Grupo de Investi-
gacion de Excelencia por la Junta de Andalucia. La labor
investigadora se centra fundamentalmente en el estudio
de los hongos, tanto filamentosos como levaduriformes,
siempre con un claro enfoque de investigacion aplicada
al mundo agroalimentario. En el grupo se diferencian dos
areas de investigacion: la del estudio de los hongos fitopa-
toégenos y la de microbiologia enolégica. En ambos casos,
el objetivo principal es suministrar nuevos conocimientos
que permitan desarrollar nuevas estrategias de control mi-
crobioldégico y mejora en los procesos industriales.

MICROBIOLOGIA DE HONGOS
FITOPATOGENOS

Caracterizacion, Diagnéstico
y Estudios Proteémicos

La agricultura es histéricamente una de las principa-
les actividades del hombre. Andalucia es la primera region
agricola espafola gracias a su clima, a la fertilidad de sus
tierras, y al continuo esfuerzo de mejora llevado a cabo
por todo el sector, incluyendo sobre todo a los empresa-
rios agricolas, cada vez mas orientados a la innovacién.
Sin embargo, este avance corre peligro por la aparicion
de nuevas enfermedades vegetales, destacando aquellas
causadas por hongos filamentosos fitopatdgenos.

Nuestro grupo comenzoé su actividad investigadora con
el estudio del hongo Botrytis cinerea, y posteriormente con
Colletotrichum acutatum y C. gloeosporioides. Ambos géne-
ros han sido catalogados segn la revista Molecular Plant
Pathology, entre los 10 hongos mas peligrosos por las
pérdidas que ocasionan en agricultura. Nuestros estudios
se han centrado principalmente en los cultivos de fresa,
tomate y vid, dada la importancia econdmica de estos cul-
tivos en nuestra region. La investigacién desarrollada ha
sido financiada por proyectos de investigacion europeos,
nacionales y autondémicos, y por la colaboracién con em-
presas del sector agroalimentario.

El grupo de Microbiologia Molecular y Biotecnologia
de Hongos de la Universidad de Cadiz.

Durante estos afios hemos realizado un profundo estu-
dio de microbiologia clasica con ambos hongos. Se aisla-
ron numerosas cepas a partir de cultivos de tomate, vid y
fresa, y se realizd una caracterizacién morfoldgica, permi-
tiendo obtener en el laboratorio cada una de las fases del
ciclo de vida de B. cinerea, asi como un completo estudio
morfolégico del hongo Colletotrichum (Garrido, 2008). To-
dos estos trabajos han permitido disponer de una amplia
Coleccion Micoldgica en la Universidad de Cadiz. También
se han aislado y caracterizado compuestos procedentes de
caldos de cultivo, algunos de los cuales han resultado ser
toxinas claves en el ciclo de infeccion de estos hongos.

La caracterizacion se completoé con la utilizacion de
técnicas moleculares. Para ambos hongos se ha descrito el
cariotipo electroforético mediante electroforesis en cam-
po pulsante. En B. cinerea se demostrd el alto grado de
polimorfismo que presentan las cepas estudiadas; y con
C. acutatum, se realizd la primera descripcion del cariotipo
hasta la fecha, determinando tamafio y nmero de cromo-
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somas en esta especie (Garrido, 2009a). Aprovechando las
ventajas de nuevas técnicas moleculares, se desarrollaron
protocolos para la deteccién e identificacion de Colletotri-
chum spp., C. acutatum y C. gloeoesporiodes en plantas de
fresa mediante Real-Time PCR. Hasta la fecha, el diagnos-
tico de estos hongos se realizaba mediante aislamiento,
cultivo y por PCR convencional. Los protocolos desarro-
llados para Real-Time PCR, mejoraron los existentes del
orden de 100 veces en sensibilidad de deteccion a partir
de material vegetal asintomatico (Garrido, 2009b). Actual-
mente, se estan desarrollando estudios de biotecnologia
de hongos mediante la obtencion de mutantes knock-out
en blsqueda de nuevos factores de patogenicidad.

Nuestro grupo ha sido pionero en la aplicacion de la pro-
tedmica al ambito agroalimentario. Esta técnica se ha reve-
lado como una tecnologia emergente, capaz de aportar una
gran informacion bioldgica relevante. Nuestro grupo desarro-
ll6 el primer mapa proteico de Botrytis cinerea. La natura-
leza inédita de este trabajo hizo necesaria la optimizacion
de todo el proceso, desde la extraccion de proteinas hasta
la identificacion de las mismas (Fernandez-Acero, 2006).
Desde esa fecha se han identificado mas de 1000 proteinas
de este hongo, desarrollando diferentes aproximaciones que
incluyen: estudios diferenciales con cepas de distinta viru-
lencia (Fernandez-Acero, 2007), estudio de metabolismo con
diferentes fuentes de carbono (Fernandez-Acero, 2009), y
la caracterizaciéon de subproteomas, como el secretoma o el
fosfoproteoma (Fernandez-Acero, 2010). Estos estudios han
aportado pruebas de la validez de la protedmica para deter-
minar nuevos factores de patogenicidad. La utilidad de esta
informacion para comprender el mecanismo de infeccion y
dilucidar nuevas estrategias de control de estos patégenos ha
sido una de las lineas del grupo desde entonces (Fernandez-
Acero, 2011), y continda mediante la realizacion de nuevas
aproximaciones protedmicas a la biologia de B. cinerea y Co-
lletotrichum acutatum.

MICROBIOLOGIA ENOLOGICA

Seleccion de Levaduras y Mejora
de Procesos Fermentativos

La levadura Saccharomyces cerevisiae es un hongo unicelu-
lar que ha acompafado al hombre desde las primeras civiliza-
ciones. Tradicionalmente, la mayoria de estudios moleculares
se han realizado en levaduras de laboratorio, utilizadas como
modelo de organismos eucariotas para investigaciones en
ciencia basica. A diferencia de estas levaduras, la mayoria de
las levaduras vinicas son diploides, tienen una baja frecuen-
cia de esporulacion y un elevado polimorfismo cromosémico,
presentando un amplio rango de fenotipos diferentes que pue-
den ser aprovechados en enologia.

El desarrollo de técnicas de biologia molecular ha permi-
tido identificar y caracterizar cepas de levaduras en muchas
regiones productoras de vino, mostrando, i) que existe una
amplia variabilidad genética dentro de una misma especie, y
ii) la ecologia y dinamica de poblaciones en las fermentacio-
nes espontaneas. EL conocimiento de las distintas cepas de le-

vaduras que participan durante el proceso de fermentacion es
muy importante para establecer las mas representativas, estu-
diar propiedades de interés enoldgico y poder seleccionarlas
para su utilizacion en bodega como cultivos iniciadores.

Nuestro grupo ha centrado sus estudios en levaduras eno-
l6gicas que participan en distintos procesos de elaboracion de
vinos, tanto jovenes como de crianza biolégica (finos y man-
zanillas) colaborando con diversas Bodegas, tanto del Marco
vitivinicola de Jerez, como en el marco de la D. O. Ribera del
Duero. Mediante la utilizando de distintas técnicas molecula-
res hemos llevado a cabo la caracterizacion y seleccion de un
amplio nimero de levaduras, lo que nos ha permitido describir
un original modelo de adaptacion al ambiente de las levaduras
de «velo de flor», asi como la seleccion de las levaduras enolé-
gicas mas adecuadas, permitiendo mejorar, tanto la eficiencia
del proceso de fermentacion, como la calidad de los vinos
obtenidos (Cantoral, 2010; Rodriguez, 2010).

Recientemente hemos comenzado a desarrollar aproxi-
maciones protedmicas al estudio de levaduras enoldgicas.
Se ha estudiado que existen cambios sustanciales en los
niveles de proteina durante la fermentacion alcohélica,
poniendo de manifiesto la relevancia que tiene su anali-
sis para entender las adaptaciones de las levaduras vini-
cas durante el proceso fermentativo. Mediante distintas
aproximaciones experimentales estamos poniendo de ma-
nifiesto el proteoma de S. bayanus var. uvarum, y la posi-
ble relacion de las proteinas identificadas con patrones de
calidad organoléptica en los vinos.
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Enzimas Microbianas de Aplicacion

Industrial

Francisco Javier Pastor y Pilar Diaz. Departamento de Microbiologia. Facultad de Biologia.
Universidad de Barcelona. Av. Diagonal 643. 08028 Barcelona. Tel: 934034626; Fax: 934034629.

fpastor@ub.edu; pdiaz@ub.edu

Grupo de Enzimas Microbianas de Aplicacion Industrial. De izquierda a derecha: Fikret Uyar, Belén Infanzén, Mai
Nielsen, Angels Mateu, Ménica Estupifidn, Liliana Cerda, Francisco Javier Pastor, Pilar Diaz, Josefina Martinez,

Susana Valenzuela, Silvia Cesarini y Amanda Fillat.

La aplicacion de enzimas en la fabricacion de productos
de consumo es una practica de creciente implementacion
industrial debido a las ventajas que puede suponer en los
procesos productivos. La introduccién de la biotecnologia
enzimatica en la industria permite, entre otras aportacio-
nes, minimizar la generacion de contaminantes, aumentar
el rendimiento de las materias primas, y hace posible la
obtencion de productos con propiedades y caracteristicas

nuevas. El grupo de enzimas microbianas para aplicaciones
industriales trabaja en el aislamiento, caracterizacion y
produccion de enzimas para el desarrollo de procesos pro-
ductivos de impacto ambiental minimizado: tecnologias
sostenibles. Los temas principales de la investigacion
son el estudio de la biologia molecular y la bioquimica
de carbohidratasas y lipasas, asi como la identificacion y
mejora de enzimas para aplicaciones biotecnoldgicas en
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el blanqueo y reciclado de papel, la produccién de bio-
combustibles, la mejora de las fibras textiles, la industria
alimentaria, y el desarrollo de materiales de nueva genera-
cion basados en derivados grasos o en lignocelulosa.

El grupo de investigacion posee una amplia coleccion
de cepas microbianas productoras de enzimas hidroliticas,
aisladas de suelos agricolas y bosques tropicales. Entre ellas
destaca la nueva especie Paenibacillus barcinonensis aislada
a partir de arrozal del delta de Ebro y seleccionada por su
potente actividad hidrolitica sobre polisacaridos (Sanchez et
al., 2005). EL andlisis protedmico del secretoma de esta es-
pecie ha permitido la identificacion de al menos 6 xilanasas
distintas, responsables de su actividad xilanolitica. Cuatro de
estas xilanasas han sido clonadas y caracterizadas hasta el
momento, mostrando diferencias tanto en actividad especifi-
ca como en estructura (Valenzuela et al., 2010). Entre estas
enzimas cabe destacar la xilanasa Xyn30D por pertenecer a
la familia 30 de glicosil hidrolasas (inusual para xilanasas)
y poseer actividad exclusiva sobre xilanos de angiospermas
(glucuronoxilanos) (Valenzuela et al., 2012).

El potencial de la utilizacién de la celulosa para la ob-
tencion de bioetanol y para la generacion de nanomateria-
les propicia la basqueda de nuevas celulasas con actividad
y selectividad incrementadas. Entre las cepas microbianas
de la coleccién figuran tanto bacterias como hongos con
gran actividad celulolitica. A partir de ellas se han purifi-
cado y caracterizado varias celulasas y (-glucanasas con
potencial biotecnolégico tanto para la sacarificacion de
la celulosa y glucano como para la modificacion super-
ficial de las fibras de lignocelulosa. La gran actividad de
la B-glucanasa Cel12A de Stachybotrys atra sobre glucano
de cebada evidencia su utilidad en la industria cervecera
(Picart et al., 2012). Por este motivo la enzima se ha ex-
presado y secretado en cepas industriales de Aspergillus
para su produccion a escala.

En los dltimos afos se han aislado, clonado y carac-
terizado numerosas enzimas con actividad sobre lipidos
(Prim et al. 2006; Bassegoda et al., 2012), expresandolas
con éxito en Escherichia coli, Pseudomonas o Saccharomy-
ces (Mormeneo et al., 2008; Bofill et al., 2010). También
se ha evaluado la posibilidad de utilizar las lipasas como
dianas terapéuticas para infecciones como el acné o la
Glcera pilérica (Ruiz et al., 2007), y se ha llevado a cabo
la modificacién de algunas lipasas por disefio racional,
mutagénesis iterativa o por evolucién dirigida. Las varian-
tes enzimaticas mejoradas se han inmovilizado y ensayado
en procesos de quimica fina para la produccién de com-
puestos quirales de interés en la industria farmacéutica y
cosmética (Bassegoda et al., 2010; Martinez et al. 2010;
Torrego et al., 2012), y en algunos casos se han desa-
rrollado variantes enzimaticas con mejores propiedades
para los procesos de sintesis o hidrolisis, asi como para la
transesterificacion de aceites residuales en la produccion
de biodiesel.

La caracterizacién bioquimica de las enzimas, incluyen-
do el estudio de las condiciones d6ptimas de actividad (pH y
temperatura), estabilidad, y efecto de iones metalicos y ten-
sioactivos, permite seleccionar las enzimas mas robustas para

su evaluacion en procesos industriales. Las xilanasas activas
y estables en las condiciones del proceso industrial papelero
han sido ensayadas en el blanqueo de la pasta de papel, en
colaboracion con el grupo de Ingenieria Papelera de la Univer-
sidad Politécnica de Catalufia. Los resultados han permitido
identificar xilanasas eficientes para eliminar acidos hexenu-
rénicos, causantes del amarillamiento de papel (Valls et al.,
2010), y poner de manifiesto el sinergismo entre xilanasas de
las familias GH11 y GH30 en el blanqueo de la pasta de papel
de eucalipto, y el ahorro de blanqueantes quimicos con la
consiguiente disminucion en la generacion de residuos toxicos
(AOX) que su uso posibilita. (Gallardo et al., 2010a). Los ensa-
yos papeleros han identificado adicionalmente la nueva celu-
lasa modular Cel9B cuya aplicacion modifica superficialmente
las fibras y permite notables ahorros de energia en el proceso
de refinado del papel (Cadena et al, 2010).

La estabilidad térmica es una caracteristica fundamen-
tal de las enzimas industriales. Con el fin de aumentar la
termoestabilidad de la xilanasa Xyn10B se ha realizado un
proceso de evolucion dirigida mediante gene shuffling. Se
ha obtenido un doble mutante que presenta un aumento en
la vida media de la enzima de mas de un orden de magnitud.
El analisis de la estructura del mutante muestra los cam-
bios en la superficie de la enzima responsables de su mayor
compactacion (Gallardo et al., 2010b). Mediante ingenieria
proteica se ha obtenido también una celulasa derivada de
Cel9B, conteniendo Gnicamente su médulo catalitico y un
modulo adicional, que produce un efecto de biorefinado de
las fibras superior a la enzima original, evidenciando el po-
tencial de la ingenieria proteica en la mejora de enzimas
con aplicacién biotecnolégica (Chiriac et al. 2010).
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barcinonensis sp. nov., a xylanase-producing bacterium isolated
from a rice field in the Ebro River delta. Int J Syst Evol Microbiol
55: 935-939.
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El grupo de investigacion en «Microbiologia Industrial
y Biotecnologia Alimentaria» dirigido por la profesora Car-
men Sieiro Vazquez pertenece al Departamento de Biolo-
gia Funcional y Ciencias de la Salud de la Universidad de
Vigo. Las lineas de investigacion principales a las que se
dedica el grupo desde su creacion estan relacionadas fun-
damentalmente con la caracterizacion, seleccion y mejora
de microorganismos industriales, con particular interés en
la seleccion y mejora de levaduras y bacterias vinicas, y
con el estudio de nuevas enzimas microbianas de interés
para la industria alimentaria. Estas lineas de investigacion
se iniciaron con el profesor Tomas Gonzalez Villa en la
Universidad de Santiago de Compostela de cuyo labora-
torio procede la investigadora principal de este grupo. En
colaboracion con el grupo de la Universidad de Santiago
y con la Mision Biologica de Galicia (CSIC), desde el afio
2005, las investigaciones continuaron estudiando por un
lado, el efecto de levaduras y bacterias vinicas y, por otro,
el de diversos tratamientos enzimaticos, sobre el perfil
aromatico vy el color de los vinos gallegos elaborados con
distintas variedades de uva, por tratarse de parametros

reconocidos como dos de los principales indicadores de
calidad de los vinos. Con relacion a estos dos criterios y
en colaboracion con distintas empresas de la region, se
caracterizaron y seleccionaron distintas cepas para su uso
en fermentaciones dirigidas, que originan tanto productos
que mantienen la tipicidad tradicional como nuevos pro-
ductos diferenciados.

Otra de las lineas de investigacion en las que trabaja
el grupo es la bisqueda y estudio de nuevas enzimas de
interés para la industria alimentaria, centrando nuestros
trabajos especialmente en las aplicaciones de las poliga-
lacturonasas de levaduras en la industria enolégica. En
este campo se han clonado y caracterizado nuevos genes
y nuevas enzimas pécticas producidas por Kluyveromyces,
obteniéndose cepas mejoradas, hiperproductoras de las
proteinas recombinantes, que permiten la explotacion de
las mismas a escala industrial a costes competitivos, asi
como producirlas en cantidad suficiente para abordar los
estudios de sus posibles aplicaciones, bien empleandolas
de forma individual, o en combinaciones con otras enzi-
mas, optimizadas para las aplicaciones que se proponen.
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Mediante estas investigaciones se analizo la posibilidad
de utilizar las poligalacturonasas de K. marxianus como
alternativa a los preparados pécticos comercializados con
distintos fines. Los resultados demostraron la eficacia de
la enzima producida por esta levadura para llevar a cabo la
clarificacion de zumos de frutas, incluyendo el mosto uti-
lizado para las fermentaciones vinicas y, sobre todo, su
excelente comportamiento para favorecer la extraccion de
precursores y potenciar de forma diferenciada, dependien-
do de las concentraciones y condiciones de uso, el perfil
aromatico de los vinos. En la misma linea se demostrd,
igualmente, la ideoneidad de esta enzima para incremen-
tar significativamente el contenido en polifenoles de los
vinos obtenidos, asi como para intensificar el color en
los mismos. La eficacia de la pectinasa de Kluyveromyces
en estas aplicaciones resulté comparable a la de prepara-
dos que contienen mezclas enzimaticas, evitando los efec-
tos secundarios, no deseables, que estos Gltimos pueden
ocasionar en los productos tratados.

Todos estos trabajos se han llevado a cabo en el marco
de diferentes proyectos y contratos de transferencia con
empresas conseguidos en convocatorias competitivas.

Recientemente, y aprovechando su experiencia en la
caracterizacion y produccion de enzimas microbianas de
interés alimentario, el grupo ha consequido financiacion
para iniciar una nueva linea de investigacion sobre micro-
organismos quitinoliticos y las quitinasas que producen.
Hasta el momento se han aislado, identificado y caracteri-
zado ya varias cepas bacterianas procedentes de distintos
habitats y asociadas a diferentes organismos, que produ-
cen nuevas enzimas quitinoliticas con diferentes propie-
dades y modos de accion. Ademas, para algunas de las
cepas seleccionadas se han clonado y caracterizado los
genes que codifican dichas quitinasas y construido cepas
recombinantes para su produccion. EL objetivo es el em-
pleo de estas enzimas para la transformacion de los re-
siduos de quitina que genera la industria alimentaria en

Grupo de Microbiologia Industrial
y Biotecnologia Alimentaria de la
Universidad de Vigo.

quitoligosacaridos que, como tales o en forma de nanoma-
teriales, muestren diferentes actividades biolégicas, con
especial interés en aquellos con actividad antimicrobiana
y que puedan ser utilizados como agentes de biocontrol en
la industria agroalimentaria.
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por miembros del grupo.

Prof. Juan F. Martin Martin
LINEAS DE TRABAJO Lic. Marta Ferndndez Aguado ™
o]
EN LA ACTUALIDAD Lic. Rebeca Dominguez Santos 8
LU
¢ Biosintesis de penicilinas y cefalosporinas en Peni- Lic. Pedro Hidalgo Yafiez %
cillium chrysogenum y Acremonium chrysogenum. Se P
clonaron y analizaron por primera vez muchos de los Prof. Antonio Rodriguez Garcia
genes de biosintesis de penicilinas y cefalosporinas. 4 )
Se han estudiado los mecanismos moleculares que | Dr- Fernando Santos Beneit 57
conc!ucen a‘la guper;grogiucmén de estos ant1b16:c1§qs Lic. Marfa Ordofiez Robles
mediante técnicas Omicas, concretamente analisis
transcriptémicos y protedmicos. Lic. Siomara Martin Martin o
e Metabolitos secundarios producidos por hongos fi- %
lamentosos. Estan siendo estudiados a nivel molecular | Prof. Paloma Liras Padin I
la produccion del antitumoral andrastina o de las mico- Dra. | S Herndnd g
toxinas roquefortina y melagrina, en especies del géne- e IFEnD SEiEme)y  lnEmeme s w
ro Pe_*mc;lhum. También se ha e§tud1ado la produccién Lic. Alma Botas Mufioz
de pigmentos por especies del género Monascus.
e Biosintesis de tacrolimus y analisis del genoma en Lic. Rubén Alvarez Alvarez
cepas de Streptomyces productoras de tacrolimus. Se - -
ha secuenciado el genoma completo de S. tsukubaensis, Lic. Vanesa Robles Rodriguez
localizéndose los genes de produccion de tacrolimus y . , JUN.
analizandose la agrupacion génica para su biosintesis. Lic. Yolanda Martinez Burgo 2012
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e Control por fosfato de la biosintesis de metabolitos
secundarios en Streptomyces. El nivel de fosfato es
limitante para la produccién de antibi6ticos y de otros
metabolitos secundarios por especies de Streptomyces.
El mecanismo de control esta mediado por el sistema
PhoR-PhoP, que ha sido estudiado mediante el anali-
sis de la interaccion del regulador PhoP con secuencias
especificas de los promotores de los genes regulados.

¢ Biosintesis y genética de la produccion de acido cla-
vulanico por Streptomyces clavuligerus. Se han clona-
do las agrupaciones de cefamicina Cy acido clavulanico
de S. clavuligerus, analizandose la funcion de sus genes
mediante obtencién de mutantes y/o purificacion de las
proteinas que codifican. Se han llevado a cabo estudios
de transcriptémica y proteémica comparando la cepa
silvestre y diferentes mutantes.

e Transcriptomica y protedomica de la formacion de
arginina en cepas de Streptomyces y su correlacion
con la produccion de metabolitos secundarios. Den-
tro del estudio de los precursores del acido clavulanico
en S. clavuligerus se han aislado, secuenciado y anali-
zado las agrupaciones para la utilizacion de glicerol y
la biosintesis de arginina. Esta Gltima agrupacion ha
sido también analizada en S. coelicolor, microrganismo
modelo, mediante transcriptémica y protedmica.

PUBLICACIONES

De las 500 publicaciones internacionales del grupo se indi-
can algunas de las mas relevantes durante los dltimos 10 afios:
Ullan RV, Casqueiro J, Baiiuelos O, Fernandez FJ, Gutiérrez S y Martin

JF (2002) «A novel epimerization system in fungal secondary meta-

bolism involved in the conversion of isopenicillin N into penicillin

N in Acremonium chrysogenums. J. Biol. Chem. 277:46216-46225
Hijarrubia MJ, Aparicio JF y Martin JF (2003) «Domain structure characte-

rization of the mulfunctional a-aminoadipate reductase from Penicillium

chrysogenum by limited proteolysis». J. Biol. Chem. 278: 8250-8256
Sola-Landa A, Moura RS y Martin JF (2003) «The two component PhoR-

PhoP system controls both primary metabolism and secondary metabo-

lite biosynthesis in Streptomyces lividans». Proc. Natl. Acad. Sci. USA.

100:6133-6138
Recio E, Colinas A, Rumbero A, Aparicio JF y Martin JF. (2004) «PI

factor, a novel type quorum-sensing inducer elicits pimaricin produc-

tion in Streptomyces natalensis». J. Biol. Chem. 279: 41586-41593.
Santamarta I, Pérez-Redondo R, Lorenzana LM, Martin JF y Liras P

(2005) «Two different proteins bind to the butyrolactone receptor

protein ARE sequence located upstream of the regulatory ccaR gene

of S. clavuligerus.» Mol. Microbiol. 56: 824-835.

Sola-Landa A, Rodriguez-Garcia A, Franco-Dominguez E y Martin JF
(2005) «Binding of PhoP to promoters of phosphate regulated genes
in Streptomyces coelicolor: Identification of PHO boxes» Mol. Microbiol.
56: 1373-1385

Gomez-Escribano JP, Liras P, Pisabarro A y Martin JF (2006) An rplK?*PLe-32
mutation leads to reduced expression of the regulatory genes ccaR and
claR and very low transcription of the ceaS2 gene for clavulanic acid
biosynthesis in Streptomyces clavuligerus. Mol. Microbiol. 61: 758-770.

Ullan RV, Campoy S, Casqueiro J, Fernandez FJ y Martin JF (2007)
Deacetylcephalosporin C production in Penicillium chrysogenum by

expression of the isopenicillin N epimerization, ring expansion, and
acetylation genes. Chem. Biol. 14: 329-339.

Rodriguez-Garcia A, Barreiro C, Santos-Beneit F, Sola-Landa A y Mar-
tin JF (2007) Genome-wide transcriptomic and proteomic analysis of
the primary response to phosphate limitation in Streptomyces coeli-
color M145 and in a phoP mutant. Proteomics 7: 2410-2429

Godio RP, Fouces Ry Martin JF (2007) A squalene epoxidase is involved in
biosynthesis of both the antitumor compound clavaric acid and sterols
in the basidiomycete H. sublateritium. Chemistry & Biology. 14: 1334-46.

Santamarta I, Lopez-Garcia MT, Pérez-Redondo R, Koekman B, Martin
JF y Liras P (2007) Connecting primary and secondary metabolism:
AreB, an IclR-like protein, binds the AREccaR sequence of S. clavu-
ligerus and modulates leucine biosynthesis and cephamycin C and
clavulanic acid production. Molecular Microbiology. 66: 511-24.

Sola-Landa A, Rodriguez-Garcia A, Apel AK y Martin JF (2008) Target
genes and structure of the direct repeats in the DNA binding sequen-
ces of the response regulator PhoP in Streptomyces coelicolor. Nucleic
Acids Research 36:1358-1368.

Van den Berg MA, Albang R, Albermann K, Badger JH, Daran JM,
Driessen AJ, Garcia-Estrada C, Fedorova ND, Harris DM, Heijne
WH, Joardar V, Kiel JA, Kovalchuk A, Martin JF. et al (2008) Ge-
nome sequencing and analysis of the filamentous fungus Penicillium
chrysogenum. Nat Biotechnol 26: 1161-1168.

Rodriguez-Garcia A, Sola-Landa A, Apel K, Santos-Beneit F y Martin
JF (2009) Phosphate control over nitrogen metabolism in Streptomy-
ces coelicolor: direct and indirect negative control of ginR, glnA,
glnII and amtB expression by the response regulator PhoP. Nucleic
Acids Research 37: 3230-3242.

Santos-Beneit F, Rodriguez-Garcia A, Sola-Landa A y Martin JF (2009)
Crosstalk between two global regulators in Streptomyces: PhoP and
AfsR interact in the control of afsS, pstS and phoRP transcription.
Molecular Microbiology 72:53-68.

Jami MS, Barreiro C, Garcia-Estrada C y Martin JF (2010). Proteome
analysis of the penicillin producer Penicillium chrysogenum: Charac-
terization of protein changes during the industrial strain improve-
ment. Mol Cel Proteomics;9:1182-98.

Martin JF y Liras P. (2010). Engineering of Regulatory Cascades Con-
trolling Antibiotic Biosynthesis in Streptomyces Signaling Genes.
Current Opinion in Microbiology 13: 263-273.

Santamarta I, Lépez-Garcia MT, Kurt A, Nardiz N, Pérez-Redondo R,
Alvarez-Alvarez R, Martin JF y Liras, P. (2011). Characterization of
DNA-binding sequences for CcaR in the cephamycin-clavulanic acid
supercluster of Streptomyces clavuligerus. Mol. Microbiol. 81: 968-981.

Garcia-Estrada C, Ulldn RV, Albillos SM, Fernandez-Bodega MA, Durek
P, von Déhren H, y Martin JF. (2011). A single cluster of coregula-
ted genes encodes the biosynthesis of the mycotoxins roquefortine C
and meleagrin in Penicillium chrysogenum. Chem. Biol. 18:1499-512.

Teijeira F, Ullan RV, Fernandez-Aguado M, y Martin JF.(2011). CefR
modulates transporters of beta-lactam intermediates preventing the
loss of penicillins to the broth and increases cephalosporin produc-
tion in Acremonium chrysogenum. Metab Eng. 13(5):532-43.

Teijeira F, Ullan RV, Fernandez-Aguado M, y Martin JF.(2011). CefR
modulates transporters of beta-lactam intermediates preventing the
loss of penicillins to the broth and increases cephalosporin produc-
tion in Acremonium chrysogenum. Metab Eng. 13(5):532-43.

Pérez-Redondo R, Rodriguez-Garcia A, Botas A, Santamarta I, Martin
JF y Liras P. (2012). ArgR of Streptomyces coelicolor, is a versatile
regulator. PlosOne 2012;7(3):e32697
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Biosintesis de compuestos bioactivos
por microorganismos (BIOMIC)

José Antonio Salas Fernandez
y Carmen Méndez Fernandez

Area de Microbiologia, Dpto. Biologia Funcional e I.U.O.PA. (Instituto Universitario de Oncologia

del Principado de Asturias), Universidad de Oviedo.

LINEAS DE INVESTIGACION

EL grupo de «Biosintesis de compuestos bioactivos por
microorganismos» (BIOMIC) pertenece al Area de Micro-
biologia del Departamento de Biologia Funcional y al Ins-
tituto Universitario de Oncologia del Principado de Astu-
rias (I.U.0.P.A.) de la Universidad de Oviedo. Est& ubicado
en la Facultad de Medicina, coordinado por los Catedra-
ticos de Universidad, Dr. José Antonio Salas Fernandez y
Dra. Carmen Méndez Fernandez, y forman parte del mismo
el Dr. Alfredo F. Brafia (Profesor Titular de Universidad),
el Dr. Carlos Olano (Investigador del I.U.0.P.A.), asi como
varios investigadores postdoctorales y predoctorales y un
técnico de laboratorio.

Las principales lineas de investigacion del grupo son:

Aislamiento y caracterizacion
de agrupaciones de genes de
biosintesis de compuestos
bioactivos (antibioticos

y compuestos antitumorales)
producidos por actinomicetos

El grupo posee una amplia experiencia en el aislamien-
to y caracterizacion de rutas de biosintesis de antibio-
ticos y compuestos antitumorales sintetizados por acti-
nomicetos. Se han aislado y caracterizado diversas rutas
de biosintesis de compuestos bioactivos pertenecientes a
distintas familias de compuestos policetonicos («polyke-
tides»), como oleandomicina, borrelidina, oviedomicina,
elloramicina, estefimicina, estreptolidigina, mitramicina y
cromomicina. Asimismo se han caracterizado las rutas de
biosintesis de otros compuestos no policetonicos como,
tiocoralina, tienamicina, rebecamicina y estaurosporina.

Utilizacion de la «Biosintesis
Combinatoria» para generar nuevos
compuestos bioactivos

La «Biosintesis Combinatoria» es una estrategia que per-
mite generar nuevos compuestos bioactivos mediante la uti-

lizacion de técnicas de Ingenieria genética. Asi, se pueden
crear microorganismos recombinantes con combinaciones de
genes de rutas de biosintesis de compuestos bioactivos no
existentes en la naturaleza, que potencialmente puedan dar
lugar a la produccion de nuevos compuestos. La purificacion
posterior de estos compuestos, su caracterizacién quimica y
el ensayo de sus actividades bioldgicas (antibi6tica, antiftn-
gica, antitumoral, neuroprotectora), asi como su toxicidad en
ratones, permite determinar la potencialidad de los nuevos
compuestos para ser patentados y desarrollados posterior-
mente. Utilizando esta estrategia, el grupo ha generado mas
de 90 nuevos compuestos derivados de compuestos bioac-
tivos, algunos de los cuales poseen mayor bioactividad y/o
menor toxicidad que los compuestos originales.

Estudio de procesos de regulacion
de las rutas de biosintesis de
compuestos bioactivos

Uno de los aspectos importantes en relaciéon con las
rutas de biosintesis de compuestos bioactivos, es conocer
los procesos de regulacion a los que estan sometidas. Este
conocimiento permitira actuar sobre los mismos y mejorar
la produccion de los compuestos codificados por las rutas
correspondientes. En nuestro grupo se estan estudiando
los procesos de regulacién que afectan a la biosintesis de
mitramicina, estreptolidigina y colismicina.

Aplicacion de estrategias de
Ingenieria metabdlica a la mejora
de la produccion de compuestos
bioactivos

Uno de los potenciales cuellos de botella que pueden
existir en la produccion de un compuesto por un microor-
ganismo es la disponibilidad de los precursores metaholi-
cos a partir de los cuales se lleva a cabo la biosintesis del
compuesto. En nuestro grupo se estan aplicando estrate-
gias de Ingenieria Metabolica (sobreexpresion y/o inacti-
vacion de genes del metabolismo primario), con el fin de
potenciar la formacion y la canalizacion de los precursores
metabolicos de compuestos bioactivos hacia las rutas de
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biosintesis de interés, y mejorar de esta manera los niveles
de produccién de estos compuestos.

Aplicacion del analisis genémico
para activar rutas de biosintesis

«silenciosas» e identificar nuevos
compuestos bioactivos

Los actinomicetos son un grupo de bacterias conocido
por producir un gran ndmero de compuestos bioactivos. La
secuenciacion de muchos genomas de actinomicetos ha pues-
to de manifiesto que estos contienen agrupaciones de genes
para la formacion de 10-30 compuestos bioactivos, que por
razones desconocidas, 0 no se expresan o se expresan poco
en condiciones de cultivo de laboratorio, lo que implica que
gran parte del potencial de estos microorganismos como
productores de compuestos bioactivos esta por descubrir. En
nuestro laboratorio, se esta analizando el genoma de diferen-
tes estreptomicetos con el fin de identificar agrupaciones de
genes de biosintesis de compuestos bioactivos desconocidas,
activarlas (utilizando estrategias de Ingenieria genética) para
de esta manera descubrir nuevos compuestos.

COLABORACIONES

El grupo colabora de forma continuada con varios gru-
pos de investigacion nacionales y extranjeros, ademas de
con varias empresas:

e Prof. Jiirgen Rohr. University of Kentucky. EEUU.: ca-
racterizacion quimica de nuevos compuestos

e Prof. José Portugal. Instituto de Biologia Molecular de
Barcelona, CSIC. Barcelona: modo de accién de deriva-
dos de mitramicina y cromomicina

e Prof. Peter F. Leadlay. University of Cambridge. In-
glaterra: colaboraciones en Biosintesis Combinatoria

e Prof. Lutz Heide. Eberhard-Karls-Universitat Tiibin-
gen. Alemania: colaboraciones en Biosintesis Com-
binatoria

e Prof. Andreas Bechthold. Albert-Ludwigs-Universitdt
Freiburg. Alemania: colaboraciones en Biosintesis
Combinatoria

e Entrechem, S.L. (Asturias): ensayos bioactividad y
toxicidad

e Instituto Biomar S.A. (Ledn) y Pharmamar S.A. (Ma-
drid): ensayos actividad antitumoral

PUBLICACIONES MAS RELEVANTES
DE LOS ULTIMOS ANOS

Sanchez C, Butovich IA, Brafia AF, Rohr J, Méndez C y Salas JA. (2002).
The biosynthetic gene cluster for the antitumor rebeccamycin: cha-
racterization and generation of indolocarbazole derivatives. Chem
Biol. 9: 519-531.

Trefzer A, Blanco G, Remsing L, Kiinzel E, Rix U, Lipata F, Brafia AF, Méndez C,
Rohr J, Bechthold A y Salas JA. (2002). Rationally designed glycosylated

premithramycins: hybrid aromatic polyketides using genes from three di-
fferent biosynthetic pathways. J Am Chem Soc. 124: 6056-6062.

Rodriguez L, Aguirrezabalaga I, Allende N, Brafa AF, Méndez C y Salas JA.
(2002). Engineering deoxysugar biosynthetic pathways from antibiotic-
producing microorganisms: a tool to produce novel glycosylated bioacti-
ve compounds. Chem Biol. 9: 721-729.

Menéndez N, Mohammad N, Brafia AF, Rohr J, Salas JA y Méndez C (2004).
Biosynthesis of the antitumor chromomyein A3 in Streptomyces griseus:
analysis of the gene cluster and rational design of novel chromomycin
analogues. Chem Biol. 11: 21-32.

Lombé F, Gibson M, Greenwell L, Brana AF, Rohr J, Salas JA y Méndez C
(2004). Engineering biosynthetic pathway for deoxysugars: branched-
chain sugar pathways and novel derivatives from the antitumor tetrace-
nomycin. Chem Biol. 11:1709-1718.

Sanchez C, Zhu L, Brafia AF, Salas AP, Rohr J, Méndez C y Salas JA. (2005).
Combinatorial biosynthesis of antitumor indolocarbazole compounds.
Proc Nat Acad Sci U S A. 102: 461-466.

Pérez M, Lombo F, Zhu L, Gibson M, Brafia AF, Rohr J, Salas JA y Méndez C.
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