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 acido 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 la biologia sintética.

Nuestras investigaciones con Coryne-
bacterium glutamicum comenzaron en 10s
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-
duccion del aminoacido lisina, promovido
fundamentalmente por algunas empresas
nacionales con interés en producir aminoa-
cidos esenciales para nutricion animal. En
s0S 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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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 acompanados 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 espaiiolas 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 Ramon Santamaria
(Santamaria et al., 1985) partiendo del plasmi-
do criptico enddgeno pBL1 (Santamaria et al.,
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 aminoécidos, una de
las propuestas fue la clonacion de genes de
implicados en la biosintesis de aminodcidos,
labor realizada por un elevado nimero de
estudiantes de doctorado; para ello se trabajd
en campos diversos que permitieron la carac-
terizaron de los genes implicados en la pro-
duccién de aminodcidos con interés industrial
y esenciales para la dieta animal, tales como
triptéfano (Guerrero et al., 1994; del Real et
al., 1985), treonina (Mateos et 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 deberfan contener hidroliza-
dos de proteinas o de azucares 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-
509), 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 E.
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 toxicos/conta-
minantes. El agente toxico mas relevante
desde hace décadas, cuando se analiza
su relacion abundancia/peligrosidad es el
arsénico .
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
arsénico 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 Ordofiez
(Ordoriez et al., 2005) y Aimudena 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 enziméaticas ante-
riormente indicadas que estaba implicada en
desintoxicar la especie arseniato (As") resultd
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 (el
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 los pro-
cesos metabdlicos 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 dltimos 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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