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Metagenoma: acceso a los recursos potencialmente ilimitados de
microorganismos no cultivables
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Avances en Microbiologia: del cultivo
directo a las genotecas

a diversidad microbiana es una fuente impor-

tante de productos y procesos biotecnoldgicos.
Sin embargo, los métodos tradicionales de cultivo
de microorganismos han limitado el analisis a
aquellos que son capaces de crecer en condiciones
de laboratorio. Por tanto, uno de los retos mas
importantes de la microbiologia y biotecnologia
actuales es el estudio de toda esta diversidad. El
aislamiento directo de DNA de una determinada
muestra nos permite el acceso a los recursos
potencialmente ilimitados de microorganismos no
cultivables. La clonacién de todo este DNA gené-
mico (el “metagenoma”) en complejas genotecas,
puede constituir una herramienta importante en
la busqueda de nuevas actividades enzimaticas de
interés industrial y medioambiental. Conseguir de
forma colectiva todos los genomas microbianos
presentes en un determinado habitat es un obijeti-
vo de los programas de descubrimiento de nuevas
enzimas y encaminado a la utilizacién de estos
recursos, evitando el problema asociado al cultivo
tradicional.

Diversidad microbiana como fuente de
nuevas enzimas

Existe en la actualidad una gran demanda de
productos y procesos biotecnolégicos. Los pro-
cesos catalizados por enzimas representan una
alternativa a los procesos quimicos convenciona-
les, bien porque se produce un menor nimero de
subproductos, o bien porque son procesos mas
selectivos hacia el producto de interés. La depen-
dencia actual de productos derivados del petroleo,
y la tendencia a la utilizaciéon de otras fuentes de
carbono (menos contaminantes) para obtener
energia y productos de interés farmacéutico, clini-
co y alimentario, entre otras, abren nuevas expec-
tativas a una quimica verde dominada por la bio-
tecnologia. Sin embargo, el desarrollo de nuevos
productos y procesos esta limitado a las enzimas

que se conocen hasta la fecha. En la actualidad se
conocen approximadamente 4.300 enzimas
(secuenciadas), de las que 300 estan comercializa-
das. Estas a su vez se han utilizado en multitud
de procesos, encaminados a la obtencién de pro-
ductos de alto valor afiadido, por ejemplo, biopoli-
meros formados por unidades de amino acidos o
azlcares, compuestos quirales con actividad bio-
légica, bioetanol y biodiesel, etc.; sin embargo, la
fuerte demanda de nuevos productos con activi-
dad biolégica que impera en la sociedad, requiere
la bdsqueda de nuevas enzimas.

Si bien las propiedades y actividades de las
enzimas conocidas pueden ser modificadas
mediante técnicas de ingenieria de la reaccion
(mezclas de disolventes, inmovilizacién, modifica-
cion quimica, disefio de enzimas semisintéticas,
etc.) o ingenieria del biocatalizador (evolucion
molecular dirigida, disefio combinatorio y compu-
tacional, mutagénesis dirigida y saturada, etc.),
éstas parten de enzimas cuyas estructuras y acti-
vidades son conocidas, lo que limita a priori el
disefio de novedosos procesos enzimaticos.
Estudios recientes han demostrado que el name-
ro de proteinas (enzimas) existentes en el Universo
(fisico), asumiendo una longitud media de 200
amino acidos, puede ser de 20%, de las cuales se
conocida actualmente una minima parte (Koonin
et al., 2002). En este punto, la biodiversidad pre-
sente en nuestro planeta, en particular la micro-
biana, es la fuente mayor de recursos biotecnol6-
gicos, y por otro lado es la menos desarrollada
(Handselman et al., 1998). Los métodos tradicio-
nales para obtener nuevos biocatalizadores por
cultivo directo de cepas puras de microorganismos
es una estrategia estandar y potente, todavia en
uso (Ogawa y Shimitzu, 1999). De esta forma,
grandes compafiias, como BASF, tienen una
amplia coleccién de microorganismos que utilizan
como productores no sélo de biocatalizadores,
sino también de metabolitos de alto valor afiadido.
Sin embargo, la biosfera esta dominada por los
microorganismos y la mayoria no han sido adn
estudiados (Whitman et al., 1998).

El desarrollo de métodos moleculares aplicados
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a la ecologia microbiana ha permitido estimar que
la diversidad existente en la naturaleza se encuen-
tra entre 10° y 107 especies (siendo el concepto de
especie en procariotas mas amplio que en euca-
riotas; Rosell6-Mora y Amann, 2001). Su impor-
tancia radica en el papel clave del mundo proca-
riota en las transformaciones bio-geoquimicas que
ocurren en la naturaleza. Se estima que sélo el 1%
de los microorganismos han sido cultivados y
caracterizados, dejando una gran cantidad de
ellos (mas de 10.000 especies diferentes) sin
explorar (Tabla 1). El desconocimiento de esta
enorme diversidad es una de las carencias mas
importantes que ha tenido el estudio de la
Biologia, Microbiologia y Enzimologia. Se puede
decir que los métodos tradicionales para el cultivo
de los microorganismos han limitado nuestro ana-
lisis a los que son capaces de crecer en condicio-
nes de laboratorio (Pace, 1997; Suzuki et al.,
1997). Estas limitaciones han dado lugar a un
surgimiento de nuevas técnicas de Biologia
Molecular, basadas en el aislamiento de todo el
ADN gendmico y encaminadas principalmente al
(i) estudio de la diversidad microbiana a un nivel
genético, mediante la extraccién directa del ARN o
DNA, y su posterior analisis, y (ii) a la puesta en
marcha de programas de secuenciacion de micro-
organismos.

Analisis de ARN y ADN y su utilizacion
en la identificacion y discriminacion
de microorganismos

La composicién de comunidades microbianas
complejas se ha estimado principalmente de
acuerdo a la diversidad de las secuencias de DNA
que codifican los rRNA que forman parte de las
subunidades del ribosoma, existiendo en la actua-
lidad una enorme base de datos. Todo ello las
convierte en Utiles herramientas identificadoras y

filogenéticas mediante técnicas de Genetic
Fingerprint (huella genética) (Muyzer, 1999). Esta
técnica proporciona un perfil de la diversidad
microbiana basdndose en la separacion fisica de
especies Unicas de acido nucleico. La estrategia
general consiste en: primero, extraccion de acido
nucleico (DNA o RNA) de una muestra dada;
segundo, amplificacion de genes que codifican el
rRNA 16S y tercero el analisis de los productos de
PCR en una electroforesis sometida a un gradien-
te desnaturalizante bien con urea o bien de tem-
peratura (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis;
DGGE, o Temperature Gradient Gel Electropho-
resis; TGGE) (Muyzer et al., 1993 ; Heder et al.,
2001; Villadas et al., 2002).

Con la identificacion de organismos por técni-
cas genotipicas se ha puesto de manifiesto la exis-
tencia de un gran ndmero de microorganismos,
tanto mas diferentes, en cuanto a la complejidad
del ADN extraido y ha permitido mostrar el poten-
cial genético “ilimitado” de recursos de los micro-
organismos no-cultivables, sin que su cultivo en el
laboratorio sea necesario (Amman et al., 1995;
Borneman y Triplet, 1997). Asi, por ejemplo, se
estima que mas de un 80% de los amplificados
presentan una identidad inferior al 90% con
secuencias descritas en las bases de datos, siendo
ademas la mayoria de las homologias descritas
frente a bacterias no cultivables presentes en
otras muestras. Ademas, estudios recientes indi-
can gue los ambientes extremos (suelos tropica-
les, fondos marinos, fuentes termales, terrenos
contaminados, ambientes acidofilos, alcal6filos o
halofilos, etc.), se encuentran entre los ambientes
de mayor diversidad microbiana descrita
(Borneman y Triplett, 1997; Whitman et al., 1998;
Madrid et al., 2001). Esto se debe fundamental-
mente a la presencia de elementos mdviles en
microorganismos que contribuyen a la plasticidad
y al poder adaptativo que da lugar a esta diversi-
dad. Hoy en dia estos elementos constituyen una

Tabla 1. Numero de especies estimadas (y accesibles) en la Naturaleza.

Organismo Especies estimadas Accesibilidad (% del total)
Animales (mamiferos, aves, peces) 3,5 x10* >90
Artrépodos/invertebrados 10%-107 10
Neméatodos 5x10° 3
Plantas superiores 2,7 x 10° >90
Algas 10%-10° 70
Hongos 1,5 x 10° 5
Bacterias 10%-10° 1-10
Arqueas 10°-10° 0,1-1
Virus 10°-10° 4




Actualidadﬁ:.—:-:r.

38:13

herramienta molecular de primer orden en la iden-
tificacion y discriminacién de cepas bacterianas.

Programas de secuenciacion de
microorganismos

Desde el primer genoma bacteriano secuencia-
do (Haemophylus influenzae, 1995) se ha publica-
do la secuencia de méas de un centenar de micro-
organismos y existen nuevos proyectos en mar-
cha. El primer microorganismo secuenciado se eli-
gi6 de acuerdo a su importancia médica. Este
enfoque se ha ido ampliando a otros microorga-
nismos y en la actualidad ya estan disponibles los
genomas de bacterias modelo importantes en
otras areas de la biologia tanto basicas como apli-
cadas. Una de las principales utilidades de los
genomas es su utilidad como fuente de procesos y
productos. Sin embargo, la secuenciacién total de
un genoma €s un proceso caro y costoso como
estrategia de busqueda de nuevas actividades, por
lo que se hace necesario el desarrollo de estrate-
gias mas directas. Es en este punto donde las
genotecas metagendmicas representan una alter-
nativa reciente y de gran proyecciéon como fuente
de informacién genética de organismos tanto cul-
tivables como no cultivables.

Metagenoma: DNA como fuente de
recursos biotecnoldgicos

Los métodos actuales para el descubrimiento de
nuevas enzimas se basan fundamentalmente
en conseguir de forma colectiva todos los genomas
microbianos presentes en un determinado habitat
y su posterior clonacién en complejas genotecas.
Handelsman y colaboradores (1998) han creado el
término “metagenoma” para definir este DNA. EIl
DNA de todo un conjunto de microorganismos es
extraido de una fuente natural (terrestre o acuati-
ca) y puesto en complejas genotecas de DNA
recombinante para subsiguientes protocolos de
busqueda (screening). Esta estrategia es factible y
estd teniendo un gran impacto en la literatura
reciente (Cottrell et al., 1999; Henne et al., 2000;
Rondon et al., 2000; MacNeil et al., 2001; Lorenz
et al., 2003; Schloss y Handelsman, 2003; Eggert
et al., 2004). A pesar de los enormes recursos deri-
vados de la diversidad molecular presente en un
DNA metagendmico, el numero de actividades
enzimaticas novedosas es todavia limitado, proba-
blemente debido a problemas tecnolégicos y logis-
ticos derivados de (i) la utilizacion de métodos de
busqueda adecuados y (ii) el éxito en la clonacion
de los fragmentos de ADN (Handselman et al.,

1998). Es por ello que el éxito de estos métodos
depende en gran medida de la capacidad de clonar
fragmentos de DNA suficientemente grandes en
los vectores apropiados y de su capacidad para
expresar la informacién genética en hospedadores
heterélogos de forma eficiente (Rondon et al.,
2000; Lorenz et al., 2001) y la busqueda de proto-
colos adecuados de screening. Optimizando
ambos factores, se han podido encontrar nuevas
moléculas funcionales con una homologia de
secuencia en el rango 0-40% a cualquier gen
publicado en las bases de datos (Lorenz et al.,
2001). Los aspectos mas destacados de las técni-
cas metagenoémicas son (i) el acceso al gran reser-
vorio genético (metagenoma) de los microorganis-
mos no cultivables y (ii) la identificacion de genes
y enzimas novedosas que pueden trasladarse a
nuevas aplicaciones biotecnoldgicas. La Figura 1
muestra de forma esquematica las diferencias
entre trabajar con ADN de organismos individua-
les y ADN metagenémico para el aislamiento de
nuevas enzimas. A grandes rasgos, el potencial de
éste Ultimo radica en que se puede trabajar con
genomas de entre 1 y 15.000 organismos (la
mayoria de ellos no cultivables) y 10°-10° clo-
nes/dia.

Genotecas metagendmicas: informa-
cion genética vs. funcional

La creacion de genotecas metagendmicas puede
realizarse bien para obtener el maximo grado
de informacién genética o bien para obtener enzi-
mas o proteinas con un alto grado de expresion y
funcionalizacién. Desde este punto de vista con-
viene sefalar tres tipos de genotecas:

1) Genotecas en pldsmidos, césmidos y/o
féosmidos. Una de las estratégias mas directas
para la clonacién del DNA metagendmico, lo cons-
tituyen la utilizacion de plasmidos, césmidos y
fosmidos utilizando, normalmente, E. coli como
huésped heterdlogo (Lorenz et al., 2003). Estas
genotecas se basan en la clonacion directa de
fragmentos de DNA de pequefios (3-10 kbp: plas-
midos) o grandes (15-120 kbp: césmidos o fosmi-
dos) fragmentos de DNA en E. coli. Aunque pre-
sentan problemas asociados al nivel de expresion
y toxicidad celular (durante la expresion génica),
éstas se han demostrado Utiles para la busqueda
de una alta variedad de enzimas: 4-hidroxibutira-
to dehidrogenasas, lipasas, esterasas, proteasas,
amilasas, oxigenasas, oxidorreductasas, etc.
(Lorenz et al., 2003).

2) Genotecas de cromosomas artificiales.
Una de las estrategias para la clonacién de frag-
mentos de DNA se basa en la construccion y
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Figura 1. Obtencion de enzimas recombinantes a partir de ADN de organismos puros (A) o a partir de ADN meta-

genomico (B). (Lorenz et al., 2000).

expresiéon en E. coli de genotecas de cromosomas
artificiales bacterianos (Bacterial Artificial Chro-
mosome Library) conteniendo fragmentos de DNA
gendmico (5-120 Kpb) aislado directamente de los
microorganismos de un ecosistema particular: el
metagenoma. El escrutinio de estas genotecas
para la identificaciéon de metabolitos o enzimas de
interés ha permitido encontrar toda una lista de
actividades enziméticas descubiertas: lipasas,
esterasas, amilasas, proteasas, oxidorreductasas,
L-amino acido oxidasas, hidroxilasas, dioxigena-
sas, nucleasas, quitinasas, xilanasas, etc
(Gillespie et al., 2002; Rondon et al., 2000). Para
una representacion lo mas completa posible del
metagenoma de una muestra de suelo, por ejem-
plo, se ha estimado que se necesitan unos 10° clo-
nes de cromosomas artificiales bacterianos con un
tamano de inserto medio de 100 kb (Handselman

et al.,, 1998). Genotecas de este tamafio no son
faciles de construir, ni de conservar, asi como
tampoco de realizar busquedas de actividades
enzimaticas concretas. Estos vectores replican
como copia Unica en E. coli y pueden mantener de
forma estable insertos de hasta 300 kb (Kouker y
Jaeger, 1987). En la actualidad hay descritos vec-
tores BACs mejorados capaces de aceptar grandes
insertos permitiendo genotecas gendmicas mMas
completas (MacNeil et al., 2001). Esta estrategia
de basqueda incrementara, en un futuro préximo,
el gran namero de compuestos naturales relevan-
tes por su aplicacion industrial. La construccion
de genotecas en cromosomas artificiales (BAC-
libraries) permite que junto con un adecuado sis-
tema de screening lo suficientemente selectivo
pueda usarse como estrategia de acceso a nueva
informacion genética de microorganismos cultiva-
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Figura 2. Metodologia para el aislamiento de nuevas enzimas a partir de genotecas metagendmicas creadas en

fagos lambda.

bles 0 no presentes en un determinado nicho.

3) Genotecas en fagos lambda. Aunque las
genotecas en BACs proporcionan una gran infor-
macion gendémica, su principal inconveniente deri-

vada de la baja expresidon que, en ocasiones, se
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produce de un determinado gen localizado en un
fragmento de DNA de gran tamafo (> 20-30 Kpb).
Este problema puede ser resulto mediante la
expresion en fagos utilizando vectores lambda
capaces de aceptar insertos de hasta 12 Kb tanto
de procariotas como de eucariotas. La ventaja de
este sistema, es una alta expresion de la actividad
deseada, asi como la facilidad de construccion y
posterior expresion en un huésped, por ejemplo,
E. coli (ver Figura 2). El escrutinio de genotecas
lambda ha permitido encontrar nuevas enzimas:
lipasas, esterasas, endoglucanasas, amilasas,
ciclodextrinasas, oxidorreductasas, lacasas, quiti-
nasas, DNAsas, etc. (Cottrell et al., 1999; Ferrer et
al., no publicado).

Genotecas metagendmicas:
metodologia

ebido a la inherente fragilidad del DNA, el ais-

lamiento de pequefios o grandes fragmentos
con los que construir la genoteca del metagenoma
exige la utilizacion de protocolos secuenciales
capaces de separar las muestras de DNA por dife-
rentes propiedades fisico-quimicas, asi como en
distintos tamafos (Mac Neil et al., 2001). Una vez
determinadas las muestras asi como las condicio-
nes de extraccion de un DNA de suficiente calidad
se comienza la la construccion de la(s) genoteca(s),



38:16

Actualidad éﬁ'l‘ﬂ

que tendra que hacerse, naturalmente, en un
huésped heterdlogo, esencialmente E. coli, Bacillus
sp. o Streptomyces lividans. Como material de par-
tida se necesita la minima cantidad de muestra de
la que se pueda aislar mediante protocolos esta-
blecidos entre 200 y 500 mg de DNA total con frag-
mentos de DNA del metagenoma del mayor tama-
Ao posible (entre 50 y 200 Kb). Hasta 1Gbp de
DNA del metagenoma presente en las muestras (el
genoma medio de un microorganismo ronda los 3-
4 Mbp), gran parte de él representado por frag-
mentos de microorganismos no cultivables, con
una media de tamafio de inserto superior a las 30
kb (BACs) o inferior a 20 kb (fagos lambda), es
sometido a continuacidn a procesos de buUsqueda
enzimatica. Evidentemente el aislamiento de nue-
vas enzimas conlleva el desarrollo de 8 nuevos sis-
temas de screening, bien sea para la busqueda de
nuevas enzimas de amplio espectro de reactividad,
o bien enzimas selectivas o especificas, punto este
ultimo que requiere la puesta a punto de sustra-
tos mas especificos (ver Figura 3).

Futuro de las herramientas
metagendmicas: cohesidon con
técnicas tradicionales

0os hechos arriba expuestos auguran la exis-

tencia de nuevas enzimas en distintos ecosis-
temas. La busqueda de estas enzimas puede ser
combinada con técnicas de evolucién dirigida,
herramienta, que se ha mostrado muy eficaz para
el desarrollo de nuevas actividades partiendo de
enzimas ya conocidas (Alcalde, 2003). Esta técni-
ca consiste en incrementar o variar las propieda-
des de un biocatalizador mediante ciclos sucesivos
de mutagénesis aleatoria o recombinacion del
DNA. De esta forma se consigue acortar el proce-
so de la seleccion natural desde miles de millones
de afos hasta tan s6lo semanas o meses de tra-
bajo en el laboratorio. Si esta herramienta se com-
bina con la diversidad enzimética aln sin explo-
rar, nos podemos encontrar en una situacion ven-
tajosa que implicaria un avance sustancial en la
Biotecnologia y Microbiologia actuales. Proyectos
conjuntos que contemplen (i) el desarrollo de nue-
vos métodos de cultivo de microorganismos; (ii) el
descubrimiento de nuevas enzimas a partir de
todos los genomas de organismos (metagenoma)
de una muestra y (iii) su posterior mejora median-
te técnicas de evolucidn dirigida o ingenieria de la
reaccion y del biocatalizador (por ejemplo, técni-
cas de inmovilizacién), son por tanto proyectos
ambiciosos y de gran interés, tanto de un punto de
vista basico (conocimiento de nuevas estructuras
y actividades), como de un punto vista aplicado

Figura 3. Deteccidn de actividad esterasa (A) y celulasa
(B) en genotecas metagendmicas.

(nuevas actividades que pueden trasladarse a una
industria quimica verde libre de subproductos y
respetuosa con el medioambiente; ver Figura 4).
Estas son, propuestas multidisciplinares que
engloban areas tan diversas como microbiologia,
biotecnologia, estructura de proteinas, bioquimica
y quimica organica, asi como en lineas de investi-
gacién emergentes, por ejemplo, gendmica y pro-
tedmica.

Por dltimo, sefialar que estudios recientes reve-
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Figura 4. Combinacion de técnicas metagendmicas,
evolucion dirigida, e ingenieria del biocatalizador
para el aislamiento de nuevas y mejores enzimas.
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lan que el futuro de la microbiologia sera la crea-
cion de bancos de genes, es decir, organismos
heterélogos (E. coli, Bacillus, Streptomyces, etc.)
que expresen un gen particular que codifique una
o varias enzimas con actividad determinada, obte-
nidas a través de busquedas en genotecas meta-
genomicas (u otras herramientas similares). Estos
bancos coexistiran con los bancos de microorga-
nismos que actualmente existen (DSMZ, ATCC,
etc.). La creacion de estos bancos de genes sera el
punto de partida para acceder a la informacién
genética, estructural y funcional de genes obteni-

dos de microorganismos no cultivables, cuyo
potencial es ilimitado.
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