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os organismos termofilos se han convertido en los Gltimos

20 anos en modelos biolégicos muy relevantes en distin-

tos ambitos de las Biociencias. Uno de tales aspectos es
el aprovechamiento que de la estabilidad intrinseca de sus
componentes se ha hecho para desarrollar aplicaciones biotec-
noldgicas de enorme repercusion, como el proceso de ampli-
ficacion de ADN que ha significado un salto extraordinario en
nuestra capacidad de deteccién de la informacién genética en
pruebas diagnésticas, forenses, y en todos los ambitos de la
Biologia. Ademas, dada la asociacion entre estabilidad térmica
y resistencia a solventes organicos y detergentes, existe en la
industria un gran interés por la utilizacion de estas enzimas en
procesos de biocatalisis. Un segundo aspecto relevante viene
dado por la mayor facilidad para cristalizar que tienen las
proteinas y los grandes complejos bioldgicos de los terméfilos.
Gracias a ello, las primeras estructuras de alta resolucion que
se obtuvieron de los ribosomas, las maquinas que fabrican
proteinas, o del denominado complejo respiratorio I, pieza
fundamental para la respiracion, fueron obtenidos a partir
de bacterias termoéfilas. Por tanto, los organismos terméfilos
constituyen también excelentes modelos en Biologia Estructu-
ral. Finalmente, los organismos terméfilos que crecen a mayor
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temperatura, son los mas parecidos a los primeros seres vivos
que habitaron este planeta. Aunque este aspecto es aln con-
trovertido, la mayor parte de las comparaciones genéticas
entre organismos sefialan a los organismos terméfilos como
los mas antiguos en la evolucion, constituyendo su analisis
una forma de viajar en el tiempo para descubrir cobmo fueron
los primeros habitantes de la tierra.

A pesar de este interés biolégico y aplicado, la utili-
zacion de organismos terméfilos como modelo se ve res-
tringida por la dificultad que su cultivo presenta para un
laboratorio. Mucho esfuerzo ha sido empleado por diversos
laboratorios en el mundo para «domesticar» algunos de
estos organismos. A pesar de ello, sélo se ha tenido éxito
razonable con las arqueas Sulfolobus spp y Thermococcus
spp, vy la bacteria Thermus thermophilus (Cava et al, 2009).

Nuestro grupo de investigacion ha sido uno de los que ha
participado en la domesticacién y adaptacion al laboratorio
de Thermus thermophilus, y hoy en dia constituye nuestro
modelo principal de trabajo (Cava et al, 2009). A diferencia
de otras bacterias terméfilas extremas, muchos aislados de
T. thermophilus crecen rapidamente en el laboratorio, dupli-
cando su poblacién a 70°C cada 45 min en medios liquidos,



y formando colonias en placa en 24 horas. Ademas, la dis-
ponibilidad de un aparato de competencia natural muy efi-
ciente nos ha permitido desarrollar un juego de herramientas
genéticas completo que da acceso a su analisis fisiologico
y funcional, e incluso a su utilizacion como factoria celular
para la produccién de proteinas (Hidalgo y Berenguer 2013).

Empleando este modelo, en nuestro laboratorio segui-
mos dos lineas de investigacion paralelas. Por un lado,
estudiamos el proceso de la desnitrificacion presente en
algunas cepas de Thermus spp y su regulacion (Cava et
al, 2008a), y la forma en que esta capacidad se transfiere
horizontalmente, y por otro, desarrollamos aplicaciones
biotecnolégicas derivadas del organismo o de sus enzimas
(Hidalgo y Berenguer 2013).

Por desnitrificacion se conoce a un proceso en el que en
vez de oxigeno se emplean 6xidos de nitrogeno para que-
mar los nutrientes y obtener energia, eliminando de paso el
nitrato del medio. Nuestro grupo ha descrito y caracterizado
un conjunto de reductasas necesarias para respirar nitrato
(Nar), nitrito (Nir) (Alvarez et al, 2014) y 6xido nitrico (Nor)
a alta temperatura, y hemos descubierto que los genes que
las codifican se hallan integrados en una regién del genoma
facilmente transferible a otras cepas de la misma especie
(Alvarez et al, 2011). Entre los aspectos bioquimicos y fun-
cionales mas interesantes que hemos descrito se encuentra el
hecho de que la Nar de 7. thermophilus, ademas de reducir el
nitrato, es capaz de actuar como transportador de electrones
hacia la Niry la Nor, algo que en organismos no terméfilos es
llevado a cabo por el complejo respiratorio III, al que la Nar
sustituye en este papel (Cava et al, 2008b). Otros aspectos
importantes han sido descritos para la Nor, que contiene
una subunidad adicional de funcién desconocida (Bricio et
al, 2014) y dispone de varias vias de entrada de protones
desde el citoplasma (Schurig-Briccio et al, 2007). A nivel
mas genético nos intriga el mecanismo de transferencia de
ADN por contacto directo célula-célula, pues no se parece a
ninguno de los hasta ahora descritos (César et al, 2011). Es
interesante destacar que durante su estudio comparado con
el sistema de transformacién natural hemos descubierto la
existencia de una proteina parecida al Argonauta humano que
protege a las células mediante un sistema (nico de interfe-
rencia ADN-ADN, el primero de este tipo que ha sido descrito,
de la posible accion nociva de genes de origen desconocido
adquiridos del medio ambiente (Swarts et al, 2014).

En una linea mas aplicada, nuestros esfuerzos se han con-
centrado principalmente en dos aspectos. Por un lado, hemos
desarrollado un procedimiento que permite la seleccion de
formas termoestables de enzimas y proteinas procedentes de
organismos no terméfilos mediante interferencia de plegamien-
to (Chautard et al, 2007). Esta técnica consiste en expresar en
nuestra bacteria modelo a alta temperatura fusiones entre la
proteina a estabilizar y una proteina que confiera una propie-
dad detectable, como es la resistencia a un antibiético. Normal-
mente, la proteina no estable plegara mal en estas condiciones
e interferira con el plegamiento del testigo, dando lugar a bac-
terias sensibles. Por el contrario, las variantes termoestables
plegaran bien, no interferiran, y generaran clones resistentes.
De esta forma hemos estabilizado desde proteinas terapéuticas

(Chautard et al, 2007) a enzimas de utilidad en biocatalisis.
En el futuro inmediato y a través de proyectos de la UE y del
MINECO, desarrollaremos versiones de alta capacidad de cribado
de este método, empleando para ello variantes termoestables
de proteinas fluorescentes que hemos desarrollado. Por otro
lado, hemos utilizado enzimas procedentes de distintas cepas
para su utilizacién en procesos de biocatalisis (Almendros et
al, 2012; Rocha-Martin et al, 2011; Rocha-Martin et al, 2012;
Torres et al, 2012; Torres et al, 2013).
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