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sintetizaban antimicrobianos de alto peso 
molecular cuya actividad era inhibida por 
catalasa, pero el mecanismo de actuación 
era desconocido. El trabajo de nuestro grupo 
ha contribuido a demostrar que esta activi-
dad antimicrobiana se debe a la síntesis de 
aminoácido oxidasas que generan, entre otros 
productos, peróxido de hidrógeno. Un resulta-
do destacado en esta línea de trabajo ha sido 
la caracterización de LodA, la primera enzi-
ma con actividad Lisina ε-oxidasa, por lo que 
recibió un nuevo número EC (EC 1.4.3.20) 
(Gómez et al., 2006). LodA tiene también el 
interés de ser la primera aminoácido oxidasa 
descrita que no posee FAD como cofactor, 
sino una quinona (CTQ, cisteína triptofilquino-
na). La síntesis de CTQ tiene lugar mediante 
un proceso de modificación post-traduccio-
nal en el que interviene una segunda enzima 
(LodB) codificada en el mismo operón que 
LodA (Gómez et al., 2010, Chacón-Verdú et 
al., 2015). Esta línea de trabajo encaminada 
a caracterizar el mecanismo de modificación 
post-traduccional se mantiene en colabora-
ción con el laboratorio del Dr. Victor Davidson 
(University of Central Florida, USA) . 

Estudios recientes de nuestro grupo han 
revelado que aproximadamente el 1% de los 
genomas microbianos contienen genes que 
codifican proteínas similares a LodA que pue-
den agruparse en varios grupos filogenéticos 
(Campillo-Brocal et al., 2015). No todas las 
enzimas de este grupo son lisina oxidasas. 
De hecho, en la propia M. mediterranea un 
segundo gen de este grupo codifica una glici-
na oxidasa (Campillo-Brocal et al., 2013). En 
nuestra opinión, el grupo de proteínas simila-
res a LodA constituye un enorme reservorio 
de enzimas de potencial interés biotecnológico 
en las numerosas aplicaciones que tienen las 
aminoácido oxidasas. Entre estas aplicaciones 
se incluyen el diseño de biosensores o su uso 
en biotransformaciones. Desde el punto de 
vista fisiológico, se ha observado que algunas 
de estas proteínas juegan un papel importante 
en el desarrollo de biopelículas microbianas 
(Mai-Prochnow et al., 2008).

En el desarrollo de las líneas de investi-
gación anteriormente mencionadas, nuestro 
grupo ha puesto a punto en M. mediterra-
nea una gran variedad de técnicas de Bio-
logía Molecular que han sido esenciales en 
el estudio de los sistemas CRISPR-Cas en 
esta bacteria. Los sistemas CRISPR (Cluste-

red Regularly Interspaced Short Palindromic 
Repeats)- Cas (CRISPR associated genes) 
proveen a los procariotas de mecanismos 
de resistencia adaptativa a la infección por 
elementos genéticos invasivos. Básicamente, 
el sistema funciona mediante la adquisición 
de fragmentos del genoma del elemento 
invasivo y su integración como “espaciado-
res” en los loci CRISPR. Posteriormente, los 
espaciadores serán transcritos y procesados 
en fragmentos de RNA (crRNA) que guiaran 
a unas nucleasas Cas para la degradación 
del agente infectivo original ante una nueva 
invasión. Los sistemas CRISPR-Cas mues-
tran una enorme diversidad, observándose 
que algunos de estos sistemas de tipo III-B 
poseen dominios de retrotranscriptasa aso-
ciados a la proteína Cas1 que participa en la 
adquisición de espaciadores (RT-Cas1). Usan-
do como modelo M. mediterranea, el único 
microorganismo con RT-Cas1 para el que 
existían técnicas de manipulación genética, 
la colaboración entre nuestro grupo y el gru-
po del Dr. Andrew Z. Fire (Stanford University, 
Premio Nobel de Fisiología o Medicina 2006 
por sus estudios de interferencia de RNA) ha 
puesto de manifiesto por primera vez que la 
adquisición de espaciadores tiene lugar tam-
bién a partir de RNA (y no sólo DNA, como 
se había descrito anteriormente). La proteína 
RT-Cas1 de M. mediterranea lleva a cabo la 
retrotranscripción de RNA y su integración 
como nuevo espaciador (Silas et al., 2016). 
M. mediterranea forma parte de la micro-
biota asociada a la planta marina Posidonia 
oceanica. Mediante el muestreo de estos 
ambientes en las costas de Cabo de Palos, 
y otras zonas del mar Mediterráneo, se han 
aislado nuevas cepas de este microorganis-
mo, así como fagos capaces de infectarlas. 
Estos datos están permitiendo profundizar en 
el estudio de los sistemas CRISPR-Cas de M. 
mediterranea ofreciendo resultados muy inte-
resantes en cuanto a su modularidad y a la 
cooperación entre distintos tipos de sistemas 
presentes en las cepas aisladas. 
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El grupo de “Biosíntesis de compuestos 
bioactivos por microorganismos (BIOMIC)” 
pertenece al Área de Microbiología del Depar-
tamento de Biología Funcional y al Instituto 
Universitario de Oncología del Principado 
de Asturias (I.U.O.P.A.) de la Universidad de 
Oviedo. Está ubicado en la Facultad de Medi-
cina y está coordinado por los Catedráticos 
de Universidad José Antonio Salas Fernán-
dez y Carmen Méndez Fernández. Además el 
Dr. Carlos Olano (Investigador del I.U.O.P.A.), 
miembro del mismo desde su creación oficial, 
codirige distintos proyectos de investigación. 
Otros miembros del grupo en la actualidad 
son seis investigadores postdoctorales (Raúl 

García Salcedo, Mónica Gómez Malmierca, 
Rubén Álvarez Álvarez, Alma Mª Botas Muñoz, 
Suhui Ye Huang y Ana Ceniceros Medrano), 
tres doctorandos (Armando Álvarez Losada, 
Adriana Becerril García y Jorge Fernández 
de la Hoz) y una técnico de laboratorio (Leire 
Peña Noval).

Desde su creación, el grupo está interesado 
en el estudio de distintos aspectos relaciona-
dos con la biosíntesis de compuestos bioac-
tivos en los microorganismos productores. 
Los compuestos bioactivos son productos 
naturales que juegan un papel importante 
en clínica debido a sus múltiples actividades 

biológicas tales como antitumorales, antibió-
ticas, antiparásitas, antivirales, inmunosupre-
sores, neuroprotectores, etc. En los últimos 
veinte años, estos productos naturales y sus 
derivados (o compuestos inspirados en ellos) 
han representado cerca del 50% de todos los 
compuestos bioactivos aprobados para su uso 
(tanto clínico como en agricultura o veterina-
ria). Considerando su origen, la mitad de los 
productos naturales bioactivos han sido obte-
nidos a partir de microorganismos (bacterias 
y hongos) y en particular de las actinobacte-
rias filamentosas, especialmente del género 
Streptomyces, que producen el 40% de los 
compuestos bioactivos de origen microbiano.

Primera Fila desde la izquierda: 
Adriana Becerril García, Leire Peña 
Noval, Suhui Ye Huang, Carmen 
Méndez Fernández, Mónica Gómez 
Malmierca, Rubén Álvarez Álvarez, 
Ana Ceniceros Medrano
Segunda fila desde la izquierda: 
Ignacio Montero Ordóñez, José 
Antonio Salas Fernández, Carlos 
Olano Álvarez, Armando Álvarez 
Losada, Alma Mª Botas Muñoz, Raúl 
García Salcedo, Jorge Fernández de 
la Hoz

Grupo de biosíntesis de compuestos bioactivos  
por microorganismos (BIOMIC)

Universidad de Oviedo

José Antonio Salas Fernández y Carmen Méndez Fernández
jasalas@uniovi.es
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Las principales líneas de investigación del 
grupo son:

· Aislamiento y caracterización de 
agrupaciones de genes de biosínte-
sis de compuestos bioactivos (anti-
bióticos y compuestos antitumora-
les) producidos por Actinomicetos. 
El grupo posee una amplia experiencia 
en el aislamiento y caracterización de 
rutas de biosíntesis de antibióticos y 
compuestos antitumorales producidos 
por actinomicetos. Se han aislado y 
caracterizado totalmente diversas rutas 
de biosíntesis de compuestos bioacti-
vos pertenecientes a distintas familias 
de compuestos policetónicos (“polyke-
tides”), como el antibiótico macrólido 
oleandomicina, el macrólido antiangio-
génico borrelidina, los macrólidos anti-
tumorales PM100117 y PM100118, la 
anguciclina antitumoral oviedomicina, 
las antraciclinas antitumorales elorami-
cina y estefi micina y los antitumorales 
del grupo del ácido aureólico mitramici-

na y cromomicina A3. Así mismo se han 
caracterizado las rutas de biosíntesis 
de los péptidos-policetónicos estrep-
tolidigina (antibiótico) y colismicina A 
(neuroprotector), la ruta del antitumoral 
peptídico tiocoralina, la del antibiótico 
carbapenema tienamicina, la ruta de 
biosíntesis del antibiótico paulomicina, 
la de los antitumorales rebecamicina y 
estaurosporina pertenecientes ambos al 
grupo de los indolocarbazoles y las de 
los benzoxazoles con actividad antitu-
moral nataxazol y caboxamicina. Estos 
estudios implicaron la identificación 
de los genes de biosíntesis utilizando 
distintas estrategias; la inactivación y 
expresión de los genes, experimentos 
de bioconversión y ensayos de activi-
dad in vitro para determinar la función 
de cada gen; purifi cación de los com-
puestos producidos por los diferentes 
mutantes y su caracterización química 
utilizando Espectrometría de Masas 
(MS) y Resonancia Magnética Nuclear 
(NMR); y ensayos de actividad biológi-

ca (antibiótica, antifúngica, antitumoral, 
neuroprotectora e inmunosupresora).

· Utilización de la “Biosíntesis Com-
binatoria” para generar nuevos 
compuestos bioactivos. La “Biosín-
tesis Combinatoria” es una estrategia 
que permite generar nuevos compues-
tos bioactivos mediante la utilización de 
técnicas de Ingeniería genética. Así, se 
pueden crear microorganismos recom-
binantes con combinaciones de genes 
de rutas de biosíntesis de compuestos 
bioactivos no existentes en la naturaleza, 
que potencialmente pueden dar lugar a 
la producción de nuevos compuestos. 
La purifi cación posterior de estos com-
puestos, su caracterización química y el 
ensayo de sus actividades biológicas, 
así como su toxicidad en ratones, per-
mite determinar la potencialidad de los 
compuestos para ser patentados y desa-
rrollados posteriormente. Utilizando esta 
estrategia, el grupo ha generado más 
de 150 nuevos compuestos derivados 
de compuestos bioactivos (mitramicina, 
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cromomicina, eloramicina, estefimicina, 
rebecamicina, estaurosporina, colismici-
na, oviedomicina, nataxazol, caboximici-
na, estreptolidigina, borrelidina), algunos 
de los cuales poseen mayor bioactividad 
y/o menor toxicidad que los compuestos 
originales.

·	 Mejora de la producción de com-
puestos bioactivos por Ingeniería 
metabólica. Uno de los posibles pro-
blemas en el desarrollo de un nuevo 
compuesto bioactivo, es que éste se 
produzca en cantidades suficientes para 
llevar a cabo distintos tipos de ensayos, 
como ensayos preclínicos. Uno de los 
potenciales cuellos de botella que pue-
den existir es la disponibilidad de los 
precursores metabólicos a partir de los 
cuales se sintetiza el compuesto. Apli-
cando estrategias de Ingeniería meta-
bólica (sobreexpresión y/o inactivación 
de genes del metabolismo primario) se 
puede favorecer y/o canalizar los pre-
cursores metabólicos de compuestos 
bioactivos hacia las rutas de biosíntesis 
de interés. Por otro lado, las rutas de 
biosíntesis de compuestos bioactivos 
están sometidas a sistemas de regu-
lación que actúan a distintos niveles, 
cuyo conocimiento y manipulación per-
mite mejorar los niveles de producción 
codificados por las mismas. Utilizando 
estas estrategias hemos podido incre-
mentar la producción de mitramicina, 
estreptolidigina, colismicina, nataxazol 
y caboximicina.

·	 Aplicación del análisis genómico 
para activar rutas de biosíntesis 
“silenciosas” e identificar nuevos 
compuestos bioactivos. La secuen-
ciación de genomas de actinomicetos 
ha puesto de manifiesto que estos con-
tienen agrupaciones de genes para la 
formación de 10-30 compuestos bioac-
tivos que, por razones desconocidas, o 
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 pro-
ductores de compuestos bioactivos está 
por descubrir. En nuestro laboratorio, se 
está analizando el genoma de diferen-
tes actinomicetos con el fin de identificar 
agrupaciones de genes de biosíntesis de 

compuestos bioactivos desconocidas e 
inducir su activación (utilizando estrate-
gias de Ingeniería genética) para de esta 
manera descubrir nuevos compuestos. 
Con esta tecnología se ha podido descu-
brir que S. albus posee la capacidad de 
sintetizar varios compuestos bioactivos 
(indigoidina, antimicinas, alteramidas, 
candicina) y que S. argillaceus puede 
producir una familia de nuevos com-
puestos a los que se han denominado 
argimicinas P.

BIBLIOGRAFÍA

García I, Vior NM, Braña AF, González-Sabin J, 
Rohr J, Moris F, Méndez C y Salas JA. (2012). 
Elucidating the biosynthetic pathway for the polyke-
tide-nonribosomal peptide collismycin A: mechanism 
for formation of the 2,2´-bipyridyl ring. Chem Biol 19: 
399-413. 

Gómez C, Olano C, Palomino-Schätzlein M, Pine-
da-Lucena A, Carbajo R, Braña AF, Méndez C y 
Salas JA. (2012). Novel compounds produced by 
Streptomyces lydicus NRRL 2433 engineered mutants 
altered in the biosynthesis of streptolydigin. J Antibiot 
65: 341-348.

Núñez LE, Nybo SE, Gonzalez-Sabin J, Pérez M, 
Menéndez N, Braña AF, He M, Morís F, Salas JA, 
Rohr J y Méndez C. (2012). A novel mithramycin 
analogue with high antitumor activity and less toxicity 
generated by combinatorial biosynthesis. J Med Chem 
55: 5813-5825. 

Gómez C, Horna DH, Olano C, Méndez C y Salas JA. 
(2012). Participation of putative glycoside hydrolases 
SlgC1 and SlgC2 in the biosynthesis of streptolydigin 
in Streptomyces lydicus. Microb Biotechnol 5: 663-
667. 

Gómez C, Olano C, Méndez C y Salas JA. (2012). 
Three pathway-specific regulators control streptoly-
digin biosynthesis in Streptomyces lydicus. Microbio-
logy-UK. 158: 2504-2514.

García I, Vior NM, González-Sabín J, Braña AF, Rohr 
J, Moris F, Méndez C y Salas JA. (2013). Enginee-
ring the biosynthesis of the polyketide-nonribosomal 
peptide collismycin A for generation of analogs with 
neuroprotective sctivity. Chem Biol 20: 1022-1032.

Sialer C, García I, González-Sabín J, Braña AF, Mén-
dez C, Morís F y Salas JA. (2013). Generation by 
mutasynthesis of potential neuroprotectant derivatives 
of the bipyridyl collismycin A. Bioorg Med Chem Lett 
23: 5707-5709.

Zabala D, Braña AF, Flórez AB, Salas JA y Méndez 
C. (2013). Engineering precursor metabolite pools for 
increasing production of antitumor mithramycins in 
Streptomyces argillaceus. Metab Eng 20:187-197.

Vior NM, Olano C, García I, Méndez C y Salas JA. 
(2014). Collismycin A biosynthesis in Streptomyces 
sp. CS40 is regulated by iron levels through two pa-
thway-specific regulators. Microbiology-UK 160:467-
478. 

Olano C, García I, González A, Rodríguez M, Ro-
zas D, Rubio J, Sánchez-Hidalgo M, Braña AF, 
Méndez C y Salas JA. (2014). Activation and iden-
tification of five clusters for secondary metabolites 
in Streptomyces albus J1074. Microb Biotechnol 7: 
242-56.

Olano C, Cano-Prieto C, Losada AA, Bull AT, Goo-
dfellow M, Fiedler HP, Méndez C y Salas JA. 
(2014). Draft genome sequence of marine actinomy-
cete Streptomyces sp. strain NTK 937, producer of 
the benzoxazole antibiotic caboxamycin. Genome 
Announc. 2(4). pii: e00534-14. doi: 10.1128/geno-
meA.00534-14.

Flórez AB, Álvarez S, Zabala D, Braña AF, Salas JA 
y Méndez C. (2015). Transcriptional regulation of mi-
thramycin biosynthesis in Streptomyces argillaceus: 
dual role as activator and repressor of the PadR-like 
regulator MtrY. Microbiology-UK 161: 271-284.

Cano-Prieto C, García-Salcedo R, Sánchez-Hidalgo 
M, Braña AF, Fiedler HP, Méndez C, Salas JA y 
Olano C. (2015). Genome mining of Streptomyces sp. 
Tü 6176: characterization of the nataxazole biosynthe-
sis pathway. Chembiochem d16: 1461-1473.

Cano-Prieto C, Losada AA, Braña AF, Méndez C, 
Salas JA y Olano C. (2015). Crosstalk of nataxazole 
pathway with chorismate-derived ionophore biosyn-
thesis pathways in Streptomyces sp. Tü 6176. Chem-
biochem. doi: 10.1002/cbic.201500261.

Méndez C, González-Sabín J, Morís F y Salas JA. 
(2015). Expanding the chemical diversity of the anti-
tumor mithramycin by combinatorial biosynthesis and 
biocatalysis: the quest for mithralogs with improved 
therapeutic window. Planta Med 81(15):1326-38.

Zabala D, Braña AF, Salas JA y Méndez C. (2016). 
Increasing antibiotic production yields by favoring 
the biosynthesis of precursor metabolites gluco-
se-1-phosphate and/or malonyl-CoA in Streptomy-
ces producer strains. J Antibiot 69 (3): 179-82. 
doi:10.1038/ja.2015.104. 

Salcedo RG, Olano C, Gómez C, Fernández R, Braña 
AF, Méndez C, de la Calle F y Salas JA. (2016). 
Characterization and engineering of the biosynthesis 
gene cluster for antitumor macrolides PM100117 and 
PM100118 from a marine actinobacteria: generation 
of a novel improved derivative. Microb Cell Fact 15(1): 
44. doi: 10.1186/s12934-016-0443-5.

González A, Rodríguez M, Braña AF, Méndez C, 
Salas JA y Olano C. (2016). New insights into pau-
lomycin biosynthesis pathway in Streptomyces albus 
J1074 and generation of novel derivatives by combi-
natorial biosynthesis. Microb Cell Fact 15(1): 56. doi: 
10.1186/s12934-016-0452-4.

Salcedo RG, Olano C, Fernández R, Braña AF, Mén-
dez C, de la Calle F y Salas JA. (2016). Elucidation 
of the glycosylation steps during biosynthesis of an-
titumor macrolides PM100117 and PM100118 and 
engineering for novel derivatives. Microb Cell Fact 
15: 187.

Ye S, Molloy B, Braña AF, Zabala D, Olano C, Cortés 
J, Morís F, Salas JA y Méndez C. (2017). Identifi-
cation by genome mining of a type I polyketide gene 
cluster from Streptomyces argillaceus involved in 
the biosynthesis of pyridine and piperidine alkaloids 
argimycins P. Front Microbiol 8:194. doi: 10.3389/
fmicb.2017.00194.



43

ESPECIAL MICROBIOLOGÍA INDUSTRIAL Y BIOTECNOLOGÍA MICROBIANA

SEM@FORO	 NUM. 63 | JUNIO 2017

El grupo de investigación dirigido por los 
doctores Ramón Santamaría y Margarita 
Díaz profundiza en el estudio de diferentes 
aspectos de la biología de las bacterias del 
género Streptomyces. Actualmente estamos 
desarrollando dos proyectos uno centrado en 
la regulación de la producción de antibióticos 
mediada por sistemas de dos componentes 
y el otro en el desarrollo de vectores y cepas 
para la expresión de proteínas en Streptomy-
ces; en particular, para la expresión de enzi-
mas hidrolíticas con potencial industrial.

Streptomyces, con más de 900 especies 
descritas y cerca de 200 secuenciadas es 
un género de bacterias que destaca por su 
capacidad para producir antibióticos y anti-
tumorales (producen más del 50 % de todos 
los antibióticos naturales disponibles). Ese 

potencial se ha visto incrementado con la 
secuenciación de su DNA al observar que 
todas las especies secuenciadas poseen múl-
tiples clusters biosintéticos que, inactivos en 
las condiciones de laboratorio, están implica-
dos en la síntesis de metabolitos secundarios 
desconocidos. El conseguir la producción e 
identificación de estos metabolitos crípticos y 
conseguir niveles de producción adecuados, 
incluso de los metabolitos ya conocidos, es 
una tarea en la que están implicados multitud 
de grupos y empresas a nivel mundial utili-
zando aproximaciones muy variadas (Antoraz 
et al. 2015) 

Nosotros, utilizando S. coelicolor como 
modelo, nos hemos enfrentado a este reto 
centrando nuestra investigación en el estu-
dio de regulación que ejercen diferentes 

sistemas de dos componentes sobre la pro-
ducción de antibióticos con objeto de poder 
manipular esta regulación y potenciar rutas 
de producción de antibióticos conocidos y/o 
activar rutas silenciadas de producción. Has-
ta la fecha, hemos estudiado el efecto que 
ejercen seis sistemas de dos componentes 
sobre la producción de antibióticos mediante 
la mutación de los genes que los integran 
(Yepes et al. 2011). En la actualidad esta-
mos profundizando en el estudio de los tres 
que ejercen mayor efecto, y hemos descrito 
que los sistemas que denominamos AbrA1/
A2 y AbrB1/B2 ejercen un efecto negativo 
sobre la producción de antibióticos (Rico et 
al. 2014a,b) mientras que el sistema AbrC1/
C2/C3 (sistema atípico, compuesto por dos 
quinasas y un regulador) ejerce un efecto 
positivo sobre la producción de estos meta-
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bolitos (Rodriguez et al. 2015). El empleo 
de las cepas delecionadas en los sistemas 
negativos como cepas hospedadoras para 
la expresión heteróloga de distintas rutas de 
antitumorales nos ha permitido demostrar su 
utilidad al duplicar su producción respecto 
a la cepa parental (Rico et al. 2014a). Ade-
más, la sobreexpresión del regulador positivo 
AbrC3 en otras especies de Streptomyces 
induce la producción de metabolitos endóge-
nos en las mismas y puede ayudarnos a des-
cubrir nuevas moléculas bioactivas de interés 
para la medicina producidas por diferentes 
especies (Rico et al. 2014b y resultados no 
publicados). 

Nuestra segunda línea de trabajo se apo-
ya en la capacidad de secreción que estos 
organismos poseen. En particular, producen 
gran cantidad de enzimas hidrolíticas secre-
tadas que les permiten degradar la materia 
orgánica de su nicho biológico principal, el 
suelo, y utilizar los nutrientes generados para 
su desarrollo. Esta capacidad secretora hace 
de Streptomyces una posible alternativa muy 
interesante como hospedador para la expre-
sión de proteínas heterólogas con interés 
industrial. 

Nuestro grupo tiene amplia experiencia en 
el estudio la producción de enzimas hidrolí-
ticas implicadas en la degradación de mate-
riales lignocelulósicos por estas bacterias. 

Uno de los frutos de ese trabajo ha sido la 
identificación de varios promotores fuertes 
regulados por la fuente de carbono presen-
te en los medios de cultivo que han sido 
empleados en diferentes vectores para la 
sobreexpresión de varias proteínas de interés 
industrial en Streptomyces (Díaz et al. 2008, 
2011; Sevillano et al. 2016). Este estudio 
se ha complementado con el desarrollo de 
vectores de expresión con selección positiva 
que no requieren la adición de antibióticos 
para su mantenimiento durante la etapa de 
producción en el fermentador. Para este fin 
hemos utilizado un sistema toxina-antitoxina 
YoeB/YefM de S. lividans que hemos des-
crito y que ha sido el primer sistema toxi-
na-antitoxina demostrado funcionalmente en 
Streptomyces (Sevillano et al. 2012). Durante 
el desarrollo de este sistema de expresión 
hemos generado una cepa en la que hemos 
delecionado todo el sistema YoeB/YefM del 
genoma y en la que hemos reinsertado el 
gen de la toxina en el genoma de una cepa 
que a su vez expresa la antitoxina y el gen 
que codifica la proteína de interés desde un 
plásmido. La perdida de este plásmido pro-
voca la desaparición de la antitoxina y como 
consecuencia la toxina se activa y la célula 
muere. El sistema que hemos ensayado con 
varias proteínas es muy efectivo y prome-
tedor para el escalado a nivel industrial de 
los productos con el consiguiente ahorro en 
el proceso y la necesidad de la eliminación 

de la contaminación por antibióticos en el 
producto final (Sevillano et al. 2013).
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Nuestro grupo comenzó su andadura hace 
más de 30 años. El grupo de investigación 
posee amplia experiencia en clonación y 
explotación de genes con potencial indus-

trial en los ámbitos farmacéutico, ingeniería 
de procesos y tecnología de alimentos. En 
sus investigaciones destacan los trabajos en 
genética de levaduras y hongos filamentosos 

mediante estrategias alternativas a la ingenie-
ría genética, basándose en conocimientos de 
genética clásica de microorganismos eucario-
tas. Por otra parte hemos contribuido el desa-
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rrollo de técnicas moleculares de detección 
e identificación directas de microorganismos 
patógenos en alimentos, especialmente en 
el ámbito de los métodos miniaturizados y 
la proteómica. Finalmente, hemos prestado 
atención a los métodos de lucha contra los 
microorganismos patógenos de mayor rele-
vancia en el ámbito alimentario, destacando 
componentes naturales, extractos de algas, 
bacteriocinas o enzibióticos.

Dentro de este gran ámbito que representa 
la aplicación de herramientas biotecnológicas 
a la industria alimentaria, en los últimos cinco 
años hemos desarrollado específicamente las 
siguientes grandes líneas:

1. � PRODUCCIÓN BIOTECNOLÓGICA DE 
COMPONENTES DE VALOR AÑADIDO 
PARA LA INDUSTRIA ALIMENTARIA.

En el grupo de investigación se ha tra-
bajado con las poligalacturonasas de Sac-
charomyces cerevisiae, Kluyveromyces 
marxianus y Medicago sativa. Se han carac-
terizado, clonado y expresado en diferentes 
organismos tales como Escherichia coli, 
Schizosaccharomyces pombe, Pichia pasto-
ris y Arabidopsis thaliana. Como resultado de 
esta experiencia se han aislado y consegui-
do cepas superproductoras de poligalactu-
ronasa, tanto de modo natural como recom-
binante, susceptibles de aplicación industrial 
con excelentes resultados. También se ha 
llevado a cabo la identificación y caracteri-
zación de genes de S. cerevisiae implicados 
en la formación de espuma en el vino con 
la finalidad de clonarlos en levaduras cerve-
ceras, Saccharomyces carlsbergensis, para 
aumentar la cantidad y calidad de la espuma 
obtenida en la cerveza.

Se ha prestado asimismo especial aten-
ción a la selección de genes responsables 
de la biosíntesis de beta-caroteno, licopeno 
o xantophilinas y su expresión heteróloga en 
P. pastoris. Componentes todos ellos de gran 
valor añadido en la biotecnología alimentaria. 
Asimismo se ha abordado el estudio de qui-
mosinas de grado alimentario y recombinan-
tes para la producción quesera.

En un próximo futuro se pretende generar 
nuevas cepas productoras de estos com-
puestos de uso industrial. Actualmente se 

está trabajando en la mejora de las cepas 
recombinantes de la levadura Pichia pastoris 
incrementando la dosis génica para aumen-
tar la producción de astaxantina, licopeno y 
β-caroteno. De igual manera se está proce-
diendo a terminar el adaptado de cepas de la 
misma levadura para la producción de una 
nueva proteasa aspártica de origen vegetal, 
para la elaboración de quesos tradicionales. 
Las cepas productoras de espuma y poliga-
lacturonasa de uso alimentario están siendo 
escaladas para uso industrial.
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2. � DESARROLLO DE MICROARRAYS 
Y BIOMARCADORES DE HUELLA 
PEPTÍDICA PARA LA IDENTIFICACIÓN 
DIRECTA DE MICROORGANISMOS EN 
ALIMENTOS

En el ámbito de la proteómica, hemos 
tenido la oportunidad de colaborar desde el 
principio de nuestra existencia como grupo, 
con los equipos dirigidos por el Prof. José M. 
Gallardo en el IIM-CSIC y por el Prof. Benito 
Cañas en la UCM. En el ámbito de la tecno-
logía de microarrays basados en la detección 
de la reacción de ligación, venimos colabo-
rando desde hace varios años con el grupo 
dirigido por la Dra. Bianca Castiglioni en el 
IBBA-CNR (Milán, Italia) y con el Dr Stefano 
Morandi del grupo dirigido actualmente por 
la Dra Milena Brasca en el ISPA-CNR (Milán, 
Italia). Fruto de esta actividad ha sido la crea-
ción de una base de datos de acceso libre, 
Spectrabank (www.spectrabank.org o www. 
spectrabank.eu), que permite acceder a los 
perfiles MALDI-TOF de las principales espe-
cies microbianas de interés alimentaria, a sus 
listas de masas, etc. Dicha base de datos ha 
sido realizada en colaboración con la USC y 
el Centro de Supercomputación de Galicia, 
gracias a sendos proyectos financiados por el 
MEC y la Xunta de Galicia y representa actual-
mente la WEB de acceso libre más completa 
a nivel internacional en el ámbito de la iden-
tificación microbiana mediante MALDI-TOF.
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3. � DESARROLLO DE MÉTODOS 
NATURALES DE LUCHA CONTRA 
MICROORGANISMOS PATÓGENOS 
DE RELEVANCIA EN EL ÁMBITO 
ALIMENTARIO.

El uso abusivo de antibióticos convenciona-
les ha provocado la aparición de microorga-
nismos resistentes a un amplio espectro de 
estos fármacos, por lo que la efectividad de 
terapias antibacterianas se ha visto mermada. 

Por esta razón se hace necesaria la búsqueda 
de nuevos agentes terapéuticos para el tra-
tamiento de enfermedades infecciosas cau-
sadas por microorganismos multirresistentes.

Dentro de estos posibles agentes terapéu-
ticos se encuentran los enzibióticos, enzimas 
líticos que emplean los virus bacteriófagos 
en algún momento durante su ciclo lítico. 
Si el concepto de enzibiótico se extiende a 
aquellos enzimas capaces de actuar sobre 
las paredes fúngicas como las actividades 
glucanásicas y las quitinasas producidas 
por hongos como Trichoderma harzianum 
o la bacteria Bacillus circulans, la batería 
terapéutica se amplía enormemente. Este 
grupo de investigación, ha estado traba-
jando en la aplicación para el tratamiento 
de enfermedades fúngicas de las enzimas 
endoglucanasa. 

Esta línea de investigación ha incluido 
asimismo el aislamiento de microbiota ácido 
láctica productora de compuestos antimicro-
bianos, fundamentalmente bacteriocinas. Se 
ha descrito el aislamiento de cepas de ente-
rococos multiproductoras de diversas entero-
cinas con actividad frente a patógenos huma-
nos y de peces y que actualmente se están 
evaluando como ingredientes de piensos en 
la industria acuícola. Asimismo se ha abor-
dado el desarrollo de bacteriocinas híbridas, 
por colaboración del equipo del Prof. Augusto 
Bellomio (Conycet, Argentina).

Las perspectivas futuras incluyen no solo 
la profundización en el estudio de enzibió-
ticos y de nuevas bacterias productoras de 
bacteriocinas, sino también en otras fuentes 
de origen natural, como extractos de algas 
marinas, dotadas de actividad antimicro-
biana.
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El equipo de Microbiología Industrial y Bio-
tecnología Microbiana está integrado en el 
grupo de investigación multidisciplinar de Bio-
rrecursos que coordina la Dra. Carmen Sieiro 
en la Universidad de Vigo. El equipo divide su 
trabajo en dos grandes bloques. En primer 
lugar, se dedica al estudio de la biodiversidad 
microbiana asociada a diferentes ambientes, 
organismos o procesos fermentativos y, 
debido a ello, cuenta con colecciones de los 
microorganismos asociados a estos hábitats, 
identificados y tipificados a nivel bioquímico y 
molecular. En segundo lugar, a partir de estas 
colecciones, lleva a cabo la selección y mejo-
ra de microorganismos de interés industrial 
así como la búsqueda de nuevos compuestos 
bioactivos de importancia biotecnológica y la 
optimización de los procesos de producción.

En concreto, el estudio de la biodiversidad 
microbiana asociada a las fermentaciones 

enológicas y su empleo, junto con el de las 
enzimas pécticas, para la mejora de la cali-
dad de los vinos es una de las líneas de 
investigación desarrolladas. Estos trabajos 
se iniciaron con el Dr. Tomás González Villa 
en la Universidad de Santiago de Com-
postela de donde procede la investigadora 
principal del grupo. En colaboración con la 
Universidad de Santiago y con el CSIC, con-
tinuamos en esta línea estudiando el efecto 
de las levaduras sobre el perfil aromático y 
el color de los vinos de Galicia. De acuerdo 
con estos criterios se seleccionaron diferen-
tes cepas de Saccharomyces cerevisiae para 
llevar a cabo fermentaciones controladas y 
potenciar la tipicidad regional de los pro-
ductos. Por otra parte, dados los problemas 
que puede presentar la consecución de la 
fermentación maloláctica en los vinos de la 
variedad Albariño en esta región, se realiza-
ron estudios sobre la diversidad de bacte-

rias ácido lácticas asociadas a los mismos 
encontrándose una distribución biogeográ-
fica diferenciadora. La caracterización en 
base a criterios de calidad y seguridad ha 
permitido la selección de cepas malolácti-
cas que pueden ser utilizadas como cultivos 
iniciadores adaptados para desarrollarse en 
las condiciones de los vinos de las zonas 
estudiadas. 

En el marco de un proyecto más reciente, 
estamos empezando a estudiar la diversidad 
de levaduras no-Saccharomyces asociadas a 
la vid y su presencia en las primeras fases 
de fermentación de los vinos. Estos estudios 
continuarán con la caracterización de estas 
levaduras para ser empleadas en fermenta-
ciones mixtas controladas, con la finalidad de 
potenciar y diferenciar el perfil sensorial 
de los vinos y de conseguir una reducción del 
grado alcohólico de los mismos.

Grupo de Microbiología Industrial y Biotecnología 
Microbiana. De izquierda a derecha: Belén García 
Fraga, Ángeles Pichardo Gallardo, Carmen Sieiro 
Vázquez, Jacobo López Seijas y Abigail Fernández 
da Silva.

Microbiología Industrial y Biotecnología Microbiana: 
Microorganismos y productos microbianos bioactivos

Área de Microbiología. Departamento de Biología Funcional y Ciencias de la Salud. Universidad de Vigo. Lagoas Marcosende. 36310 Vigo. 
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Otra de las líneas de investigación en 
las que investiga el grupo es la búsqueda y 
caracterización, mediante el estudio de sus 
determinantes moleculares y sus propiedades 
bioquímicas, de nuevas enzimas de interés 
biotecnológico. Dentro de esta línea, una 
parte de nuestros trabajos se centran en las 
aplicaciones de las poligalacturonasas en la 
producción y mejora de las características 
organolépticas de los vinos. Estas enzimas 
degradan las pectinas de las paredes celu-
lares vegetales y se usan con diferentes 
funciones en la industria de producción de 
zumos, fundamentalmente para favorecer su 
extracción y clarifi cación. En este ámbito se 
han clonado y caracterizado nuevos genes 
que codifi can para enzimas pécticas en Klu-
yveromyces. La endopoligalacturonasa codi-
fi cada por el gen EPG1-2 de K. marxianus se 
mostró idónea para la clarifi cación del mosto 
de uva y los zumos de otras frutas pero, sobre 
todo, resultó muy efi caz para llevar a cabo la 
extracción de las moléculas precursoras de 
los aromas varietales de la uva y potenciar 
de forma diferenciada el perfi l aromático de 
los vinos. En un segundo estudio se demos-
tró la capacidad de esta enzima para extraer 
e intensificar el color en vinos elaborados 
con variedades tintas así como para enri-
quecerlos signifi cativamente en compuestos 
benefi ciosos para la salud, en concreto en 
polifenoles. La acción de esta endopoligalac-
turonasa, como enzima única, podría evitar 
los efectos secundarios indeseables de los 
preparados pécticos comerciales constitui-
dos por mezclas de enzimas. La producción 
de dicha enzima fue optimizada mediante la 
expresión heteróloga de la misma en Pichia 
pastoris, obteniéndose cepas hiperproducto-
ras que permiten su explotación rentable a 
escala industrial.

Dentro de la línea de investigación de 
enzimas de importancia biotecnológica, el 
grupo investiga también en la identifi cación 
y caracterización de microorganismos qui-
tinolíticos procedentes, principalmente, del 
medio marino y pertenecientes a la micro-
biota asociada a organismos marinos. Las 
quitinasas son enzimas que hidrolizan la 
quitina, el segundo polímero más abundan-
te de la naturaleza. Estas enzimas tienen 
gran importancia para la degradación y/o 
reciclado de los residuos de quitina. Ade-
más, debido a la presencia de quitina en 
las paredes celulares de los hongos y en la 

cutícula de los insectos, tanto estas enzimas 
como sus inhibidores, pueden tener utilidad 
como agentes de biocontrol. En esta cam-
po, se han identifi cado y clonado los genes 
que codifi can nuevas enzimas quitinolíticas 
en Bacillus halodurans, Lactococcus lactis, 
Pseudalteromonas tunicata y en la arquea 
Halobacterium salinarum. Estos genes 
fueron analizados desde el punto de vista 
estructural y demostrada su funcionalidad. 
El análisis de las propiedades de las enzimas 
puso de manifi esto que tienen actividad en 
un diferente y amplio rango de condiciones 
mostrándose como enzimas robustas con 
una elevada estabilidad, incluso en condi-
ciones subóptimas. Por sus características 
se han mostrado como enzimas de utilidad 
para la transformación de los residuos de 
quitina y sus derivados en quitooligosacári-
dos que pueden tener diferentes actividades 
biológicas. En concreto, estas moléculas con 
diferentes longitudes, pueden ser empleadas 
para la síntesis biológica de diferentes nano-
materiales que hemos comprobado poseen 
una potente actividad antimicrobiana frente 
a distintos microorganismos, incluyendo 
cepas multirresistentes a antibióticos con-
vencionales. Por otra parte, se estudió tam-
bién la capacidad de estas enzimas para ser 
utilizadas como biofungicidas demostrando 
que, dependiendo de la enzima, tienen la 
capacidad para inhibir el desarrollo de hon-
gos fi topatógenos y/o de importancia clínica. 
Estos estudios continúan en la actualidad 
evaluando su potencial como agentes de 
control frente a otras plagas. Otro de los 

objetivos de nuestro trabajo consistió en la 
construcción de cepas hiperproductoras de 
estas enzimas mediante la sobreexpresión 
de los genes en E. coli. Además, se han 
establecido las condiciones para una expre-
sión máxima mediante la optimización del 
uso de co dones, la estabilización del mRNA, 
la selección del promotor más adecuado y 
la optimización del inductor, temperatura y 
tiempo de inducción.

Esta línea de investigación continúa en la 
actualidad con diferentes objetivos. Por un 
lado, teniendo en cuenta el papel que pare-
cen tener los dominios o proteínas de unión 
a quitina potenciando la actividad de las 
quitinasas, se están iniciando estudios para 
aislar, producir y caracterizar estas proteínas 
en las bacterias quitinolíticas. Por otro, esta-
mos empezando a estudiar también posibles 
inhibidores de las enzimas quitinolíticas, dada 
su potencial importancia como agentes para 
control biológico. Además, las quitinasas han 
sido relacionadas con ciertas enfermedades 
infecciosas e infl amatorias y, recientemente, 
propuestas como dianas terapéuticas. Por 
tanto, sus inhibidores pueden tener interés 
también como quimioterapéuticos. 
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MÁS ALLÁ DE LA CONJUGACIÓN. NUEVOS MECANISMOS DE TRANSFERENCIA HORIZONTAL GÉNICA

Informa: José Berenguer

Los nichos termófilos albergan microorganismos con una plasticidad génica extraordinaria, consecuencia de un intenso flujo horizontal de 
material genético entre poblaciones. En las bacterias, estos intercambios de información génica pueden ocurrir, además de por los mecanismos 
clásicos que aparecen en todos los libros de Microbiología (conjugación, transformación y transducción), por estrategias alternativas de más 
reciente descripción tales como nanotubos, agentes de transferencia génica (GTA) o vesículas de membrana, que protegen DNA durante la 
transferencia. Recientemente, hemos identificado en Thermus thermophilus, una bacteria termófila de origen antiguo empleada como modelo 
de laboratorio, un nuevo sistema de transferencia al que hemos denominado “Transjugación” por compartir propiedades de la conjugación 
y la transformación clásicas (Alba Blesa y cols. PLoS Genet. 2017 Mar 10;13(3):e1006669. doi: 10.1371/journal.pgen.1006669.). Como 
en la conjugación, este sistema permite la transferencia de grandes fragmentos de DNA por contacto entre una célula donadora y una célula 
receptora. Sin embargo, el mecanismo de transferencia presenta grandes diferencias con la conjugación clásica, tales como el no requerir 
de un sistema de transferencia derivado de los sistemas de secreción tipo 4, el no disponer de un sistema de reconocimiento de un ori-
gen de transferencia específico, sino iniciar la transferencia de forma simultánea desde múltiples sitios en el genoma, y el de ser bidireccional, 
de forma que ambas bacterias en el proceso son a la vez donadoras y aceptoras de DNA. Más aún, la transjugación depende de la actividad de 
la maquinaria de competencia natural de la bacteria que actúa como receptora, de manera que el mecanismo implica una transferencia en 
dos pasos (push-pull ) llevados a cabo en ambas direcciones por maquinarias independientes. En el artículo mencionado de Plos Genetics, 
se identifica además una translocasa de DNA codificada en un nuevo tipo de elemento conjugativo e integrativo (ICEth1), como componente 
fundamental del mecanismo de donación del DNA. La transferencia de este ICEth1 a otra cepa de T. thermophilus originalmente carente de 
él confiere a la receptora la capacidad para actuar de donador en transjugación.

El análisis de este nuevo proceso de transferencia horizontal, que muestra tasas de eficiencia mayores que las de transformación, sugiere que 
es la transjugación el motor principal de intercambio génico en las poblaciones de Thermus, corroborando el dinamismo en transferencias 
laterales de DNA en ambientes termófilos.

Blesa A, Baquedano I, Quintáns NG, Mata CP, Castón JR, Berenguer J. PLoS Genet. 2017 Mar 10;13(3):e1006669. doi: 10.1371/journal.pgen.1006669. eCollection 
2017. The transjugation machinery of Thermus thermophilus: Identification of TdtA, an ATPase involved in DNA donation.
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