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El Grupo Especializado de Microbiologia In-
dustrial se constituyo en el afio 1977y cele-
bro 4 reuniones entre los afios 1980 y 1988.
Las reuniones se interrumpieron coincidiendo
con la creacion de la Sociedad Espariola de
Biotecnologia, SEBIOT. Sin embargo dada la
fundamental contribucion de los microorga-
nismos a la biotecnologia se hizo patente la
necesidad de retomar las reuniones del Grupo
de la SEM, para incidir en los aspectos mas
especificamente microbianos de la biotec-
nologia. En el Congreso Nacional de la SEM
celebrado en Caceres en 2005 se renovo
la junta directiva del Grupo, que presidida
por Tomas Gonzalez Villa decidié reanudar
las reuniones periddicas del Grupo, asi como
renombrarlo como Grupo de Microbiologia In-
dustrial y Biotecnologia Microbiana. Aunque
puede parecer un titulo redundante, es una
forma de abarcar desde los aspectos con mas
tradicion y solera en microbiologia industrial a
los mas innovadores.

La reuniones del Grupo se reanudaron con
el Congreso celebrado en 2006 en A Corufia
y desde entonces se han celebrado periodica-
mente, siendo la ltima el Congreso celebrado
en Ledn en 2016. En ella se hizo patente la
diversidad de temas de investigacion tratados
por los miembros del Grupo y la transversali-
dad de los trabajos que realizan.

Una de las palabras de mas reciente im-
plantacion en el vocabulario cientifico y so-
cioecondmico y también de gran actualidad
es “sostenibilidad”. El término “Desarrollo
Sostenible” se utiliz por primera vez en el In-
forme Brundltland elaborado por una Comision
de la ONU en 1987. Un objetivo fundamental
es minimizar el impacto medioambiental de la
actividad industrial en particular y de la activi-
dad humana en general. Los que trabajamos
en microbiologia industrial somos conscientes
del importante papel de los microorganismos
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y sus productos para aproximarnos a la meta
del desarrollo sostenible. Es la seccion de la
biotecnologia que suele denominarse Biotec-
nologia Blanca. Una de las herramientas
clave son las Enzimas Microbianas. La apli-
cacion de las mismas en procesos productivos
permite minimizar la generacion de productos
toxicos y el ahorro de energia. Las enzimas
pueden también jugar un papel clave en la
destoxificacion de efluentes y contaminantes.
Dentro de este contexto, el interés econdmico
por la optimizacion de recursos incentiva el
desarrollo de tecnologia para la transforma-
cion de la Biomasa, especialmente de los
restos agricolas sin valor alimenticio (ligno-
celulosa), en productos de valor anadido. El
papel de los microorganismos en este proceso
es clave. Baste como ejemplo la produccion
de bioetanol como combustible.

Aunque la aplicacion mas tradicional de los
microorganismos es la produccion de alimen-
tos fermentados, la Biotecnologia Alimen-
taria es uno de los campos cientificos con
mayor esfuerzo innovador. Aspectos como
la produccion de probidticos, Prebidticos y
alimentos funcionales producen grandes be-
neficios a las empresas. El creciente interés
econoémico por el vino de elevada calidad ha
impulsado el desarrollo de estudios enoldgi-
€08, que abarcan aspectos tan dispares des-
de seleccion de levaduras de vides silvestres
a la mejora del aroma del vino por expresion
de genes de plantas en levaduras de vinifi-
cacion, campos que pueden dar un aspecto
muy novedoso a las bebidas alcoholicas. No
hay que olvidar el desarrollo de nuevos sis-
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temas de deteccion rapida de patégenos en
alimentos, donde el desarrollo de nuevos Kits
de Identificacion es un campo crucial.

Pero sin duda, la tematica de mayor im-
pacto de la microbiologia industrial es la re-
lacionada con la medicina, la produccion de
farmacos. La necesidad de producirlos a gran
escala determin6 en el pasado el disefio y
desarrollo del biorreactor de cultivo sumergi-
do. Hoy la frecuente aparicion e incidencia de
microorganismos patogenos multirresistentes
hace necesaria la identificacion y el desarrollo
de Nuevos Antibiéticos. Entre las diversas
estrategias, la Biosintesis Combinatoria, la
mineria genomica y las técnicas de cribado
de alto rendimiento permiten la identificacion
de nuevos antibacterianos, antitumorales y
Productos Bioactivos. La emergencia de
nuevos patdgenos, como el virus Ebola, ha-
cen necesarios estudios moleculares para la
identificacion de nuevas dianas terapéuticas.

Los equipos de investigacion del Grupo
de Microbiologia Industrial y Biotecnologia
Microbiana trabajamos en aspectos avan-
zados de todas las teméaticas mencionadas.
Sin embargo, considero que, aunque de muy
buen nivel cientifico, somos una muestra in-
completa de los investigadores esparioles en
la disciplina. Desde estas paginas animamos
a todos los profesores, cientificos y profesio-
nales en biotecnologia microbiana a incorpo-
rarse y participar activamente en el Grupo.
Sin duda la contribucion de todos repercutira
muy favorablemente en el desarrollo cientifico
y social de nuestro pais.

Muchas gracias, recibid un saludo.
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El grupo de investigacion del Departa-
mento de Biomedicina y Biotecnologia de
la Universidad de Alcala coordinado por la
Dra M2 Enriqueta Arias Fernandez (Grupo
MICRODEG), ha centrado su investigacion
desde sus inicios hace mas de 20 afos en
la seleccion de microorganismos lignocelulo-
liticos y sistemas enzimaticos para aumentar
el valor biotecnoldgico de residuos agrofo-
restales y para implementar métodos biol6-
gicos en procesos industriales, con vistas a
disminuir su impacto ambiental. A lo largo
de estos afos se han conseguido establecer
los mecanismos basicos implicados en la
degradacion de lignocelulosa por actinobac-
terias del género Streptomyces, habiéndose
aislado y caracterizado los sistemas enzima-
ticos degradadores de dos de sus polimeros

mayoritarios (lignina y hemicelulosas). Entre
estas enzimas se han caracterizado bioqui-
mica y genéticamente xilanasas y lacasas,
cuyo potencial biotecnoldgico y medioam-
biental se ha puesto de manifiesto en dis-
tintas areas de importancia industrial. Asi,
se ha demostrado su utilidad en procesos
de produccion de pastas de celulosa y papel
(biopasteo y bioblanqueo) y en los Gltimos
anos se esta explorando la capacidad de
cepas seleccionadas y/o de sus enzimas
para resolver problemas de contaminacion
ambiental derivados de otras industrias (tex-
til y petroquimica), asi como de actividades
antropogeénicas (presencia de contaminan-
tes emergentes en aguas). Recientemente,
también estamos evaluando la eficacia en
la descontaminacion de suelos y aguas de
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Grupo MICRODEG de la Universidad de Alcald.

De izquierda a derecha: Sergio Morales, Maria
Enriqueta Arias, Francisco Guillén, Juana Rodriguez,
Manuel Hernandez y Alba Blanquez

microorganismos ligninoliticos seleccionados
(actinobacterias y hongos) mediante induc-
cion de la produccion de radicales hidroxilo,
proceso que hemos denominado de Bio-0xi-
dacién Avanzada (PBOA).

ENSAYOS REALIZADOS CON LACASAS
BACTERIANAS Y SISTEMAS LACASA-
MEDIADOR

Entre las enzimas purificadas y caracteri-
zadas en nuestro grupo, tienen especial rele-
vancia las lacasas producidas por Streptomy-
ces cyaneus CECT 3335 (SclA) (Arias et al.,
2003) y Streptomyces ipomoeae CECT 3341
(SilA) (Molina et al., 2009). Nuestro interés
en ellas radica, por un lado, en profundizar
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en el conocimiento basico de estas enzimas
ya que, al tratarse de enzimas recientemen-
te descubiertas en bacterias, su estructura
y funcion 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 medioambientales (Moya et al.,
2010; Eugenio et al.,, 2011; Martin-Sampedro
etal., 2015).

Los ultimos estudios basicos que hemos
llevado a cabo con SilA han permitido elucidar
su funcion bioldgica y han demostrado por
primera vez la implicacion de las lacasas en
la degradacion de lignina por actinobacterias,
merced a la realizacion de un estudio com-
parativo entre la cepa salvaje de S. jpomoeae
productora de SilA y una cepa mutante no
productora SilA-. El estudio se llevo a cabo
cultivando ambas cepas sobre paja de trigo
en condiciones de fermentacion en estado
solido (SSF), poniéndose de manifiesto que
la cepa salvaje presenta una capacidad solu-
bilizadora de lignina, estimada como APPL
(Acid-Precipitable Polymeric Lignin), 12 veces
superior a la cepa mutante. Asimismo, los
analisis mediante Pirdlisis analitica asociada
a Cromatografia de Gases y Espectrometria
de Masas (Py-GC/MS) de los APPL corres-
pondientes a ambas cepas, mostraron que la
abundancia relativa de compuestos derivados
de lignina en el APPL producido por la cepa
silvestre fue mucho mas elevada que en el
producido por la cepa mutante SilA™ (Arias et
al., 2016).

En nuestro interés por proporcionar valor
agregado a las lacasas bacterianas carac-
terizadas, se evaluo la utilidad de la lacasa
SilA producida por S. jpomoeae para degra-
dar contaminantes emergentes, eligiéndose
en primer término antibacterianos de tipo
fluoroquinolona como modelo representati-
vo de PPCPs (Pharmaceuticals and Personal
Care Products) detectados con frecuencia en
aguas continentales. Los analisis cromato-
graficos realizados (UHPLC-DAD) y la eva-
luacion de la toxicidad (sistemas Microtox y
Algaltoxkit FTM) de los productos de degra-
dacién obtenidos mediante la aplicacion del
sistema lacasa mediador (LMS) constituido
por SilA y acetosiringona, pusieron de mani-
fiesto la eficacia de esta enzima para ser
utilizada como herramienta de descontami-

SEM@FORO NUM. 63 | JUNIO 2017
Oh Oh Oh Oh
o |
24 h 24 h 24 h 24 h
L L ag - . > | n ol
a b c d

Figura 1.

Fotografias ilustrativas de la decoloracion de los tintes Reactive Blue 19 (a), Chromotrope R (b), Methyl Orange (c) y
Tartrazine (d) mediante procesos de bioxidacion avanzada (PBOA).

nacion de este tipo de farmacos (Blanquez
et al., 2016).

Recientemente también hemos abordado el
estudio de la potencial utilidad de la lacasa
SilA en la mejora del rendimiento de sacarifi-
cacion de sustratos lignoceluldsicos para pro-
ducir bioetanol, frente a la lacasa fungica de
Trametes villosa. Para ello, se ha ensayado la
eficacia de ambas lacasas en la deslignifica-
cion y sacarificacion de paja de trigo pretra-
tada mediante “steam explosion”. Los resul-
tados obtenidos mostraron la mayor eficacia
de SilA en la etapa de pre-sacarificacion del
sustrato, produciendo una mayor liberacion
de glucosa y xilosa para la etapa de fermen-
tacion. Ensayos posteriores de sacarificacion
y fermentacion simultaneas con el sustrato
pretratado con ambas lacasas pusieron de
manifiesto una mejora en el rendimiento de
las dos etapas, siendo importante destacar
la ventaja de utilizar la lacasa bacteriana SilA
sobre lacasas flingicas, ya que su amplio ran-
go de pH de actuacion posibilita su aplicacion
a nivel industrial, facilitando la integracion de
ambas etapas.

BIO-OXIDACION AVANZADA
DE CONTAMINANTES

En estudios anteriores se puso de mani-
fiesto la capacidad de inducir la produccion
de radicales hidroxilo en hongos lignino-
liticos mediante ciclos redox de quinonas
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(Goémez-Toribio et al., 2009; Aranda et al.,
2011). Mas recientemente, hemos compro-
bado la induccion de este mismo mecanismo
en cepas de Streptomyces. En nuestro interés
por conocer la eficacia degradativa del pro-
ceso PBOA, se realizaron ensayos con dis-
tintos grupos de contaminantes: compuestos
organicos persistentes (BTEX, tintes textiles)
y contaminantes emergentes (farmacos).
Con estos sistemas oxidativos inespecificos
hemos logrado hasta el momento, la degra-
dacion de compuestos xenobidticos como
benceno, tolueno, etilbenceno y xileno (BTEX)
y un gran nimero de colorantes textiles de los
tipos azo, diazo, triarilmetano, antraquinona,
heterociclo, ptalocianina e indigo (figura 1),
poniéndose de manifiesto en la mayor parte
de los ensayos una completa destoxificacion
de los mismos. Asimismo, se ha comprobado
su eficacia en la degradacion y destoxifica-
cion de farmacos como fluoroquinolonas y
carbamazepina.

FUNCIONALIZACION DE LIGNINA
CON FINES BIOTECNOLOGICOS

En la actualidad nuestro grupo de investi-
gacion ha iniciado una nueva linea en la que
se pretende dar valor afiadido a ligninas de
origen agroforestal y/o industrial, mediante
funcionalizacion con lacasas, teniendo en
cuenta la consideracion actual de este poli-
Mero como una materia prima renovable con
potencial biotecnologico (aditivos para pien-
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Figura 2.

Fotografia del biorreactor de bandejas utilizado para la fermentacion de paja de trigo
mediante SSF por Streptomyces ipomoeae CECT 3341

s0s, plasticos biodegradables, adhesivos,
oleogeles, bioespesantes, etc.).

Previamente habiamos analizado la capa-
cidad de SilA y SilA-acetosiringona para
polimerizar ligninas de origen técnico (kraft
y organosolv) y lignanos en condiciones
alcalinas (Moya et al., 2011). Las reacciones
enzimaticas se llevaron a caboapH 7, 8,9
y 10, y el efecto sobre los distintos sustratos
se monitorizd mediante consumo de oxigeno,
cromatografia de exclusion molecular (SEC)
y MALDI-TOF-MS. Los resultados obtenidos
demostraron la capacidad de la lacasa y, en
mayor medida, del sistema LMS para incre-
mentar la masa molecular media de las ligni-

nas tratadas y generar polimeros de lignano
de hasta 4 unidades.

Con estos antecedentes estamos llevando
a cabo un Proyecto MINECO coordinado con
el grupo de la Dra. Valencia de la Universidad
de Huelva, cuyo objetivo principal es desarro-
llar nuevos agentes espesantes amigables
con el medio ambiente, obtenidos a partir
de fracciones lignoceluldsicas derivadas de
residuos agricolas fermentados mediante SSF
con Streptomyces (figura 2) y lignina kraft fun-
cionalizada con SilA. El objetivo es conseguir
formulaciones biodegradables tipo gel en fase
organica (oleosa) con diversas aplicaciones
industriales (lubricantes, adhesivos, recubri-
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mientos, films,...), en concordancia con las
nuevas directivas de sostenibilidad ambiental.
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El grupo de investigacion “Enzimas Micro-
bianas de Aplicacion Industrial” pertenece a la
Seccion de Microbiologia, Virologia y Biotec-
nologia del recién estrenado Departamento
de Genética, Microbiologia y Estadistica de
la Universidad de Barcelona, ubicado en la
Facultad de Biologia de dicha Universidad.
Esta coordinado por los profesores Francisco
Javier Pastor y Pilar Diaz, y forman parte del
mismo la profesora titular Josefina Martinez,
las profesoras asociadas doctoras Susana
Valenzuela y Mdnica Estupifian, asi como
varios estudiantes de Doctorado, Master y
Grado.

El objetivo y tematica principal de investi-
gacion es la identificacion y estudio de enzi-
mas con actividad despolimerizante 0 modi-
ficadora de la biomasa, tanto de materiales
lignoceluldsicos como de naturaleza lipidica.
Aparte del estudio de la biologia molecular
de estas enzimas, se evalta la aplicacion

de las mismas en procesos industriales de
transformacion de la biomasa en produc-
tos de consumo. Uno de los principales
retos es el desarrollo y disefio de enzimas
que minimicen el impacto ambiental de la
actividad industrial, cuya introduccion en
los procesos productivos permita reducir
la generacion de contaminantes, aumente
el rendimiento de las materias primas y/o
posibilite la obtencion de nuevos productos
con propiedades y caracteristicas novedo-
sas. En definitiva, se persigue la puesta
punto de Tecnologias Sostenibles mediante
el uso de enzimas.

IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION
MOLECULAR DE HIDROLASAS

La caracterizacion bioquimica y genética

de nuevas hidrolasas con actividad sobre
carbohidratos y lipidos es un aspecto fun-
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damental del trabajo investigador. El grupo
ha identificado y clonado numerosas carbo-
hidratasas y lipasas a partir de cepas de la
coleccion propia de organismos degradado-
res de materia organica. Entre las enzimas
estudiadas con mayor profundidad destacan
las xilanasas, de las que se dispone de una
gran variedad de tipos de diferentes familias
enzimaticas, estructura molecular y actividad.
Recientemente se han identificado y carac-
terizado varias xilanasas de la familia 30 de
glicosil hidrolasas (GH30), familia reciente de
xilanasas, con muy pocos ejemplos descritos.
La caracteristica mas notoria de las mismas
es su especificidad por el glucuronoxilano,
xilano de maderas duras con ramificaciones
de &cido glucuronico. Los andlisis cristalo-
graficos de las xilanasas GH30 muestran el
requerimiento de residuos laterales de aci-
do glucurdnico en el xilano para su union al
centro activo de las enzimas. Los productos
de hidrdlisis generados por las mismas son
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Estructura de la xilanasa Xyn30D de Paenibacillus barcinonensis. Constituida por un modulo catalitico de la familia
GH30 y un médulo de union a carbohidratos CBM35. Se muestra la union de un xilooligosacérido ramificado.

xilooligosacaridos &cidos, de gran potencial
biotecnologico como productos bioactivos.
Las celulasas son un segundo grupo de car-
bohidratasas objeto de estudio. Se han clo-
nado y caracterizado varias endoglucanasas y
celobiohidrolasas, muchas de las cuales han
mostrado un elevado sinergismo en la despo-
limerizacion de la celulosa cristalina. También,
con el fin de disponer de un mayor rango de
posibilidades para la obtencion de productos
de valor anadido a partir de materiales ligno-
celulésicos, recientemente se ha abordado el
estudio de enzimas con actividad sobre celu-
losa distinta a la hidrolitica. En este campo
se han identificado varias monooxigenasas
liticas de polisacaridos (LPMQs), enzimas
que rompen los enlaces glucosidicos por oxi-
dacion, y varias enzimas no despolimerizado-
res que modifican la superficie e interaccion
entre las fibras de celulosa, las denominadas
expansinas.

Una clase distinta de enzimas estudiadas
por el grupo de la Universidad de Barcelona
son las enzimas modificadoras de lipidos,
lipasas y esterasas. En esta gran clase de
enzimas se dispone de un gran ndmero
de ejemplos, muchos de ellos provenien-

tes de microorganismos aislados de habitats
tropicales o volcanicos. Como ejemplo, se han
identificado dos lipasas como miembros de
nuevas familias no descritas anteriormente.
Ademas, se han realizado estudios de mejora
con objeto de utilizarlas tanto en la produc-
cion de farmacos a través de la resolucion
enantiomérica de alcoholes terciarios como
en la sintesis enzimatica de biodiesel. En este
sentido, un aspecto a destacar es la modifi-
cacion de la especificidad de sustrato de las
lipasas mediante mutagénesis por saturacion,
la obtencion de variantes termoresistentes
de lipasas por evolucion dirigida, o la modi-
ficacion del bolsillo catalitico (oxyanion hole)
de dos esterasas por mutagénesis dirigida.
Asimismo, mediante mutagénesis por disefio
racional, se ha estudiado el significado de los
residuos implicados en el inusual oxyanion
hole de tipo Y. Por Ultimo, la introduccion
de estudios in silico sobre aspectos estruc-
turales o evolutivos de las lipasas aisladas
ha permitido la identificacion de dominios
estructurales, regiones funcionales y motivos
conservados que permiten obtener una vision
acerca de los procesos evolutivos de las dife-
rentes enzimas, considerando sus habitats de
aislamiento.
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En relacion a otro tipo de enzimas que
actlan sobre sustratos lipidicos, se ha estu-
diado en profundidad el sistema diol-sintasa
de P, aeruginosa, exclusivo de esta especie y
nunca antes descrito en bacterias. Se trata de
dos enzimas codificadas en un mismo operén
que actuan de manera secuencial sobre el
acido oleico, generando hidroperoxido, que a
Su vez es convertido en el correspondiente
diol. Estudios evolutivos realizados in silico
sugieren que las dos enzimas derivan de un
evento de duplicacion génica con posterior
neofuncionalizacién de una de las dos enzi-
mas, y permiten su asignacion a una nueva
subfamilia de di-hemo citocromo ¢ peroxida-
sas. Ello se ha confirmado mediante muta-
génesis dirigida, pudiéndose identificar los
residuos implicados en la actividad catalitica.

APLICACIONES EN BIOTECNOLOGIA
DE LA LIGNOCELULOSA

La evaluacion del potencial biotecnoldgico
de las enzimas caracterizadas en la modifi-
cacion de la lignocelulosa permite identificar
aquellas con mayor aplicabilidad industrial
para la mejora de tecnologias de produccion
y en la obtencion de productos de valor afa-
dido a partir de la biomasa.

En este contexto se han caracterizado
varias enzimas con aplicacion en tecnologia
de fabricacion de papel. Dos de las xilanasas
evaluadas han mostrado elevada eficiencia en
el proceso de blanqueo de pasta de papel, tan-
to de eucalipto como de fibras agricolas. Es de
destacar que, conjuntamente con la disminu-
cion en el consumo de blanqueantes quimicos
contaminantes y el aumento de blancura de las
pastas, la aplicacion de xilanasas puede dis-
minuir el contenido en &cidos hexenurénicos
de las pastas y por tanto contribuir a ralentizar
el envejecimiento del papel. Adicionalmente a
la disminucion en la generacion de desechos
toxicos, la aplicacion de enzimas puede dis-
minuir el consumo energético del proceso de
fabricacion. En concreto, se han caracterizado
una endoglucanasa y una celobiohidrolasa que
modifican superficialmente las fibras papeleras
facilitando el refinado mecanico y permitiendo
elaborar papeles menos densos pero de mayor
resistencia mecanica.

La aplicacion de enzimas puede facilitar la
funcionalizacion de las fibras promoviendo
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la unién de compuestos de distinto caracter
y dando lugar a papeles con propiedades
completamente nuevas. La modificacion
enzimatica de las pastas papeleras posibilita
la introduccién de grupos funcionales para
el acoplamiento de sustancias hidrofdbicas
0 antioxidantes que darfan lugar a una nueva
generacion de productos basados en celulo-
sa. En este campo se ha ensayado con éxito
la obtencion de papeles antimicrobianos de
gran potencial en el embalaje de productos
alimenticios.

BIOTRANSFORMACION DE LIPIDOS

La modificacion del oxyanion hole de dos
esterasas identificadas por el grupo ha per-
mitido su aplicacion para la resolucion de
mezclas racémicas de alcoholes terciarios,
elementos clave para la produccion de farma-
cos. En este sentido, se obtuvieron diversas
variantes para cada una de las esterasas, que
Se ensayaron sobre un gran nimero de alco-
holes terciarios. Entre las variantes enzimati-
cas ensayadas se encontraron dos mutantes
con valores de enantioselectividad de E>100,
capaces de resolver complejos acetatos de
alcoholes terciarios propargilicos con aplica-
cion farmacoldgica.

Otra aplicacion de las lipasas desarrollada
recientemente hace referencia a la produc-
cion enzimatica de biodiesel. Para ello se han
ensayado diversas lipasas, tanto solubles
como inmovilizadas, sobre sustratos de dis-
tinto origen y con calidades y composiciones
variables. Se obtuvieron ésteres metilicos de
acidos grasos (FAMEs) con resultados varia-
bles en funcion de la enzima y las materias
primas utilizadas. Cabe destacar también los
resultados obtenidos en cuanto a produccion
de FAMEs cuando se ensayaron materias
primas alternativas como aceites de res-

tauracion o aceites derivados de hongos. En
estos casos, aunque con una productividad
inferior, se pudo obtener un buen porcentaje
de FAMEs. Este sistema fue mejorado con la
introduccion de fosfolipasas, que permiten
llevar a cabo el desgomado de las materias
primas en la misma reaccion de transesteri-
ficacion, permitiendo asi la implementacion
de un sistema de produccion enzimatica de
biodiesel en un solo paso. Este proceso, mas
econdmico y sostenible que los existentes,
ha sido adoptado actualmente por dos com-
pafiias norteamericanas (Viesel y Blue Sun)
para la produccion de biodiesel a escala
comercial.
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El grupo de investigacion «Microbiologia
Aplicada y Biotecnologia de Hongos» se
crea en la Universidad de Cadiz hace mas
de dos décadas, siendo desde su inicio un
equipo multidisciplinar. Desde su origen el
grupo ha abarcado diferentes aspectos tanto
tedricos como aplicados al sector de la Vitivi-
nicultura y la Agroalimentacion. Pertenece al
Grupo BIO 219 (Biologia y Biotecnologia) del
Plan Andaluz de Investigacion y Desarrollo y
se enmarca dentro del Campus de Exce-
lencia Internacional Agroalimentario
(CeiA3 «International Campus of exce-
llence in Agrifood»). Una de las lineas de
investigacion, ha centrado sus estudios en
el hongo fitopatdgeno de la vid Botrytis cine-
rea. Otra linea de investigacion se ha cen-
trado en las levaduras enoldgicas responsa-
bles de la elaboracion de vinos sometidos a
crianza bioldgica (finos y manzanillas), vinos
blancos de la provincia de Cadiz y vinos de

crianza en barrica de la DO Ribera del Duero.
Desde su creacion el grupo ha colaborado
estrechamente con diferentes Bodegas
(Sandeman, Domecq, Barbadillo, Dominio
de Pingus, Lustau, etc.) solucionando pro-
blemas microbioldgicos, caracterizando las
levaduras en distintos sistemas enoldgicos
o dirigiendo y controlando la fermentacion
con levaduras seleccionadas de la propia
Bodega.

La primera linea de investigacion se lleva
a cabo en colaboracion con el Dr. Isidro G.
Collado de Quimica Organica de la Universi-
dad de Cadiz. Se centra en el estudio de dis-
tintos hongos fitopatogenos como Colletothi-
chum acutatum, que afecta a frutos de gran
importancia comercial como la fresa 'y Botrytis
cinerearesponsable de la “podredumbre gris”
(Botrytis) que afecta no solo a la cantidad de
la uva, sino a la calidad del vino resultante.
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Foto de grupo. De izquierda a derecha: Marfa Carbu,
Ana Fernandez-Morales, Victoria E. Gonzalez-Rodriguez,
Jests M. Cantoral, Gustavo Cordero y Carlos Garrido

Con el desarrollo de varios proyectos hemos
realizado grandes avances en la profundiza-
cion del conocimiento del hongo fitopatdgeno
B. cinerea, desde el estudio de la bioquimica
y biologia molecular, el metabolismo secun-
dario y el conocimiento de los mecanismos
de patogenicidad implicados en los procesos
infectivos. La coordinacion de ambos gru-
pos ha sido clave para poder abordar estos
aspectos multidisciplinares, ademas ha sido
de gran ayuda la estrecha colaboracion con
prestigiosos grupos tanto nacionales como
internacionales. El grupo ha sido pionero en
la aplicacion de técnicas protedmicas al estu-
dio de este patdgeno. Asi, se ha estudiado el
complejo conjunto de proteinas expresadas
por el hongo, responsables de su fenotipo y
de sus caracteristicas patoldgicas, desde la
publicacion del primer mapa protedmico de
B. cinerea, hasta la caracterizacion de sus
distintos subproteomas (secretoma, mem-
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branoma, fosfoproteoma, etc.). Por otro lado,
la secuenciacion del genoma de B. cinerea
ha supuesto un importante avance. Se sabe
que al menos 43 enzimas especificas son
clave en el metabolismo secundario de este
hongo y que tienen relacion con la patogeni-
cidad. Igualmente, hemos realizado estudios
de expresion y caracterizacion funcional de
cada una de estas enzimas. Sin embargo,
salvo 4 genes que estan bien carcaterizados,
los demds son desconocidos o se encuen-
tran en estudios muy preliminares. Estudios
recientes ponen de manifiesto que B. cine-
rea posee un mecanismo de adaptabilidad
al huésped, por el que podrian disponer de
diferentes armas quimicas dependiendo de
la situacion y peculiaridades ambientales en
el que se encuentre.

El objetivo final de esta linea de investiga-
cion es la profundizacion en el estudio funcio-
nal de los genes del metabolismo secundario
del hongo B. cinerea y en la caracteriza-
cion de las enzimas o complejos enziméaticos
implicados en sus rutas biosintéticas, utili-
zando distintas técnicas “6micas” (gendmica,
transcriptomica, proteémica y metabolémica).
Todos estos estudios nos permitiran la deter-
minacion de nuevas dianas moleculares que
proporcionen un control eficiente del pato-
geno, el descubrimiento de nuevos factores
de virulencia y/o toxinas implicadas en el
metabolismo secundario y la profundizacion
en el conocimiento del potencial mecanismo
de adaptabilidad al huésped. Todo ello nos
permitira abordar nuevas estrategias de con-
trol del patdgeno y disefiar fungicidas selec-

Figura 2.
Vides y uvas silvestres (Garganta del Capitan y Rio Majaceite, Parque Natural de los Alcornocales, Cadiz.
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Ordenacion de las barricas sobre el albero en una Bodega tipica del marco jerezano para la crianza biologica y
detalle de las levaduras de «velo de flor» creciendo en la superficie.

tivos y eficientes compatibles con el Medio
Ambiente.

La otra linea de investigacion se centra en
diferentes aspectos de levaduras enologicas.
Hemos aislado y caracterizado un elevado
numero de levaduras de velo de flor (figura 1),
utilizando diferentes técnicas microbioldgicas y
moleculares, (campo pulsante, RFLPs del ADN
mitocondrial, etc.). El desarrollo de estas téc-
nicas nos ha permitido caracterizar genética-
mente estas levaduras; concluyendo que estos
grupos son muy heterogéneos, apareciendo
una gran variabilidad genética entre ellas que
podrian reflejar la seleccion artificial debido al
sometimiento de estas levaduras a condiciones
industriales tan especificas. Hemos sido pio-
neros en la aplicacion de modernas técnicas
como la hibridacion competitiva mediante el
uso de «microarrays». Este estudio compa-

rativo a nivel del genoma explicaria que la
gran variabilidad encontrada responderia a un
mecanismo de adaptacion evolutiva de estas
levaduras, que se encuentran sometidas a
unas condiciones tan adversas (alto contenido
en etanol y acetaldehido). Los estudios lleva-
dos a cabo han permitido en algunos casos la
correlacion entre la composicion particular de
un determinado grupo de levaduras y el estado
de envejecimiento del vino o las peculiaridades
organolépticas del vino fino.

Vitis vinifera L. subespecie sylvestris Gme-
lin (Hegi) es la unica especie ancestral en
Europa. Son parentales dioicos de las varie-
dades de cultivo actuales y en la actualidad
figuran como especie amenazada (figura 2).
Esta especie constituye hoy en dia un impor-
tante recurso fitogenético que alberga una
importante diversidad genética, con la que
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hay que contar para futuros programas de
mejora de viniferas y portainjertos, asi como
para la reforestacion de ecosistemas natu-
rales. Sin embargo, hasta ahora, no exis-
tian estudios que determinasen la ecologia
de microorganismos asociados a la uva de
la vid silvestre, siendo de especial relevan-
cia aquéllos implicados en la fermentacion
vinica como las levaduras. En este sentido
se ha obteniendo una importante coleccion
de levaduras aisladas de vides silvestres en
Azerbayan, Georgia, Rumania, Italia y Espafia.
Este estudio pionero, nos permitira conocer
nuevas especies de levaduras o ya conocidas
con propiedades de interés enoldgico y capa-
ces de hacer frente a atagues de hongos fito-
patogenos. A su vez estimula la economia de
forma sostenible y nos permitira proveer a las
Bodegas de nuevas cepas de levaduras con
la finalidad de crear nuevos estilos de vinos.
Participamos en el proyecto europeo YeSVi-
tE 7FP (IRSES) en el que estan implicados 9
Universidades de 8 paises de 4 continentes,
coordinado por la Universidad de Milan. El
trabajo desarrollado en esta linea de investi-
gacion esta cada vez mas orientado a generar
un conocimiento tecnoldgico que surja como
respuesta a un problema o necesidad tanto a
nivel regional, nacional o internacional.

Para su financiacion el grupo ha contado
ininterrumpidamente durante estos afios con
varios Proyectos del Ministerio, Proyectos de
Infraestructura, FEDER, INNPACTO, Talent
Hub, CDTI'y OTRI con distintas Bodegas,
asi como diferentes ayudas de la Junta de
Andalucia. Esta financiacion ha permitido la
creacion y desarrollo del grupo, en el que
se han formado 14 Doctores de los cuales
varios han seguido su carrera en la Univer-
sidad y el resto ocupan puestos relevantes
en Empresas Biotecnoldgicas. La actividad
cientifica desarrollada ha quedado plasmada
en un alto rendimiento de publicaciones de
las que se destacan algunas en la Bibliografia,
asi como la participacion en Congresos de
ambito Internacional y Nacional.

Ademas de la actividad investigadora el
grupo es el responsable de la docencia de
varias asignaturas de Microbiologia en dis-
tintos Grados de CC del Mar, Ambientales,
Enologia, Ingenieria Quimica y Biotecnologia,

asi como en varios Master, como el de Biotec-
nologia que se pondra en marcha el proximo
curso. Por otra parte, dentro de las actividades
de difusion de la SEM ha organizado el “X y
XVI Curso de Iniciacion a la Investigacion en
Microbiologia” (2006 y 2012). Igualmente ha
organizado los siguientes Congresos: “SEM:
Microbiologia Molecular” (2008), “XV™ Inter-
national Botrytis Symposium” (2010), «XI Con-
greso Nacional de Micologia» (2012) y tiene
previsto el «VIl Congreso Nacional de Micro-
biologia Industrial y Biotecnologia Microbiana»
(previsto para 6-10 de Junio de 2018).

Desde estas lineas, nuestro mas sincero
agradecimiento a todos los comparieros que
con su trabajo han forjado la breve, pero
intensa, historia del grupo de Microbiologia
Aplicada y Biotecnologia de Hongos.
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La Fundacion MEDINA es un Centro de
Investigacion sin animo de lucro creado a
partir de la alianza entre MSD de Espana, la
Universidad de Granada y la Junta de Anda-
lucia, y continuidad de las lineas de inves-
tigacion en productos naturales del antiguo
centro de investigacion basica de MSD en
Espana. Los productos naturales han sido y
siguen siendo una de las fuentes con mayor
diversidad e interés para el descubrimiento
de nuevos compuestos bioactivos. La acti-
vidad investigadora de MEDINA esta princi-
palmente enfocada en la explotacion de la
diversidad microbiana y la identificacion de
nuevos metabolitos secundarios para su
posible desarrollo como farmacos asi como
productos de alto valor biotecnoldgico (Geni-
lloud, 2014). El centro dispone de la mayor
coleccion de microorganismos y librerias de
productos naturales dedicadas al descubri-
miento de nuevas moléculas, asi como una de
las plataformas tecnoldgicas mas completas y
automatizadas para el cribado de alta capa-

cidad en un abanico de areas terapéuticas y
para el aislamiento y elucidacion estructural
de las nuevas moléculas.

COLECCIONES MICROBIANAS Y ACCESO
A LA DIVERSIDAD MICROBIANA

El estudio de la diversidad microbiana y el
analisis de las capacidades biosintéticas de
las 190.000 cepas de hongos y bacterias de
la coleccion de cultivos de MEDINA son el
objeto de una gran parte de sus actividades.
La coleccion de microorganismos es la pie-
dra angular de MEDINA ya que representa el
punto de partida para la produccion de nue-
vas moléculas y la busqueda de compuestos
con actividad biolégica en los programas
de descubrimiento de nuevos farmacos. La
coleccion de cultivos es el resultado de la
fusion de dos colecciones de cepas indus-
triales con diferentes historias y estrategias.
La primera esta compuesta por las cepas de
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la coleccion del antiguo centro de MSD en
Madrid, coleccion recopilada a lo largo de
mas de 20 afios a partir de la seleccion de
cepas procedentes de la mas amplia variedad
de geografias, entornos marinos y terrestres,
y nichos ecoldgicos con el fin de garantizar la
mayor diversidad de microorganismos y por
extension poder incrementar la diversidad
biosintética. A esta coleccion se ha sumado
recientemente la coleccion de Cubist Phar-
maceuticals (Boston) tras su adquisicion por
Merck and Co., coleccion que complementa
en composicion, origenes y diversidad la ya
existente en MEDINA.

La coleccion de cultivos sigue ademas
expandiéndose como resultado del trabajo
realizado sobre nuevas fuentes de aislamiento
seleccionadas en entornos singulares en Anda-
lucia. Estos estudios han permitido acceder a
comunidades microbianas, especialmente
enddfitos y microbiomas de rizosferas de plan-
tas endémicas asi como aquellas procedentes
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Microplaca de la coleccion de extractos de productos naturales de origen microbiano.

de entornos expuestos a factores hidticos y
abidticos con fuerte presion selectiva, y con el
objetivo de complementar la diversidad micro-
biana de las colecciones existentes.

Otros abordajes desarrollados en el centro
plantean el aislamiento de comunidades no
cultivadas previamente que siendo meta-
bolicamente activas en su entorno natural
suponen una fuente no explorada de nuevos
compuestos. La utilizacion de microcamaras

de difusion ha permitido aislar y domesticar
en condiciones de laboratorio una gran varie-
dad de especies bacterianas. Entre estas se
incluyen nuevas especies asi como nuevos
taxones solo descritos en estudios metage-
nomicos y asociados a taxones no cultivables.
Este es el caso del aislamiento de la cepa del
nuevo género Longimicrobium terrae primer
representante aislado en cultivo en su clado
perteneciente a los Gematimonadetes (Pas-
cual etal., 2015; 2016).

Cribado de extractos naturales frente a patdgenos Gram negativos: ensayo de inhibicion del crecimiento de E. coli
en agar.
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EXPRESION DEL METABOLISMO
SECUNDARIO

Esta generalmente aceptado que las colec-
ciones de cultivo constituyen un reservorio de
diversidad metabdlica todavia poco explora-
da. Una gran mayoria de microorganismos en
cultivo solo expresan una pequefa fraccion
de las rutas biosintéticas identificadas en sus
genomas, siendo esta mayoria criptica una
excelente oportunidad para la identificacion
de nuevos productos naturales. Uno de los
mayores retos supone implementar métodos
de cultivo en condiciones que permitan la
expresion de dichos genes cripticos. La diver-
sidad de las nuevas librerias no solo depen-
de de la utilizacion de multiples condiciones
nutricionales (OSMAC), sino también de la adi-
cion de efectores metabolicos y moduladores
epigenéticos y en conseguir la produccion de
nuevos metabolitos a partir de fermentacio-
nes de cepas en co-cultivo favoreciendo la
sefializacion e interaccion entre especies y
posiblemente la expresion de rutas cripticas
(Gonzalez-Menéndez et al., 2016; Serrano et
al., 2017).

Estas aproximaciones empiricas se han
complementado con los nuevos programas
de mineria de rutas biosintéticas y el anali-
sis de los genomas de cepas productoras de
nuevos compuestos de interés. Todas estas
iniciativas nos estan permitiendo identificar
las agrupaciones de genes asociadas a la
sintesis de nuevos compuestos, asi como
analizar en profundidad la diversidad meta-
bolica de estos microorganismos y plantear la
expresion heterdloga de aquellas rutas que no
son funcionales en la cepa salvaje.

APLICACION EN PROGRAMAS DE
DESCUBRIMIENTO DE FARMACOS

Todos los abordajes anteriores se han apli-
cado en la generacion de nuevos maodulos de
extractos a partir de fermentaciones de las
cepas en una amplia variedad de condicio-
nes. Actualmente MEDINA dispone de una
libreria de productos naturales con mas de
135.000 muestras para su utilizacion en los
programas de descubrimiento de farmacos
asociados a las areas estratégicas desarro-
lladas en el centro y enfocados en enfer-
medades infecciosas y tropicales, cancer y
neurodegeneracion. Todos estos programas
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requieren la participacion de un equipo mul-
tidisciplinar para asegurar el seguimiento
tras la seleccion de los candidatos mas pro-
metedores, de la produccion y escalado, el
aislamiento quimico guiado por bioactividad
y la elucidacion estructural de las nuevas
moléculas.

Como resultado de la bisqueda de nuevos
antibidticos en programas de cribado frente a
paneles de patdgenos de hongos y bacterias
Gram negativas y Gram positivas, y especial-
mente en el marco de los Proyectos FP7 Phar-
maSea y ERA-net Pathogenomics ANTIFUN,
y otros proyectos nacionales, hemos iden-
tificado 16 nuevas familias de compuestos
entre las que se destacan varios sinérgicos
de equinocandinas como la humidimicina, el
tiazolilpeptido kocurin (MDN-0055), y la nue-
va clase de antibidticos de amplio espectro
frente a Gram negativos (MDN-0057/-0060)
seleccionados para desarrollo preclinico en
el programa IMI- ND4BB ENABLE (Valiante
et al., 2015; Palomo et al., 2013; Genilloud,
2014).

Los programas de busqueda de nuevos
antitumorales han combinado aproximacio-
nes fenotipicas con ensayos enfocados en
dianas especificas, utilizando paneles de
lineas tumorales de higado, mama, pancreas,
colon y melanoma, y técnicas de High Content
Imaging. Dos nuevas familias de compuestos
estan actualmente en desarrollo preclinico e
incluyen una nueva clase de inhibidores de
PDK1 para tumores que sobreexpresen PI3K
y una nueva familia de compuestos especi-
ficos en cancer de pancreas con eficacia en

modelos animales (de Pedro et al., 2014;
2015).

Finalmente en el campo de la neurode-
generacion, y especialmente de la esclero-
sis lateral amiotrofica y la neuroproteccion,
hemos identificado a partir de nuestras libre-
rias dos productos naturales con actividad
inhibibidora de GSK3p y con efecto neuro-
protector en modelo murino de neuronas
motoras (de Pedro et al., 2016)

En resumen, el descubrimiento de nuevos
candidatos a farmacos en Fundacion MEDI-
NA ha requerido la integracion de un equipo
multidisciplinar de investigadores trabajando
sobre la base de la diversidad de las fuen-
tes de productos naturales y la expresion del
potencial metabdlico de los microorganismos,
y apoyados por una plataforma de cribado y
de aislamiento de productos naturales igual-
mente de referencia en el area.

REFERENCIAS

1. Genilloud 0 (2014) The re-emerging role of micro-
bial natural products in antibiotic discovery. Antonie
Van Leeuwenhoek 106: 1. 173-88.

2. Pascual J, Garcia-Lopez M, Bills GF, Genilloud
0 (2015) Pseudomonas granadensis sp. nov., a new
bacterial species isolated from the Tejeda, Almijara
and Alhama Natural Park, Granada, Spain. Int J Syst
Evol Microbiol 65: 625-632.

3. Pascual J, Garcia-Lopez M, Bills GF and Ge-
nilloud 0 (2016) Longimicrobium terrae gen. nov.,
Sp. nov., a novel oligotrophic bacterium of the unde-
rrepresented phylum Gemmatimonadetes isolated
through a system of miniaturized diffusion cham-
bers. Int J.Syst Evol Microbiol. 66:1976-85.

SEM@FORO

10.

11.

NUM. 63 | JUNIO 2017

. Gonzalez-Menéndez V, Pérez-Bonilla M, Pé-

rez-Victoria I, Martin J, Muiioz F, Reyes F,
Tormo JR, Genilloud 0. (2016) Multicomponent
Analysis of the Differential Induction of Secondary
Metabolite Profiles in Fungal Endophytes. Molecu-
les. 21: doi: 10.3390/molecules21020234.

. Serrano R, Gonzalez-Menéndez V, Rodriguez L,

Martin J, Tormo JR, Genilloud 0. (2017) Co-cul-
turing of fungal strains against Botrytis cinerea
as a model for the induction of chemical diversity
and therapeutic agents. Front. Microbiol 19 doi:
10.3389/fmib.2017.00649.

. Valiante V., Monteiro MC, Martin J, Altwasser

R, El Aouad N., Gonzalez I, Kniemeyer0., Me-
llado E, palomo S, de Pedro N, Pérez-Victoria
1., Tormo JR, Vicente F,, Reyes F., Genilloud 0
and Brakhage A (2015) Hitting the caspofungin
salvage pathway of human-pathogenic fungi with
the novel lasso peptide humidimycin (MDN-0010).
Antimicrob. Agents Chemotherapy 59:5145-53.

. Palomo S, Gonzalez I, Martin J, de la Cruz

M, Vicente F, Reyes F, Tormo JR, Anderson
M, Hill RT, Genilloud 0. (2013) Sponge-derived
Kocuria and Micrococcus spp. as new sources
of thiazolylpeptide antibiotics. Marine Drugs
11:1071-7086.

. Genilloud 0, Tormo JR, Reyes F, El Aouad N,

Vicente F, De la Cruz M, Bills G, Gonzalez V.,
Monteiro MC. 2014. Compounds with antibacterial
activity. EP13382258.

. De Pedro N, Gonzalez V., Crespo G., Cautain

B., Acero T, Jimenez V., Molina M, Vicente F,
Reyes F, Serrano J, Perez-Victoria |, Genilloud
0. 2014. PI3K inhibitor compounds to treat cancer.
EP15382048.5.

De Pedro N, Gonzalez V, Crespo G, Pérez-Victoria
I, Cautain B, Vicente F, Reyes F, Genilloud 0,
Grinan G, Marchal JA.2015. Phenol derivatives
to treat cancer EP3088396 A1.

de Pedro N, Cantizani J, Ortiz-Lépez FJ, Gon-
zalez-Menéndez V, Cautain B, Rodriguez L,
Bills GF, Reyes F, Genilloud 0, Vicente F. (2016)
Protective effects of isolecanoric acid on neuro-
degenerative in vitro models. Neuropharmacology
101:538-48.

Coliloquio, by victor.

iNOS ATACAN CON
CARBAPENEMAS!

{HORROR!
HA LISADO
)
()

UN REGALO DE MI PRIMO DE LA INDIA
LO ULTIMO EN CARBAPENEMASAS.
S| QUIERES TE PASO EL PLASMIDO

ESPECTACULAR

()

SEMgm

27



ESPECIAL MICROBIOLOGIA INDUSTRIAL Y BIOTECNOLOGIA MICROBIANA

SEM@FORO

NUM. 63 | JUNIO 2017

Biologia Molecular de Corinebacterias

Luis M. Mateos y José A. Gil

luis.mateos@unileon.es
jagils@unileon.es

Departamento de Biologia Molecular (Area de Microbiologia). Universidad de Ledn. Campus de Vegazana s/n. 24071. Ledn.

=

28

Las corinebacterias son microorganismos
pertenecientes al grupo de las actinobacterias
(bacterias Gram positivas con elevado conte-
nido en G+C). Algunos de sus representantes
han sido tradicionalmente bien conocidos por
su patogenicidad, como es el caso de Cory-
nebacterium diphtheriae agente causante de
la difteria; actualmente se estan describien-
do decenas de especies de corinebacterias
como agentes causantes de enfermedades
emergentes en individuos inmunosuprimi-
dos. Aparte de este interés médico-sanitario
por parte de algunos de sus representan-
tes, ciertas especies de corinebacterias han
sido tradicionalmente utilizadas en procesos
industriales, como es el caso de Coryne-
bacterium glutamicum que recibe el epiteto
“glutamicum” por producir de forma natural
el aminoacido 4cido glutamico; otro aspecto
muy relevante de C. glutamicum radica en su
carencia de patogenicidad, siendo reconocido
oficialmente como bacteria GRAS (“Genera-

lly Recognized As Safe”). Igualmente, este
microorganismo se ha utilizado en procesos
de produccion de otros metabolitos primarios
0 en transformaciones metabdlicas de interés
en el campo de 1a biologia sintética.

Nuestras investigaciones con Coryne-
bacterium glutamicum comenzaron en l0s
afios 80 en la Universidad de Leon (Area
de Microbiologia) dirigido por el Prof. Juan
F. Martin. La idea inicial era desarrollar un
sistema de manipulacion genética en cepas
de C. glutamicum para incrementar la pro-
duccién del aminodcido lisina, promovido
fundamentalmente por algunas empresas
nacionales con interés en producir aminoa-
cidos esenciales para nutricion animal. En
€505 inicios no habia vectores de clonacion
ni métodos para transformar Corynebacte-
rium. No obstante, la experiencia de nues-
tro laboratorio con otros representantes de
actinobacterias (Streptomyces coelicolor y
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De izquierda a derecha: José A. Gil, Marta F. Caso, Laura
M. Pascual, Luis M. Mateos y Alvaro Mourenza.

Streptomyces lividans), asi como el manejo
rutinario de técnicas de biologia molecular
con la bacteria por excelencia, Escherichia
coli, nos fueron permitiendo alcanzar los
hitos que describimos a continuacion; estos
hitos van acomparniados con referencias de
alguna de las publicaciones mas representa-
tivas de los doctorandos que en su momento
las realizaron y que hoy son Profesores en
Universidades espaiolas y extranjeras, inves-
tigadores del CSIC, directores de empresas
biotecnoldgicas o Profesores en Institutos de
Bachillerato y de Formacion Profesional.

1. DESARROLLO DEL SISTEMA DE
CLONACION EN CORYNEBACTERIUM
GLUTAMICUM

El conseguir el desarrollo de un sistema de
clonacion en una especie bacteriana, necesita
vectores de clonacion especificos para dicha
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Imagenes de contraste de fases, fluorescencia y superposicion de ambas en una cepa de Corynebacterium
glutamicum que sobreexpresa la proteina RsmP (filamento intermedio) fusionada a GFP.

especie y un sistema de introduccion de ADN.
Esto fue conseguido por Ramén Santamaria
(Santamaria et al., 1985) partiendo del plasmi-
do criptico enddgeno pBL1 (Santamaria et a/.,
1984). El plasmido pBL1 (el acronimo indica la
cepa Brevibacterium lactofermentum, que lue-
go fue reclasificada dentro de C. glutamicum)
fue la base para desarrollar una gran cantidad
de vectores para la manipulacion genética de
C. glutamicum (Cadenas et al., 1991).

2. CLONACION DE GENES IMPLICADOS
EN LA BIOSINTESIS DE
AMINOACIDOS

Dado el interés industrial de C. glutami-
cum como productor de aminodcidos, una de
las propuestas fue la clonacion de genes de
implicados en la biosintesis de aminodcidos,
labor realizada por un elevado numero de
estudiantes de doctorado; para ello se trabajd
en campos diversos que permitieron la carac-
terizaron de los genes implicados en la pro-
duccion de aminodcidos con interés industrial
y esenciales para la dieta animal, tales como
triptofano (Guerrero et al., 1994; del Real et
al., 1985), treonina (Mateos ef al., 1987) y

lisina (Fernandez-Gonzalez et al., 1996), entre
otros.

3. LAS CORINEBACTERIAS COMO
MODELOS PARA PRODUCIR ENZIMAS
EXTRACELULARES

Era conocido el hecho de que C. glutami-
cumno producia enzimas extracelulares y por
tanto los medios de cultivo para la produccion
de aminodcidos deberian contener hidroliza-
dos de proteinas o de azlcares complejos.
Los estudios realizados por Sirin Adham mos-
traron que C. glutamicum es capaz de produ-
cir de forma heterologa y secretar al medio
de cultivos, grandes cantidades de enzimas
xilanasas, amilasas o celulasas de diferentes
origenes (Streptomyces, hongos filamento-
s0s), facilitando los procesos de transforma-
cion metabdlica (Adham et al., 2001).

4. CARACTERIZACION DEL MECANISMO
DE DIVISION/ELONGACION CELULAR
EN C. GLUTAMICUM

El proceso de crecimiento/elongacion y
division celular de C. glutamicum ha sido
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un tema cientificamente atractivo ya que
las corinebacterias en general presentan un
modelo de division llamado crepitante (por
“chasquido”); igualmente el patron de elon-
gacion celular, con crecimiento apical inde-
pendiente de MreB (equivalente de actina en
muchos procariotas bacilares) y la existencia
de una maquinaria de division “minimalista”
cuando se compara con la maquinaria de £.
coli, nos ha permitido realizar propuestas
distintas para patrones de crecimiento/divi-
sion bacteriana. La proteina que organiza el
proceso de division celular es FtsZ (equiva-
lente bacteriano de tubulinas) y el gen ftsZ
fue clonado por Pilar Honrubia (Honrubia et
al., 2001). La clonacion, caracterizacion y
regulacion del resto de los genes del agru-
pamiento genético implicado en division y
sintesis de pared celular (cluster dew) fue-
ron realizados por Angelina Ramos (Ramos
et al., 2003), Noelia Valbuena (Valbuena et
al., 2007), Michal Letek (Letek et al., 2008) y
Maria Fiuza (Fiuza et al., 2008), con el hecho
relevante de describir la presencia de fac-
tores proteicos como DivIVA (implicado en
crecimiento apical) y proteinas intermedias
como RsmP (Fiuza et al., 2010).

5. RESISTENCIA AL METALOIDE
ARSENICO Y SU BIOCONTENCION

Una de las lineas de trabajo establecida
hace una década en nuestro laboratorio fue
el estudio de los sistemas de resistencia a
metales pesados en corinebacterias. C. glu-
tamicum se ha mostrado tradicionalmente
como una bacteria “resistente” a factores
ambientales, ocupando en ocasiones nichos
donde abundan agentes tdxicos/conta-
minantes. El agente toxico mas relevante
desde hace décadas, cuando se analiza
su relacion abundancia/peligrosidad es el
arsenico .
Dado que este toxico ha estado presente
en la Tierra desde su formacion, muchos
microorganismos han adquirido resistencia
a las dos formas frecuentes de arsénico
inorganico (arseniato y arsenito), aspecto
ausente en seres vivos mas “evoluciona-
dos”. C. glutamicum es una de las bacterias
mas resistentes a las formas inorganicas de
arseénico por presencia de varios operones
de resistencia que codifican para un regu-
lador/represor (ArsR), una enzima arseniato
reductasa (ArsC o Acr2) y la proteina arse-
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nito permeasa (ArsB o Acr3). Dichos opero-
nes fueron caracterizados por Efrén Ordoriez
(Ordoriez et al., 2005) y Alimudena F. Villa-
dangos (Villadangos et al., 2011); igualmen-
te se realizaron sistemas de biocontencion
de arsénico basados en mutantes de C. glu-
tamicum carentes de algunas de las activi-
dades enzimaticas anteriormente resefiadas
(Feo et al., 2007).

6. MECANISMOS DE RESISTENCIA
A ESTRES OXIDATIVO:
MICORREDOXINAS

Una de las actividades enzimaticas ante-
riormente indicadas que estaba implicada en
desintoxicar la especie arseniato (As") resulto
tener un mecanismo de accion Redox diferen-
te a todos los sistemas descritos hasta esos
momentos para desintoxicarse de agentes
que desencadenen estrés oxidativo; este
sistema iba ligado a la molécula micotiol (€l
equivalente a glutation en actinobacterias) y
a las enzimas micorredoxinas, Mrx’s (Ordo-
fiez et al., 2009). Fruto de esta descripcion,
nuestro grupo se propuso la busqueda de
diferentes micorredoxinas en C. glutamicum
y organismos relacionados (Mycobacterium/
Rhodococcus) con objeto de conocer 10s pro-
cesos metabolicos en los que estan implica-
dos estas Mrx’s, y principalmente su impli-
cacion en recuperar a las células frente a los
agentes oxidantes perdxido de hidrogeno e
hipocloritos (Pedre et al., 2015; Mateos et
al., 2017).

En los ultimos afios hemos colaborado
con grupos de investigacion extranjeros, y a
modo de ejemplo, con los Drs. Joris Messens
(Bélgica), Virginie Molle (Francia) y Barry P.
Rosen (USA).
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Integrantes del equipo investigador y técnico
del Instituto de Biotecnologia de Ledn (INBIOTEC)

El Instituto de Biotecnologia de Leodn
(INBIOTEC) es un Gentro Tecnoldgico que
surgio en Leon en 1991 para promocio-
nar las actividades de investigacion, con-
trol de calidad y desarrollo tecnoldgico de
interés para las entidades vinculadas a la
biotecnologia con las que colabora. INBIO-
TEC inici6 su andadura bajo la direccion
del Prof. Juan Francisco Martin, catedra-
tico de Microbiologia de la Universidad de
Leon (ULE), quien, tras su jubilacion, cedid
el testigo en 2011 al Prof. Elias F. Rodri-
guez Ferri (Catedratico de Sanidad Animal
de la ULE) en la direccion gerente y al Prof.
Rafael Balafia Fouce (Catedratico de Toxi-
cologia de la ULE) en la direccion cientifica.
Posteriormente, en 2016, la direccion del
Instituto recayo en el Dr. Carlos Barreiro
(Investigador de INBIOTEC).

El Instituto de Toxicologia de Castillay Leon
(INTOXCAL) naci6 en 1995, estrechamente
ligado a la actividad industrial de Leon y al
mundo de la ciencia. En el afio 2010, se
uni¢ a INBIOTEC para crear juntos un centro
de referencia tecnologica en Ledn, donde,
actualmente, constituye el area de Analitica
de INBIOTEC.

Tradicionalmente, INBIOTEC se ha dedicado
al estudio de todos los aspectos relacionados
con la obtencion de metabolitos microbianos
de interés industrial en el area farmacéuti-
ca, agroalimentaria o medioambiental. Esto
incluye la seleccion de cepas productoras, la
mejora de condiciones de cultivo, el estudio
de la regulacion metabdlica, analisis 6micos,
el escalado a nivel semi-industrial y la puri-
ficacion de los compuestos de interés. Asi,
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su participacion en contratos directos con
empresas, 0s servicios analiticos a terceros
y el desarrollo de proyectos competitivos a
nivel europeo, nacional y regional utilizando
hongos, levaduras y bacterias, principalmen-
te actinobacterias, le han permitido solicitar
mas de 15 patentes y realizar mas de 400
publicaciones cientificas en sus 25 afios de
existencia.

Algunas de las principales lineas de inves-
tigacion se detallan a continuacion:
PRODUCCION DE ESTEROIDES
MEDIANTE MICOBACTERIAS

Los compuestos esteroideos de uso clini-
co presentan 300 formulaciones y generan
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Andlisis de microorganismos degradadores de madera

unos beneficios anuales superiores a 10s
6000 millones de ddlares. Sin embargo,
tras mas de 40 afos de bioconversiones
microbianas siguen existiendo problemas
en la produccion de esteroides de origen
microbiano: i) baja solubilidad de los pre-
cursores; ii) inhibicién por producto final;
iii) produccion de esteroides no deseados.
INBIOTEC, en colaboracion con Gadea
Biopharma (AMRI), esta abordando varios
de estos problemas ayudado por técnicas
Omicas, lo que ha facilitado el descubri-
miento de dianas génicas que incrementan
la produccion de los esteroides deseados,
la eliminacion de productos colaterales y el
aumento de la resistencia frente a los pro-
ductos finales.

CORYNEBACTERIUM GLUTAMICUM:
MAS QUE AMINOACIDOS

El estudio de diferentes aspectos de las
corinebacterias es una de las lineas mas
tradicionales y consolidadas del Instituto,
ademas de una de las mds internacionales.
Asi, varios proyectos europeos centrados
en la regulacion del metabolismo, la obten-
cion de nuevos aminodcidos (valina, aspar-
tico), vitaminas (&cido pantoténico), aminas
biogénicas (cadaverina), acidos dicarboxi-
licos (malico, succinico), seleccion de bio-
tipos o la solucion de las inhomogeneida-
des producidas en grandes fermentadores
han sido desarrollados por el personal de
INBIOTEC.

METABOLITOS SECUNDARIOS DE
ORIGEN FUNGICO

Una de las lineas de investigacion que se
ha mantenido activa desde los comienzos de
INBIOTEC esta relacionada con el estudio,
en hongos filamentosos (Penicillium chry-
sogenum, Acremonium chrysogenum), de
los genes que participan en la biosintesis,
regulacion y transporte tanto de antibiéticos
beta-lactamicos (penicilina y cefalosporina),
como de sus intermediarios. Recientemente,
este grupo se ha centrado en la caracteri-
zacion mediante técnicas 6micas del incre-
mento de los titulos de penicilina en cepas
de alta produccion. Los resultados obteni-
dos por “ingenieria reversa” permiten crear
microorganismos a la carta, mediante inge-
nieria genética, modificados Unicamente en
aspectos relacionados con la productividad.
Asimismo, desde hace unos afios, en INBIO-
TEC se estd llevando a cabo la caracterizacion
molecular de la ruta de biosintesis de diver-
sas micotoxinas, tales como la roquefortina,
la meleagrina o la toxina PR.

BIOSINTESIS Y REGULACION DE
LA PRODUCCION DE METABOLITOS
SECUNDARIOS DE STREPTOMYCES

La biosintesis y regulacion de metabolitos
secundarios producidos por cepas de Strep-
tomyces (cefamicina C; &cido clavulanico;
pimaricina; avermectina; tacrolimus) es una
de las lineas clésicas del Instituto. Asi, gracias
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a las técnicas de transcriptémica y protedmi-
ca combinadas con ensayos de union protei-
na-ADN y andlisis bioinformatico, se ha com-
pletado el modelo de la regulacion por fosfato
dependiente de PhoP en S. coelicolor, el cual
se ha ido extendiendo a otras especies de
interés industrial. Las Ultimas investigaciones
se centran en la deteccion de ARN pequefios
implicados en la regulacion por fosfato y del
metabolismo secundario. Por otra parte, la
activacion de agrupaciones génicas cripticas y
el incremento de la produccion de metabolitos
de interés industrial en Streptomyces tsuku-
baensis es una fuerte apuesta del centro, que
comenzo por la secuenciacion de su genoma.
Actualmente, el objetivo es mejorar la produc-
cion del inmunosupresor tacrolimus, mediante
la modificacién de su ruta de biosintesis, y
conseguir cepas productoras de analogos con
distintas actividades farmacoldgicas.

PRODUCCION DE CAROTENOIDES

INBIOTEC se ha ocupado de mejorar la
produccion del carotenoide astaxantina con
el hongo levaduriforme Xanthophyllomyces
dendrorhous. Este es el principal carote-
noide usado a nivel mundial en acuicultura,
farmacia y nutracéutica. Asi, INBIOTEC ha
llevado a cabo estudios sobre la biosintesis
de astaxantina con el fin de obtener cepas
sobreproductoras de este compuesto, mejo-
rando los medios de cultivo y los parametros
fisicos-quimicos de la fermentacion.

TECNICAS OMICAS

Para analizar la expresion génica en dife-
rentes rutas biosintéticas de interés industrial,
INBIOTEC ha venido desarrollando estudios
en genomica, transcriptomica y protedmica,
tanto como servicio a terceros como para su
propia investigacion o en colaboracion con
otros grupos. Asi, mediante el ensamblaje de
lecturas de secuenciacion, la anotacion fun-
cional de genes y la comparacion con otros
genomas relacionados, se han publicado los
genomas de P, chrysogenum, Mycobacterium
neoaurumy S. tsukubaensis. Bajo la modali-
dad RNA-seq se realizan andlisis transcripto-
micos (organizacion de transcritos, inicios de
transcripcion) que han revelado un elevado
numero de ARN de pequefio tamafio, de entre
50-300 nt, en genomas de actinobacterias.
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Alternativamente, los microarrays se utilizan
para estudios de expresion diferencial en
series temporales o de comparacion entre
condiciones para eucariotas superiores
(ratdn) y procariotas (Streptomyces, C. glu-
tamicum).

El andlisis protedmico diferencial median-
te electroforesis bidimensional (2D-DIGE)
acoplado a técnicas de espectrometria de
masas ha sido utilizado en INBIOTEC para
el estudio de diferentes sub-proteomas en
hongos (Penicillium, Aspergillus, Diplodia),
eucariotas superiores (ovejas) y bacterias
(Streptomyces, C. glutamicum), permitiendo
en algunos casos hacer ingenieria inversa de
cepas de alta produccion o mostrar proce-
samientos post-transcripcionales no detec-
tables mediante otras dmicas.

ANALISIS TOXICOLOGICOS
Y SEGURIDAD BIOLOGICA DE
COMPUESTOS

En el drea de Analitica se realizan actividades
con una doble vertiente: por un lado, soporte en
proyectos de investigacion propios, y por otro,
de servicio a empresas. Dicho soporte incluye
el desarrollo y validacion de métodos analiti-
€0S, ensayos de seguridad, inmunogenicidad
y potencia en vacunas, ensayos de estimula-
cion de la inmunidad inespecifica, estudios de
residuos de medicamentos en tejidos, estudios
de ecotoxicidad, etc. Asimismo, se han desa-
rrollado modelos in vivo (modelos animales) e
in vitro (cultivos celulares) como complemento
a la investigacion en microbiologia y biologia
molecular, para evaluar la eficacia y seguri-
dad de tratamientos farmacologicos, nuevos
alimentos o nuevos compuestos para la pro-
teccion medioambiental.

NUEVAS LINEAS DE INVESTIGACION

INBIOTEC se ha adaptado a las nuevas
tendencias en Biotecnologia: biorrefineria,
biocontrol, seguridad alimentaria. Dentro del
concepto de biorrefineria se trabaja en el
descubrimiento y caracterizacion de enzimas
fungicas con actividad feruloil esterasa o el
desarrollo de procesos para el aprovecha-
miento de la paja de maiz con actinobacte-
rias. En biocontrol, INBIOTEC ha participado
en la busqueda de nuevos recubrimientos

para combatir la corrosion metdlica; en la
obtencion de pesticidas de origen bioldgico;
en la proteccion de la madera para evitar su
degradacion, tanto “viva” (biocontrol de enfer-
medades), como “muerta” (protegiendo la
madera presente en estructuras). Finalmen-
te, INBIOTEC, dentro de las nuevas areas de
expansion, también participa activamente en
proyectos con empresas relacionados con la
caracterizacion, a nivel de seguridad y efica-
cia, de ingredientes destinados a formar parte
de alimentos, asi como con la evaluacion de
la funcionalidad de bacterias acido-lacticas
en su papel como probidticos.
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El Centro de Investigaciones Energéticas,
Medioambientales y Tecnoldgicas es un
Organismo Pblico de Investigacion adscrito
al Ministerio de Economia, Industria y Com-
petitividad a través de la Secretaria de Estado
de Investigacion, Desarrollo e Investigacion,
focalizado principalmente en los &mbitos de
la energia y el medio ambiente. La Unidad de
Biocarburantes, que desarrolla su actividad
dentro de la Division de Energias Renovables,
tiene como objetivo cientifico la generacion
de conocimiento, procesos y tecnologias para
la conversion de la biomasa lignoceluldsica en
bioetanol y otros productos de alto valor arfia-
dido, de manera eficiente y en condiciones
transferibles a la industria.

Desde hace unas décadas la biomasa
vegetal ha sido objeto de especial atencion
como materia prima para la produccion de
combustibles alternativos para el transpor-
te ante la situacion de dependencia casi
exclusiva del petroleo en este sector. Los
biocombustibles liquidos o biocarburantes
se perfilan en el corto-medio plazo como la
Unica alternativa renovable para la sustitu-

cion directa del petrleo como combustible de
automocion, pero la falta de cultivos especifi-
cos seleccionados para fines energéticos, ha
hecho que la industria actual de los biocar-
burantes se base en la utilizacion de cultivos
tradicionales producidos principalmente para
el sector alimentario. Debido a la competen-
cia entre el sector alimentario y el energé-
tico para el abastecimiento de las materias
primas, cada vez existe un mayor consenso
en reconocer que los actuales biocarburantes
son una energia de transicion que tnicamen-
te podra sustituir una pequefia parte de los
derivados del petrdleo.

Con el objetivo de aportar soluciones ante
esta situacion, la Unidad de Biocarburantes
desde comienzos de los 90, viene investi-
gando en el desarrollo de nuevos procesos
avanzados para la obtencion de etanol a partir
materias primas que no estén en competen-
cia directa con los mercados alimentarios.
En este contexto, la utilizacion de biomasa
lignoceluldsica es la opcion mas prometedora
ya que una gran parte de los materiales con
alto contenido en celulosa se generan como
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residuos en los procesos productivos de los
sectores agricola, forestal e industrial.

El proceso de obtencion de azlcares fer-
mentables a partir de biomasa lignoceluldsica
es, debido a la estructura de sus polimeros,
mas dificil que a partir de sacarosa o almidon.
Asi, aunque el coste de la biomasa lignoce-
lulésica es menor, la dificultad del proceso
de extraccion de los azlcares y su posterior
transformacion a etanol, ha hecho que his-
toricamente no haya sido atractivo para la
industria. Por ello estamos trabajando en el
estudio de las distintas etapas del bioproceso
de obtencion de etanol de lignocelulosa (pre-
tratamiento, hidrdlisis enzimatica y fermenta-
cion) utilizando catalizadores biologicos.

La fase de pretratamiento tiene como obje-
tivo aumentar la accesibilidad de la celulosa al
ataque enzimatico, permitiendo obtener altos
rendimientos de hidrdlisis que son vitales para
la competitividad econdmica del proceso. Los
pretratamientos hidrotérmicos son actualmen-
te los métodos mas efectivos para mejorar la
sacarificacion enzimatica de la biomasa ligno-
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celulésica ya que hidrolizan la mayor parte de
la hemicelulosa, incrementan notablemente la
hidrolisis de la celulosa. Durante los Ultimos
15 afios hemos trabajado en el desarrollo de
procesos hidrotérmicos autocatalizados, espe-
cificamente en el pretratamiento denominado
explosion por vapor, que combina los efectos
sobre el material lignoceluldsico de vapor de
agua a altas presiones (40 kg/cm? o superio-
res) y temperaturas (200-220 °C) junto con
una brusca descompresion posterior. Durante
estos arios nos hemos centrado en el estudio
de los factores que afectan al proceso, con el
objetivo de establecer las condiciones optimas
de operacién que conduzcan a altos rendi-
mientos de hidrolisis enzimatica, baja degra-
dacion de azlcares hemicelulosicos y baja
produccion de sustancias toxicas. El proceso
de produccion de etanol utilizando explosion
por vapor desarrollado esta patentado.

En los dltimos afios, estamos desarrollan-
do procesos de pretratamiento avanzados
realizados en condiciones mas moderadas
de temperatura. Nuestro objetivo es separar
eficientemente los componentes de la bio-
masa lignoceluldsica, no degradar la fraccion
de carbohidratos y reducir la generacion de
inhibidores. En este contexto, en el afio 2010
iniciamos una nueva linea de investigacion
en colaboracion, en la que estamos desarro-
llando un nuevo pretratamiento, denominado
bioextrusion (patentado) que reduce la gene-
racion de compuestos inhibidores y permite
la integracion del pretratamiento y la hidrdlisis
en una unica etapa.

La siguiente etapa del proceso de obten-
cion de etanol de lignocelulosa es la hidrdlisis
de los carbohidratos contenidos en la biomasa
pretratada. Es una de las etapas limitantes del
proceso, principalmente por causa del precio
de las enzimas y lo lentas que transcurren las
reacciones. Durante los Ultimos afios hemos
estudiado el proceso de hidrolisis enzimatica
de la lignocelulosa en las condiciones de pro-
ceso que requiere la industria. Nuestro grupo
fue uno de los primeros que demostré que la
presencia de actividades accesorias en 10s
cocteles celuloliticos es esencial para mejorar
la eficiencia del proceso.

El estudio de la etapa fermentacion a etanol
de los azticares hemiceluldsicos y celuldsicos
obtenidos, es otro de los objetivos cientificos
de la Unidad de Biocarburante, ya que su mejo-

ra puede reducir significativamente los costes
del proceso global. Es necesario aumentar la
robustez de los microorganismos fermentativos
para que puedan desarrollarse en las dificiles
condiciones que suponen los hidrolizados de la
biomasa lignocelulésica. Estamos trabajando
para aumentar, mediante ingenieria evolutiva,
la resistencia a los microorganismos a los inhi-
bidores y al estrés que supone trabajar a altas
cargas de sustrato. Una de nuestras activida-
des futuras se enmarca en el estudio de las
variaciones genéticas que confieren resistencia
a los microorganismos fermentativos. Esta es
una nueva linea de investigacion que he inicia-
do en el afio 2011 en el marco de la Unidad
Mixta CIEMAT-IMDEA Energia. En este mismo
marco estamos investigando la produccion de
biocombustibles a partir de microorganismos
fotosintéticos como las microalgas. La Unidad
Mixta se cred con el objetivo de fortalecer la
actividad que llevan a cabo las dos institucio-
nes, aprovechando la complementariedad de
su personal e instalaciones y creando sinergias
que permitan enfrentar los desafios cientificos
y tecnoldgicos en las aplicaciones futuras de
la biomasa.

El trabajo desarrollado en estos afios ha
posicionado a la Unidad de Biocarburantes
del CIEMAT como el laboratorio espafiol de
referencia en la produccion de biocombus-
tibles a partir de la biomasa lignoceluldsica
y uno de los grupos mas reputados en este
campo a nivel europeo, como queda acre-
ditado por la larga lista de publicaciones en
revistas cientificas indexadas en el area de la
energia y la biotecnologia y la amplia partici-
pacion en proyectos competitivos nacionales
y europeos. Hemos evaluado las etapas del
proceso individualmente y determinado para
cada una de ellas las condiciones 6ptimas
de operacion, pero al mismo tiempo hemos
enfocado nuestra investigacion hacia la inte-
gracion de las diferentes etapas del proceso,
con el objetivo de evaluar la viabilidad téc-
nico-econoémica de la tecnologia abarcando
desde el manejo de la materia prima hasta la
obtencion del producto final. Este reconoci-
miento se tradujo en la firma de un convenio
con la empresa IMECAL, S.A. para desarrollar
conjuntamente un proceso para la obtencion
de etanol a partir de la fraccion organica de
los residuos solidos urbanos. Fruto de esta
colaboracion se ha patentado el proceso y
construido una planta de demostracion de 25
t/dia en la que se ha verificado la factibilidad
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técnica y econémica de la tecnologia. Este es
un buen ejemplo de la actividad del CIEMAT
en la transferencia de tecnologia al industrial.

Las tecnologias actuales de utilizacion de
la biomasa para generar biocarburantes iran
evolucionando hacia tecnologias mas avan-
zadas que permitan obtener, a partir de la
biomasa, una variedad de combustibles, pro-
ductos quimicos y energia estableciéndose el
concepto de biorrefineria; es decir, el desarro-
llo de una quimica sustitutiva de la quimica
“convencional” aprovechando recursos reno-
vables y procesos poco contaminantes. En los
Ultimos afios, la Unidad de Biocarburantes del
CIEMAT, se ha posicionado como un referente
en el area de las biorrefinerias

Para finalizar quisiera resaltar que la
[+D+i son las herramientas basicas y nece-
sarias para lograr una transicion desde una
sociedad basada en los combustibles fosiles
a otra de tipo bioldgico, en lo que ha venido
a denominarse “bioeconomia”; es decir, una
economia mas innovadora y con bajas emi-
siones, que concilie las demandas de gestion
sostenible de la produccion de alimentos vy la
utilizacion sostenible de los recursos biologi-
cos renovables para fines industriales, garan-
tizando al mismo tiempo la biodiversidad y la
proteccion del medio ambiente.
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Nuestro grupo de investigacion, coordinado
por los Dres. Angel T. Martinez y M2 Jesus
Martinez, esta integrado en el Departamento
de Biologia Medioambiental y en la Unidad
IPSBB (Integrated Protein Science for Bio-
medicine and Biotechnology) del Centro de
Investigaciones Bioldgicas (CIB) de Madrid,
uno de los centros pluridisciplinares de mayor
tradicion en el area de Biologia en Espaia.
El principal objetivo de nuestro trabajo es
aplicar microorganismos, principalmente
hongos filamentosos, y sus enzimas extrace-
lulares, en procesos industriales destinados
a la obtencion de combustibles, materiales
y productos quimicos a partir de recursos
vegetales renovables, tratando de contribuir
al desarrollo sostenible de nuestra sociedad.

Estas actividades se concretan en varios
proyectos de investigacion, estructurados en
torno a dos grandes lineas que abordan la
bioconversion de distintos componentes de
la biomasa vegetal. Los componentes de la
pared celular sobre los que trabajamos, por

ser muy abundantes en la naturaleza, son los
polisacaridos (celulosa y hemicelulosa) y la
lignina. Los primeros son transformados gra-
cias a la accion concertada de varias glicosil
hidrolasas (principalmente endoglucanasas,
endoxilanasas y -gluco y xilosidasas, junto
con LPMOs —lytic polysaccharide monooxy-
genases-), mientras que la degradacion del
polimero de lignina se lleva a cabo gracias a
la intervencion de un complejo sistema enzi-
matico extracelular en el que las oxidorreduc-
tasas ligninoliticas (principalmente peroxi-
dasas y lacasas) y otras enzimas auxiliares
(GMC oxidasas/deshidrogenasas) juegan un
papel fundamental. Los lipidos son otros de
los componentes importantes en muchos
residuos urbanos e industriales procedentes
de biomasa vegetal y también pueden ser
modificados y valorizados mediante el empleo
de lipasas y esterol esterasas.

Por todo ello, el estudio de nuevas enzimas,

Su caracterizacion estructural-funcional, y la
mejora de las propiedades de las ya cono-
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Integrantes del Grupo de Biotecnologia para la Biomasa
Lignoceluldsica

cidas mediante disefio racional o evolucion
dirigida, con el fin de obtener compuestos
quimicos de base y compuestos de valor
afiadido que contribuyan a la valorizacion de
la lignocelulosa y de otros residuos vegetales,
es un tema de plena actualidad. Los Dres. A.T.
Martinez y F.J. Ruiz-Duefias son expertos en
el campo de las peroxidasas y GMC oxidasas
fungicas (1, 2), la Dra. S. Camarero en oxida-
sas multicobre y mediadores redox (3, 4) y
las Dras. M.J. Martinez y A. Prieto en glicosil
hidrolasas y lipasas (5, 6).

Nuestro trabajo comienza con la busque-
da de enzimas en fuentes naturales o en
genomas fungicos (7-9). Cabe destacar la
implicacion del grupo en proyectos del Joint
Genome Institute para la anotacion de estas
enzimas en genomas flingicos recientemente
secuenciados. La produccion de las enzimas
de interés se lleva a cabo tanto utilizando el
organismo que las produce de forma natu-
ral como sistemas de expresion heterodloga,
procariotas (Escherichia coli) y/o eucariotas
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FLUJO DE TRABAJO PARA LA OBTENCION DE NUEVOS BIOCATALIZADORES
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Figura 1.

Estrategias de trabajo realizadas en los laboratorios del grupo de Biotecnologia para la Biomasa Lignoceluldsica,

CIB-CSIC, para el desarrollo de nuevos biocatalizadores

(Saccharomyces cerevisiae y Pichia pas-
foris). Esta dltima aproximacion facilita la
caracterizacion bioquimica, fisico-quimica y
molecular de enzimas existentes o incluso
de enzimas ancestrales reconstruidas (10,
11), y permite su mejora por disefio racional
y/0 evolucion dirigida (12-16) (Figura 1). El
fin Ultimo es entender los mecanismos de la
biodegradacion de la lignocelulosa para un
mejor aprovechamiento de la biomasa vege-
tal (17-20) y obtener biocatalizadores aplica-
bles en procesos biotecnoldgicos de interés
industrial y medioambiental (21-24). Estas
investigaciones se realizan en el ambito de
proyectos nacionales (MINECO), internaciona-
les (H2020 como EnzOx2, )y
proyectos con empresas (Retos colaboracion,
MINECO). Ademas participamos en diferen-
tes Redes Nacionales, como la Red Lignocel,
coordinada por el grupo, cuya tematica es la
busqueda y aplicacién de soluciones menos
contaminantes y mas sostenibles para el
aprovechamiento de recursos agroforestales
como materia prima renovable.

Nuestro equipo colabora con investigadores
de diferentes centros, universidades y empre-
sas, tanto nacionales como internacionales y
la informacion detallada de los proyectos en
curso puede encontrase en su pagina web

(

de reacciones de interés industrial y medioambiental.
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El grupo de investigacion “Biotecnologia
Microbiana” se cred en la UMU en el afo
2004. El objetivo inicial del grupo era profun-
dizar en el estudio de enzimas oxidativas que
acttan sobre compuestos fendlicos, aunque,
como se comentara mas adelante, esta linea
inicial se ha ido diversificando y ampliando a
lo largo de los afios. El grupo ha trabajado con
diversos microorganismos modelo, siendo el
mas relevante de todos ellos Marinomonas
mediterranea. Esta bacteria marina fue ais-
lada y clasificada por nuestro grupo en un
proyecto, en colaboracion con el Dr. Francis-
co Solano del Departamento de Bioquimica
y Biologia Molecular B de la UMU, orientado
al estudio de la melanogénesis en bacterias.

Las melaninas son pigmentos oscuros sin-
tetizados por polimerizacion de compuestos
fendlicos. Dentro de estos pigmentos, las
eumelaninas son sintetizadas mediante la
actuacion de la enzima tirosinasa, que oxida

la tirosina primero al difenol L-dopa y poste-
riormente a dopaquinona a partir del cual se
genera el pigmento melanico. Son pocos los
microorganismos estudiados que expresan
tirosinasas, siendo M. mediterranea uno de
ellos. El estudio de la tirosinasa de M. medi-
terranea permitio determinar que el gen que
la codifica forma parte de un operon junto con
un segundo gen que codifica una proteina
implicada en la transferencia de Cu a la tiro-
sinasa (Lopez-Serrano et al., 2007). Esta pro-
teina constituye un mecanismo novedoso de
transferencia de Cu y por tanto es de interés
en el estudio de los procesos de homeostasis
de este metal. El estudio de tirosinasas sin-
tetizadas por Ralstonia solanacearum reveld
que esta bacteria sintetiza una enzima que,
al contrario de la mayoria de las tirosinasas,
muestra una mayor actividad sobre la tirosina
que sobre el difenol L-dopa (Hernandez-Ro-
mero et al., 2006). Este tipo de enzimas
pueden tener aplicacion en la sintesis de
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compuestos difendlicos. De hecho, el mismo
L-dopa es utilizado para el tratamiento del
Parkinson.

M. mediterranea sintetiza, ademas de la
polifenol oxidasa tirosinasa, una lacasa que
es capaz de oxidar un amplio rango de com-
puestos fendlicos (Solano et al., 2000). Las
lacasas son enzimas que han recibido una
gran atencion por su interés en procesos
biotecnoldgicos. Las lacasas mas estudiadas
son las de hongos. Sin embargo, las enzimas
bacterianas muestran propiedades diferentes
en aspectos como tolerancia salina 'y a pH
alcalino, lo que puede hacerlas interesantes
en ciertas aplicaciones (Tonin et al., 2016).

La creciente resistencia microbiana a los
antibioticos ha renovado el interés por la
investigacion de nuevos compuestos con
actividad antimicrobiana. Desde los afios 70
se conocia que algunas bacterias marinas
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sintetizaban antimicrobianos de alto peso
molecular cuya actividad era inhibida por
catalasa, pero el mecanismo de actuacion
era desconocido. El trabajo de nuestro grupo
ha contribuido a demostrar que esta activi-
dad antimicrobiana se debe a la sintesis de
aminodcido oxidasas que generan, entre otros
productos, perdxido de hidrdgeno. Un resulta-
do destacado en esta linea de trabajo ha sido
la caracterizacion de LodA, la primera enzi-
ma con actividad Lisina e-oxidasa, por 1o que
recibié un nuevo nimero EC (EC 1.4.3.20)
(Gomez et al., 2006). LodA tiene también el
interés de ser la primera aminodcido oxidasa
descrita que no posee FAD como cofactor,
sino una quinona (CTQ, cisteina triptofilquino-
na). La sintesis de CTQ tiene lugar mediante
un proceso de modificacion post-traduccio-
nal en el que interviene una segunda enzima
(LodB) codificada en el mismo operon que
LodA (Gomez et al., 2010, Chacon-Verdu et
al., 2015). Esta linea de trabajo encaminada
a caracterizar el mecanismo de modificacion
post-traduccional se mantiene en colabora-
cion 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 proteinas 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 opinion, el grupo de proteinas simila-
res a LodA constituye un enorme reservorio
de enzimas de potencial interés biotecnoldgico
en las numerosas aplicaciones que tienen las
aminodcido oxidasas. Entre estas aplicaciones
se incluyen el disefio de hiosensores 0 su uso
en biotransformaciones. Desde el punto de
vista fisioldgico, se ha observado que algunas
de estas proteinas juegan un papel importante
en el desarrollo de biopeliculas microbianas
(Mai-Prochnow et al., 2008).

En el desarrollo de las lineas de investi-
gacion anteriormente mencionadas, nuestro
grupo ha puesto a punto en M. mediterra-
nea una gran variedad de técnicas de Bio-
logia 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 infeccion por
elementos genéticos invasivos. Basicamente,
el sistema funciona mediante la adquisicion
de fragmentos del genoma del elemento
invasivo y su integracion como “espaciado-
res” en los foci CRISPR. Posteriormente, los
espaciadores seran transcritos y procesados
en fragmentos de RNA (crRNA) que guiaran
a unas nucleasas Cas para la degradacion
del agente infectivo original ante una nueva
invasion. Los sistemas CRISPR-Cas mues-
tran una enorme diversidad, observandose
que algunos de estos sistemas de tipo IlI-B
poseen dominios de retrotranscriptasa aso-
ciados a la proteina Cas1 que participa en la
adquisicion de espaciadores (RT-Cas1). Usan-
do como modelo M. mediterranea, el (nico
microorganismo con RT-Cas1 para el que
existian técnicas de manipulacion genética,
la colaboracion entre nuestro grupo y el gru-
po del Dr. Andrew Z. Fire (Stanford University,
Premio Nobel de Fisiologia 0 Medicina 2006
por sus estudios de interferencia de RNA) ha
puesto de manifiesto por primera vez que la
adquisicion de espaciadores tiene lugar tam-
bién a partir de RNA (y no s6lo DNA, como
se habia descrito anteriormente). La proteina
RT-Cas1 de M. mediterranea lleva a cabo la
retrotranscripcion de RNA y su integracion
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 Mediterraneo, se han
aislado nuevas cepas de este microorganis-
mo, asi como fagos capaces de infectarlas.
Estos datos estan 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
cooperacion entre distintos tipos de sistemas
presentes en las cepas aisladas.
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El grupo de “Biosintesis de compuestos
bioactivos por microorganismos (BIOMIC)”
pertenece al Area de Microbiologia del Depar-
tamento de Biologia Funcional y al Instituto
Universitario de Oncologfa del Principado
de Asturias (I.U.0.P.A.) de la Universidad de
Oviedo. Esta ubicado en la Facultad de Medi-
cina y esta coordinado por los Catedraticos
de Universidad José Antonio Salas Fernan-
dez y Carmen Méndez Fernandez. Ademas el
Dr. Carlos Olano (Investigador del .U.0.PA),
miembro del mismo desde su creacion oficial,
codirige distintos proyectos de investigacion.
Otros miembros del grupo en la actualidad
son seis investigadores postdoctorales (Radl

Garcia Salcedo, Monica Gomez Malmierca,
Rubén Alvarez Alvarez, Aima M2 Botas Mufioz,
Suhui Ye Huang y Ana Ceniceros Medrano),
tres doctorandos (Armando Alvarez Losada,
Adriana Becerril Garcia y Jorge Fernandez
de la Hoz) y una técnico de laboratorio (Leire
Pefia Noval).

Desde su creacion, el grupo esta interesado
en el estudio de distintos aspectos relaciona-
dos con la biosintesis de compuestos bioac-
tivos en los microorganismos productores.
Los compuestos bioactivos son productos
naturales que juegan un papel importante
en clinica debido a sus multiples actividades
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biologicas tales como antitumorales, antibio-
ticas, antiparasitas, antivirales, inmunosupre-
sores, neuroprotectores, etc. En los dltimos
veinte anos, estos productos naturales y sus
derivados (0 compuestos inspirados en ellos)
han representado cerca del 50% de todos los
compuestos bioactivos aprobados para su uso
(tanto clinico 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.
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Las principales lineas de investigacion del

grupo son:

- Aislamiento y caracterizacion de
agrupaciones de genes de biosinte-
sis de compuestos bioactivos (anti-
bidticos y compuestos antitumora-
les) producidos por Actinomicetos.
El grupo posee una amplia experiencia
en el aislamiento y caracterizacion de
rutas de biosintesis de antibidticos y
compuestos antitumorales producidos
por actinomicetos. Se han aislado y
caracterizado totalmente diversas rutas
de biosintesis de compuestos bioacti-
vos pertenecientes a distintas familias
de compuestos policetonicos (“polyke-
tides”), como el antibiético macrolido
oleandomicina, el macrélido antiangio-
génico borrelidina, los macrolidos anti-
tumorales PM100117 y PM100118, la
anguciclina antitumoral oviedomicina,
las antraciclinas antitumorales elorami-
cina y estefimicina y los antitumorales
del grupo del acido auredlico mitramici-

nay cromomicina A3. Asi mismo se han
caracterizado las rutas de biosintesis
de los péptidos-policetdnicos estrep-
tolidigina (antibiotico) y colismicina A
(neuroprotector), la ruta del antitumoral
peptidico tiocoralina, la del antibiético
carbapenema tienamicina, la ruta de
biosintesis del antibiético 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 identificacion
de los genes de hiosintesis utilizando
distintas estrategias; la inactivacion y
expresion de los genes, experimentos
de bioconversion y ensayos de activi-
dad in vitro para determinar la funcion
de cada gen; purificacion de los com-
puestos producidos por los diferentes
mutantes y su caracterizacion quimica
utilizando Espectrometria de Masas
(MS) y Resonancia Magnética Nuclear
(NMR); y ensayos de actividad biologi-

SEMgm

ca (antibidtica, antiflngica, antitumoral,
neuroprotectora e inmunosupresora).

Utilizacion de la “Biosintesis Com-
binatoria” para generar nuevos
compuestos bioactivos. La “Biosin-
tesis Combinatoria” es una estrategia
que permite generar nuevos compues-
tos bioactivos mediante la utilizacion de
técnicas de Ingenieria genética. Asf, se
pueden crear microorganismos recom-
binantes con combinaciones de genes
de rutas de biosintesis de compuestos
bioactivos no existentes en la naturaleza,
que potencialmente pueden dar lugar a
la produccion de nuevos compuestos.
La purificacion posterior de estos com-
puestos, su caracterizacion quimica y el
ensayo de sus actividades bioldgicas,
asi 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 mas
de 150 nuevos compuestos derivados
de compuestos hioactivos (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/0 menor toxicidad que los compuestos
originales.

- Mejora de la produccion de com-
puestos bioactivos por Ingenieria
metabélica. 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 preclinicos. Uno de los
potenciales cuellos de botella que pue-
den existir es la disponibilidad de los
precursores metabolicos a partir de los
cuales se sintetiza el compuesto. Apli-
cando estrategias de Ingenieria meta-
bolica (sobreexpresion y/o inactivacion
de genes del metabolismo primario) se
puede favorecer y/o canalizar los pre-
cursores metabdlicos de compuestos
bioactivos hacia las rutas de biosintesis
de interés. Por otro lado, las rutas de
biosintesis de compuestos bioactivos
estan sometidas a sistemas de regu-
lacion que actdan a distintos niveles,
cuyo conocimiento y manipulacion per-
mite mejorar los niveles de produccion
codificados por las mismas. Utilizando
estas estrategias hemos podido incre-
mentar la produccion de mitramicina,
estreptolidigina, colismicina, nataxazol
y caboximicina.

- Aplicacion del analisis genomico
para activar rutas de biosintesis
“silenciosas” e identificar nuevos
compuestos bioactivos. La secuen-
ciacion de genomas de actinomicetos
ha puesto de manifiesto que estos con-
tienen agrupaciones de genes para la
formacion de 10-30 compuestos bioac-
tivos que, por razones desconocidas, 0
No Se expresan 0 Se expresan poco en
condiciones de cultivo de laboratorio, 1o
que implica que gran parte del potencial
de estos microorganismos como pro-
ductores de compuestos bioactivos esta
por descubrir. En nuestro laboratorio, se
esta analizando el genoma de diferen-
tes actinomicetos con el fin de identificar
agrupaciones de genes de biosintesis de

compuestos bioactivos desconocidas e
inducir su activacion (utilizando estrate-
gias de Ingenieria genética) para de esta
manera descubrir nuevos compuestos.
Con esta tecnologia 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.
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El grupo de investigacion dirigido por los
doctores Ramon Santamaria y Margarita
Diaz profundiza en el estudio de diferentes
aspectos de la biologia de las bacterias del
género Streptomyces. Actualmente estamos
desarrollando dos proyectos uno centrado en
la regulacion de la produccion de antibioticos
mediada por sistemas de dos componentes
y el otro en el desarrollo de vectores y cepas
para la expresion de proteinas en Streptomy-
ces, en particular, para la expresion de enzi-
mas hidroliticas con potencial industrial.

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

potencial se ha visto incrementado con la
secuenciacion de su DNA al observar que
todas las especies secuenciadas poseen mul-
tiples clusters biosintéticos que, inactivos en
las condiciones de laboratorio, estan implica-
dos en la sintesis de metabolitos secundarios
desconocidos. El conseguir la produccion e
identificacion de estos metabolitos cripticos y
conseguir niveles de produccion adecuados,
incluso de los metabolitos ya conocidos, es
una tarea en la que estan implicados multitud
de grupos y empresas a nivel mundial utili-
zando aproximaciones muy variadas (Antoraz
etal. 2015)

Nosotros, utilizando S. coelicolor como
modelo, nos hemos enfrentado a este reto
centrando nuestra investigacion en el estu-
dio de regulacion que ejercen diferentes
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sistemas de dos componentes sobre la pro-
duccion de antibidticos con objeto de poder
manipular esta regulacion y potenciar rutas
de produccion de antibidticos conocidos y/o
activar rutas silenciadas de produccion. Has-
ta la fecha, hemos estudiado el efecto que
ejercen seis sistemas de dos componentes
sobre la produccion de antibioticos mediante
la mutacion 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 produccion de antibioticos (Rico et
al. 2014a,b) mientras que el sistema AbrC1/
C2/C3 (sistema atipico, compuesto por dos
quinasas y un regulador) ejerce un efecto
positivo sobre la produccion de estos meta-
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Colonias de Streptomyces coelicolor produciendo el antibidtico actinorrodina.

bolitos (Rodriguez et al. 2015). El empleo
de las cepas delecionadas en los sistemas
negativos como cepas hospedadoras para
la expresion heterdloga de distintas rutas de
antitumorales nos ha permitido demostrar su
utilidad al duplicar su produccion respecto
a la cepa parental (Rico et al. 2014a). Ade-
mas, la sobreexpresion del regulador positivo
AbrC3 en otras especies de Streptomyces
induce la produccion de metabolitos enddge-
nos en las mismas y puede ayudarnos a des-
cubrir nuevas moléculas hioactivas de interés
para la medicina producidas por diferentes
especies (Rico et al. 2014b y resultados no
publicados).

Nuestra segunda linea de trabajo se apo-
ya en la capacidad de secrecion que estos
organismos poseen. En particular, producen
gran cantidad de enzimas hidroliticas secre-
tadas que les permiten degradar la materia
organica de su nicho bioldgico 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-
sion de proteinas heterdlogas con interés
industrial.

Nuestro grupo tiene amplia experiencia en
el estudio la produccion de enzimas hidroli-
ticas implicadas en la degradacion de mate-
riales lignoceluldsicos por estas bacterias.

Uno de los frutos de ese trabajo ha sido la
identificacion 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
sobreexpresion de varias proteinas de interés
industrial en Streptomyces (Diaz et al. 2008,
2011; Sevillano et al. 2016). Este estudio
se ha complementado con el desarrollo de
vectores de expresion con seleccion positiva
que no requieren la adicion de antibi6ticos
para su mantenimiento durante la etapa de
produccion 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 expresion
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 proteina de interés desde un
plasmido. La perdida de este plasmido pro-
voca la desaparicion de la antitoxina y como
consecuencia la toxina se activa y la célula
muere. El sistema que hemos ensayado con
varias proteinas 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 eliminacion
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de la contaminacion por antibiéticos en el
producto final (Sevillano et al. 2013).
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Nuestro grupo comenzo su andadura hace  trial en los ambitos farmacéutico, ingenieria  mediante estrategias alternativas a la ingenie-
mas de 30 afios. El grupo de investigacion  de procesos y tecnologia de alimentos. En  ria genética, basandose en conocimientos de
posee amplia experiencia en clonacion y  sus investigaciones destacan los trabajos en  genética clasica de microorganismos eucario-
explotacion de genes con potencial indus-  genética de levaduras y hongos filamentosos  tas. Por otra parte hemos contribuido el desa-
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rrollo de técnicas moleculares de deteccion
e identificacion directas de microorganismos
patdgenos en alimentos, especialmente en
el ambito de los métodos miniaturizados y
la protedmica. Finalmente, hemos prestado
atencion a los métodos de lucha contra los
microorganismos patogenos de mayor rele-
vancia en el ambito alimentario, destacando
componentes naturales, extractos de algas,
bacteriocinas o enzibidticos.

Dentro de este gran ambito que representa
la aplicacion de herramientas biotecnoldgicas
a laindustria alimentaria, en los ltimos cinco
anos hemos desarrollado especificamente las
siguientes grandes lineas:

1. PRODUCCION BIOTECNOLOGICA DE
COMPONENTES DE VALOR ANADIDO
PARA LA INDUSTRIA ALIMENTARIA.

En el grupo de investigacion se ha tra-
bajado con las poligalacturonasas de Sac-
charomyces cerevisiae, Kluyveromyces
marxianusy 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 aplicacion industrial
con excelentes resultados. También se ha
llevado a cabo la identificacion y caracteri-
zacion de genes de S. cerevisiae implicados
en la formacion 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-
cion a la seleccion de genes responsables
de la biosintesis de beta-caroteno, licopeno
0 xantophilinas y su expresion heterologa en
P, pastoris. Componentes todos ellos de gran
valor afiadido en la biotecnologia alimentaria.
Asimismo se ha abordado el estudio de qui-
mosinas de grado alimentario y recombinan-
tes para la produccion quesera.

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

esta trabajando en la mejora de las cepas
recombinantes de la levadura Pichia pastoris
incrementando la dosis génica para aumen-
tar la produccion de astaxantina, licopeno y
B-caroteno. De igual manera se esta proce-
diendo a terminar el adaptado de cepas de la
misma levadura para la produccion de una
nueva proteasa aspartica de origen vegetal,
para la elaboracién de quesos tradicionales.
Las cepas productoras de espuma y poliga-
lacturonasa de uso alimentario estan siendo
escaladas para uso industrial.
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2. DESARROLLO DE MICROARRAYS
Y BIOMARCADORES DE HUELLA
PEPTIDICA PARA LA IDENTIFICACION
DIRECTA DE MICROORGANISMOS EN
ALIMENTOS

En el d4mbito 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.
Gallardo en el [IM-CSIC y por el Prof. Benito
Cafias en la UCM. En el dmbito de la tecno-
logia de microarrays basados en la deteccion
de la reaccion de ligacion, venimos colabo-
rando desde hace varios afios con el grupo
dirigido 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 (Milan,
[talia). Fruto de esta actividad ha sido la crea-
cion de una base de datos de acceso libre,
Spectrabank ( 0

), 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 colaboracion 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 actual-
mente la WEB de acceso libre mas completa
a nivel internacional en el dmbito de la iden-
tificacion microbiana mediante MALDI-TOF.
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publicaciones de los tltimos cinco
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3. DESARROLLO DE METODOS
NATURALES DE LUCHA CONTRA
MICROORGANISMOS PATOGENOS
DE RELEVANCIA EN EL AMBITO
ALIMENTARIO.

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

Por esta razon se hace necesaria la busqueda
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 enzibidticos, enzimas
liticos que emplean los virus bacteriofagos
en algin momento durante su ciclo litico.
Si el concepto de enzibidtico se extiende a
aquellos enzimas capaces de actuar sobre
las paredes fungicas como las actividades
glucandsicas y las quitinasas producidas
por hongos como Trichoderma harzianum
0 la bacteria Bacillus circulans, |a bateria
terapéutica se amplia enormemente. Este
grupo de investigacion, ha estado traba-
jando en la aplicacion para el tratamiento
de enfermedades fungicas de las enzimas
endoglucanasa.

Esta linea de investigacion ha incluido
asimismo el aislamiento de microbiota acido
lactica 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 patégenos huma-
nos y de peces y que actualmente se estan
evaluando como ingredientes de piensos en
la industria acuicola. Asimismo se ha abor-
dado el desarrollo de bacteriocinas hibridas,
por colaboracion del equipo del Prof. Augusto
Bellomio (Conycet, Argentina).

Las perspectivas futuras incluyen no solo
la profundizacion en el estudio de enzibio-
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 Microbiologia Industrial y Bio-
tecnologia Microbiana estd integrado en el
grupo de investigacion multidisciplinar de Bio-
rrecursos que coordina la Dra. Carmen Sieiro
en la Universidad de Vigo. El equipo divide su
trabajo en dos grandes blogues. En primer
lugar, se dedica al estudio de la biodiversidad
microbiana asociada a diferentes ambientes,
organismos o procesos fermentativos v,
debido a ello, cuenta con colecciones de los
microorganismos asociados a estos habitats,
identificados y tipificados a nivel bioquimico y
molecular. En segundo lugar, a partir de estas
colecciones, lleva a cabo la seleccion y mejo-
ra de microorganismos de interés industrial
asi como la busqueda de nuevos compuestos
bioactivos de importancia biotecnoldgica y la
optimizacion de los procesos de produccion.

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

enoldgicas y su empleo, junto con el de las
enzimas pécticas, para la mejora de la cali-
dad de los vinos es una de las lineas de
investigacion desarrolladas. Estos trabajos
se iniciaron con el Dr. Tomas Gonzalez Villa
en la Universidad de Santiago de Com-
postela de donde procede la investigadora
principal del grupo. En colaboracion con la
Universidad de Santiago y con el CSIC, con-
tinuamos en esta linea estudiando el efecto
de las levaduras sobre el perfil aromatico 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 consecucion de la
fermentacion maloldctica en los vinos de la
variedad Albarifio en esta region, se realiza-
ron estudios sobre la diversidad de bacte-
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rias acido lacticas asociadas a los mismos
encontrandose una distribucion biogeogra-
fica diferenciadora. La caracterizacion en
base a criterios de calidad y seguridad ha
permitido la seleccion de cepas malolacti-
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 mas reciente,
estamos empezando a estudiar la diversidad
de levaduras no-Saccharomyces asociadas a
la vid y su presencia en las primeras fases
de fermentacion de los vinos. Estos estudios
continuaran con la caracterizacion 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 reduccion del
grado alcohdlico de los mismos.
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Otra de las lineas de investigacion en
las que investiga el grupo es la busqueda y
caracterizacion, mediante el estudio de sus
determinantes moleculares y sus propiedades
bioguimicas, de nuevas enzimas de interés
biotecnoldgico. Dentro de esta linea, una
parte de nuestros trabajos se centran en las
aplicaciones de las poligalacturonasas en la
produccion y mejora de las caracteristicas
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 produccion de
zumos, fundamentalmente para favorecer su
extraccion y clarificacion. En este dmbito se
han clonado y caracterizado nuevos genes
que codifican para enzimas pécticas en Kiu-
yveromyces. La endopoligalacturonasa codi-
ficada por el gen £PG1-2 de K. marxianus se
mostrd idonea para la clarificacion del mosto
de uvay los zumos de otras frutas pero, sobre
todo, resulté muy eficaz para llevar a cabo la
extraccion de las moléculas precursoras de
los aromas varietales de la uva y potenciar
de forma diferenciada el perfil aromético de
los vinos. En un segundo estudio se demos-
trd la capacidad de esta enzima para extraer
e intensificar el color en vinos elaborados
con variedades tintas asi como para enri-
quecerlos significativamente en compuestos
beneficiosos para la salud, en concreto en
polifenoles. La accidn de esta endopoligalac-
turonasa, como enzima unica, podria evitar
los efectos secundarios indeseables de los
preparados pécticos comerciales constitui-
dos por mezclas de enzimas. La produccion
de dicha enzima fue optimizada mediante la
expresion heteréloga de la misma en Pichia
pastoris, obteniéndose cepas hiperproducto-
ras que permiten su explotacion rentable a
escala industrial.

Dentro de la linea de investigacion de
enzimas de importancia biotecnoldgica, el
grupo investiga también en la identificacion
y caracterizacion de microorganismos qui-
tinoliticos 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 polimero mas abundan-
te de la naturaleza. Estas enzimas tienen
gran importancia para la degradacion y/o
reciclado de los residuos de quitina. Ade-
mas, debido a la presencia de quitina en
las paredes celulares de los hongos y en la
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A: Microorganismos para screening de metabolitos de interés industrial. B: Hidrdlisis de quitina por parte de una
cepa de E. coli que sobreexpresa una quitinasa heteréloga. C: Induccion de la expresion de la quitinasa.

cuticula de los insectos, tanto estas enzimas
como sus inhibidores, pueden tener utilidad
como agentes de biocontrol. En esta cam-
po, se han identificado y clonado los genes
que codifican nuevas enzimas quitinoliticas
en Bacillus halodurans, Lactococcus lactis,
Pseudalteromonas tunicatay en la arquea
Halobacterium salinarum. Estos genes
fueron analizados desde el punto de vista
estructural y demostrada su funcionalidad.
El andlisis de las propiedades de las enzimas
puso de manifiesto que tienen actividad en
un diferente y amplio rango de condiciones
mostrandose como enzimas robustas con
una elevada estabilidad, incluso en condi-
ciones suboptimas. Por sus caracteristicas
se han mostrado como enzimas de utilidad
para la transformacion de los residuos de
quitina y sus derivados en quitooligosacari-
dos que pueden tener diferentes actividades
bioldgicas. En concreto, estas moléculas con
diferentes longitudes, pueden ser empleadas
para la sintesis bioldgica de diferentes nano-
materiales que hemos comprobado poseen
una potente actividad antimicrobiana frente
a distintos microorganismos, incluyendo
cepas multirresistentes a antibiéticos con-
vencionales. Por otra parte, se estudio 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 fitopatdgenos y/o de importancia clinica.
Estos estudios contintian en la actualidad
evaluando su potencial como agentes de
control frente a otras plagas. Otro de los
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objetivos de nuestro trabajo consistié en la
construccion de cepas hiperproductoras de
estas enzimas mediante la sobreexpresion
de los genes en E. coli. Ademas, se han
establecido las condiciones para una expre-
sion maxima mediante la optimizacion del
uso de codones, la estabilizacion del mRNA,
la seleccion del promotor mas adecuado y
la optimizacion del inductor, temperatura y
tiempo de induccion.

Esta linea de investigacion continta en la
actualidad con diferentes objetivos. Por un
lado, teniendo en cuenta el papel que pare-
cen tener los dominios o proteinas de union
a quitina potenciando la actividad de las
quitinasas, se estan iniciando estudios para
aislar, producir y caracterizar estas proteinas
en las bacterias quitinoliticas. Por otro, esta-
mos empezando a estudiar también posibles
inhibidores de las enzimas quitinoliticas, dada
su potencial importancia como agentes para
control biologico. Ademas, las quitinasas han
sido relacionadas con ciertas enfermedades
infecciosas e inflamatorias y, recientemente,
propuestas como dianas terapéuticas. Por
tanto, sus inhibidores pueden tener interés
también como quimioterapéuticos.
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NUESTRA CIENCIA

Informa: José Berenguer

Los nichos termdfilos albergan microorganismos con una plasticidad génica extraordinaria, consecuencia de un intenso flujo horizontal de
material genético entre poblaciones. En las bacterias, estos intercambios de informacion génica pueden ocurrir, ademéas de por los mecanismos
clasicos que aparecen en todos los libros de Microbiologia (conjugacion, transformacion y transduccion), por estrategias alternativas de mas
reciente descripcion tales como nanotubos, agentes de transferencia génica (GTA) o vesiculas de membrana, que protegen DNA durante la
transferencia. Recientemente, hemos identificado en Thermus thermophilus, una bacteria termdfila de origen antiguo empleada como modelo
de laboratorio, un nuevo sistema de transferencia al que hemos denominado “Transjugacion” por compartir propiedades de la conjugacion
y la transformacion clasicas (Alba Blesa y cols. PLoS Genet. 2017 Mar 10;13(3):e1006669. doi: 10.1371/journal.pgen.1006669.). Como
en la conjugacion, 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 conjugacion clasica, tales como el no requerir
de un sistema de transferencia derivado de los sistemas de secrecion tipo 4, el no disponer de un sistema de reconocimiento de un ori-
gen de transferencia especifico, sino iniciar la transferencia de forma simultanea desde multiples 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. Mas aun, la transjugacion depende de la actividad de
la maquinaria de competencia natural de la bacteria que actia 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 articulo mencionado de Plos Genetics,
se identifica ademas una translocasa de DNA codificada en un nuevo tipo de elemento conjugativo e integrativo (ICEth1), como componente
fundamental del mecanismo de donacion 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 transjugacion.

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

Blesa A, Baquedano |, Quintans NG, Mata CP, Caston 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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