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El equipo dirigido por Matxalen Llosa,
Catedratica de Genética de la Universidad
de Cantabria, es uno de los 10 grupos que
fundaron en 2007 el Instituto de Biomedi-
cinay Biotecnologia de Cantabria (IBBTEC),
un Centro Mixto entre la Universidad de
Cantabriay el CSIC.

Nuestros intereses cientificos se centran
en la comunicacién bacteriana media-
da por los Sistemas de Secrecién Tipo IV
(T4SS). Estos complejos macromolecula-
res son capaces de translocar sustratos
especificos a través de las membranas de
bacterias gram-negativas. Lo que les dife-
rencia de otros sistemas de secreciény les
dota de mayor interés es su plasticidad,
siendo capaces de secretar tanto protei-
nas como ADN y complejos nucleoprotei-

cos, tanto al medio extracelular como a
otra célula receptora, ya sea procariota o
eucariota (Bleves y cols, 2020). Esto se tra-
duce en una enorme versatilidad bioldgica:
los T4SS forman parte de las maquinarias
conjugativas para mediar transferencia
genética horizontal entre bacterias, estan
involucrados en la secrecién de factores
de virulencia a células animales, juegan
también un papel en relaciones simbioti-
cas entre bacterias y células de plantas,
inyectan toxinas a bacterias competido-
ras, y son capaces de secretar-importar
ADN del medio extracelular. Estas carac-
teristicas les convierten en un interesante
objeto de estudio tanto desde el punto
de vista biolégico como biotecnolégico
y biomédico. Uno de nuestros objetivos
es aprovechar su promiscuidad para lle-
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gar a virtualmente cualquier tipo celular.
Basandonos en el conocimiento molecular
que tenemos de estos procesos, pretende-
mos también utilizar estos sistemas para
desarrollar herramientas de introduccion
de ADN y proteinas en bacterias silvestres
de dificil manejo. Como primer paso, esta-
mos ampliando el abanico de bacterias
silvestres susceptibles de ser modificadas
por conjugacion desde E. coli (Fig. 1; Sam-
perioy cols, 2001).

Nuestro trabajo se centra también en
descifrar la base molecular del recluta-
miento de sustratos. Hace tiempo demos-
tramos que se pueden intercambiar los
sustratos entre T4SS involucrados en con-
jugacion y virulencia (Llosa y cols, 2012):
complejos nucleoproteicos consistentes
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en la relaxasa conjugativa covalentemen-
te unida a la hebra de ADN transferido,
pueden ser reconocidos y translocados
por los T4SS implicados en la virulencia de
los patégenos humanos B. henselae, Legio-
nella pneumophila o Coxiella burnetii (Guz-
man-Herradory cols, 2017). Este resultado
se pudo observar con una manipulacién
minima de los sistemas naturales, lo que
argumenta que posiblemente refleje un
fenémeno natural. Nuestro objetivo actual
es demostrar si esta transferencia genética
en efecto ocurre en la naturaleza, y descu-
brir el papel biolégico que pueda cumplir,
bien sea contribuyendo a la virulencia del
patégeno que codifica el T4SS, o contribu-
yendo a posibles relaciones simbioticas
del microbioma con su huésped. Con este
objetivo, hemos puesto a punto un sistema
de deteccién y andlisis de integracion de
ADN bacteriano en el genoma de células
humanas infectadas por bacterias, y esta-
mos estudiando el patron de integracion
y el potencial mecanismo subyacente. La
capacidad de T4SS de bacterias patégenas
de transferir complejos nucleoproteicos
abre también la puerta al uso de T4SS para
enviar ADN de interés in vivo directamen-
te a las células humanas de eleccion, que
serian distintas dependiendo del tropismo
del patdégeno de eleccién. Mas ain, hemos
visto que el ADN guiado por la relaxasa es
mas proclive a ser integrado en el genoma
receptor (Gonzalez-Prieto y cols., 2017).

El grupo es también experto en el
estudio de relaxasas conjugativas (Guz-
man-Herrador y Llosa, 2019). Fuimos
pioneros en mostrar que estas proteinas
son translocadas a las células receptoras,
donde son funcionales y necesarias para
concluir el proceso conjugativo (Drapery
cols 2005). Estamos analizando en bac-
terias el conjunto de proteinas que se
transfiere por conjugaciéon aparte de la
relaxasa, y los requisitos para que estas
proteinas se secreten. La vertiente apli-
cada de esta linea de trabajo consiste en
manipular las sefiales de secrecion para
customizar la secrecion heteréloga (Guz-
man-Herrador y cols, 2023). Utilizando
las relaxasas conjugativas como drivers
para transferir otras proteinas de interés
directamente a la célula receptora de la
conjugacion, hemos enviado nucleasas
Cas y editores de bases fusionados a
relaxasas conjugativas, y mostramos que
estas proteinas de fusién son activas en
las células receptoras. Esto permite enviar
maquinaria de informacién genética a
cualquier bacteria receptora de conju-

Figura 1. Bacterias Gram-positivas de interés biotecnoldgico y biomédico que hemos modificado

mediante conjugacion desde E. coli.

gacién sin necesidad de adaptarla a las
sefiales de expresion de la receptora, y sin
el riesgo de sobreexpresar nucleasas que
conllevaria actividad off-target y toxicidad
(Guzman-Herrador y cols, 2024).

Por ultimo, una reciente linea de inves-
tigacién se centra en crear herramientas
para monitorizar la transferencia horizon-
tal de plasmidos en entornos naturales. La
base es la creacién de plasmidos movili-
zables capaces de almacenar la informa-
cion de las células que visitan mediante la
adquisicién de espaciadores en su propio
array. Estos plasmidos permitiran seguir
la trayectoria de elementos genéticos
moviles individuales dentro de mezclas
complejas de bacterias en muestras natu-
rales, lo que aportara valiosa informacién
sobre la diseminacion de plasmidos en la
naturaleza, incluyendo la informacién que
codifican, como resistencias a antibiéticos.
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