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El grupo de ecologia y biotecnologia micro-
bianas de la unidad de microbiologia de la
facultad de farmacia esta formado actual-
mente por dos investigadores principales, el
Dr. Pere Picarty la Dra. Mercedes Berlanga,
que se formaron y contindan desarrollando
las lineas de investigacion de grupos previa-
mente consolidados. El Dr. Picart proviene
del grupo de biotecnologia microbiana fun-
dado en los afios 90 por los doctores Javier
Pastor y Pilar Diaz en la Facultad de Biolo-
gia (recientemente jubilados). Por su par-
te, la Dra. Berlanga se ha formado y en la
actualidad continta colaborando con el Dr.
Ricard Guerrero, cuyo grupo se inicié en la
década de los 70 en la Facultad de Ciencias
de la Universidad Auténoma de Barcelona
y luego se traslad6 en 1988 a la Facultad de
Biologia de la Universidad de Barcelona. Los
otros integrantes actuales del grupo son
Arnau Blasco, técnico contratado a través
de un proyecto del Ministerio de Ciencia
y Tecnologia, el estudiante de doctorado
industrial Jordi Ferrando y la estudiante de
master Pilar Marcos.

En la naturaleza, las bacterias rara vez
crecen como cultivos axénicos y de forma
plancténica (libres en un medio liquido).
Mas bien, predominan como comunidades
sésiles que se desarrollan formando bio-
films sobre superficies inertes o mucosas
como las del tracto gastrointestinal humano
y de otros animales. Los consorcios micro-
bianos en ambientes naturales suelen ser
estables basicamente porque la co-evolu-
cion de los miembros constituyentes afecta
a sus interacciones, que son la base de la
funcionalidad de las comunidades micro-
bianas en un determinado habitat. Nuestros
principales retos serian identificar las pobla-
ciones bacterianas clave que influyen en la
coexistencia estable de microorganismos
que comparten un mismo habitat, como
los tapetes microbianos del delta del Ebro,
los biofilms complejos de las lagunas endo-
rreicas salinas del desierto de los Monegros

y/o lagunas alcalinas de Coca, Segovia. Ade-
mas, pretendemos disefiar microcosmos
con poblaciones microbianas definidas para
estudiar en detalle las interacciones entre
ellas, cémo responden a perturbaciones y
su capacidad de recuperacion o resiliencia.
Estos ambientes naturales son también una
importante fuente de microorganismos con
actividades enzimaticas o que producen
compuestos bioactivos de potencial interés
industrial y biotecnologico. Por ello, otro
de nuestros retos es mejorar los métodos
de cultivo axénico de las poblaciones bac-
terianas de estos habitats para facilitar su
estudio. Para alcanzar estos objetivos, com-
binaremos aproximaciones moleculares
de metagendmica con técnicas clasicas de
microbiologia para obtener una compren-
sion integral de la estructuray funciones de
estos consorcios microbianos complejos. El
uso de diferentes enfoques experimentales
nos permitirad elucidar tanto los mecanis-
mos ecolégicos que determinan la com-
posiciéon de las comunidades bacterianas,
como explotar su potencial biotecnolédgico
mediante el aislamiento dirigido de cepas
de interés. Recientemente, los estudios
realizados en los tapetes microbianos de la
Camarga (delta del Rédano) han revelado
una gran diversidad y complejidad de las
comunidades microbianas en los tapetes,
con mas de 30 phyla bacterianos, en los
que se ha comprobado que la comunidad
muestra una funcién homeostatica para
adaptarse a fluctuaciones ambientales
estacionales, manteniendo su estratifica-
cion caracteristica. Analisis bioinformaticos
han permitido la identificacion de rutas
metabdlicas como la fijacion de carbono
(via Wood-Ljungdahl), nitrificaciéon en capas
superiores y desnitrificacion en las capas
profundas, asi como la deteccion de sefiales
de estrés oxidativo, osmético y por nutrien-
tes, especialmente en la capa superficial.
En conjunto, estos estudios aportan un
conocimiento integral sobre la estructura,
composicion, interacciones y funciones eco-
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l6gicas de las comunidades microbianas en
los tapetes de la Camarga (1, 2).

En el campo de la biotecnologia, nuestro
reto cientifico consiste en la modificacion
de microorganismos (bacterias y levadu-
ras) para producir de forma recombinante
todo tipo de enzimas degradadores de lig-
nocelulosa (celulasas, amilasas, xilanasas,
etc), biocompuestos activos y otros biopo-
limeros (nanocelulosa, polihidroxibutirato,
etc), de una forma sostenible, mediante el
uso de sustratos baratos y residuos agrico-
las, y en condiciones respetuosas para el
medio ambiente. Con este objetivo, nues-
tro grupo de investigaciéon ha adoptado
una estrategia basada en el sistema CRIS-
PR-Cas9, mediante el cual, se puede reali-
zar cualquier modificacién en el genoma
de la cepa recombinante a mejorar, evitan-
do el uso de antibiéticos, cuya restriccion
es imperativa debido a la aparicion de las
bacterias multirresistentes, y utilizando
promotores autoinducibles, asi abaratan-
do los costes derivados del uso de induc-
tores como el IPTG o la xilosa.

En uno de los proyectos mas recientes,
se ha querido optimizar y maximizar la
produccién de un pigmento amarillo (caro-
tenoide), puesto que se ha observado un
papel relevante de éste en estimular el sis-
tema inmune y una potente accién antioxi-
dante. La produccién de carotenoides en la
actualidad estd dominada por sintesis qui-
mica (bajo condiciones muy agresivas) y su
extraccion a partir de plantas (no sostenible
y perjudicial para el medio ambiente). Nues-
tra alternativa se centra en la produccion
biotecnoldgica de este pigmento utilizando
como huésped una cepa de Bacillus subtilis.
Mediante el uso del sistema CRISPR-Cas9,
se integraron varias copias de la ruta meta-
bélica responsable de la produccion de este
pigmento en el genoma de la cepa bacte-
riana, bajo control de un promotor fuerte
y constitutivo. A continuacién, se realizé
ingenieria metabdlica para aumentar el flu-
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Figura 1. Cepa parental y cepa recombinante expresando el carotenoide amarillo.
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Figura 2. Representacion esquemdtica del sistema colorimétrico de screening para insertar mdltiples
copias de un gen de interés en el genoma de B. subtilis en un tnico paso.

jo metabdlico dirigido hacia la sintesis de los
precursores responsables de la sintesis de
dicho pigmento, y se suprimieron las vias
complementarias que consumian dichos
precursores. La combinacién de todas estas
modificaciones genéticas no solo incre-
menté significativamente la produccion del
pigmento deseado, sino que nos permitié
obtener una cepa bacteriana capaz de sin-
tetizar el pigmento de forma enddgena, sin
antibiéticos ni inductores, al cultivarla en el
laboratorio (Filluelo et al.,, 2023). En la Figu-
ra 1se observa la cepa parental de B. subtilis
y la cepa final resultante de color amarillo.
Actualmente, estrategias de optimizacion

del medio de cultivo y de las condiciones
fermentativas a nivel de biorreactor estan
siendo abordados para desarrollar un pro-
ceso viable econémicamente.

En otro proyecto muy reciente, se utili-
20 la cepa productora de pigmento (color
amarillo) para desarrollar por primera
vez un método de screening (amarillo/
blanco) que nos permitiera, en un solo
paso, la inserciéon de hasta 3 copias de un
gen de interés en el genoma de B. subti-
lis mediante la tecnologia CRISPR-Cas9.
De este modo, se pretende maximizar la
expresion de cualquier enzima de interés
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de una forma sencilla y visual. La cepa
parental amarilla presenta 3 copias de los
genes crtMN que posibilitan la formacion
del pigmento amarillo. Tras su transforma-
cion con el vector CRISPR-Cas9, se posibi-
lita la sustitucién de las 3 copias del gen
crtMN por nuestro gen de interés, tal que,
las cepas en las que la edicién gendmica
no ha funcionado o mantienen alguna
copia del gen crtMN permanecen amari-
llas, mientras que los triples mutantes (con
tres copias de nuestro gen de interés bajo
un promotor constitutivo) pasan a color
blanco, facilitando la identificacién de los
clones recombinantes positivos (Figura 2).
Este sistema se test6 para la produccion
recombinante de una amilasa, obtenién-
dose elevados muy valores de produccién
al aumentar el nimero de copias del gen
deseado. De este modo, la nueva metodo-
logia desarrollada permite la obtencion de
cepas de B. subtilis libres de plasmidos y
de marcadores de seleccion, estables
y sobreproductoras del enzima de interés
en tan solo siete dias, demostrando el gran
potencial que la implementacién de esta
tecnologia puede traer en el &mbito de la
biotecnologia (Ferrando et al., 2023). Dicha
tecnologia esta siendo testada actualmen-
te para la produccién de celulasas, y para
la obtencién de bioplasticos (PHB).
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