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CAPITULO IX

ERA POST-GENOMICA PARA EL DESARROLLO DE NUEVOS
BIOCATALIZADORES

MARIA EUGENIA GUAZZARONI, LUCIA FERNANDEZ ARROJO,
NIEVES LOPEZ-CORTES, MANUEL FERRER

RESUMEN

En la actualidad, la biologia molecular moderna experimenta un aumento hacia

enfoques "-Omicas», y, en particular, la genémica y la (meta) genémica como
herramientas emergentes para el estudio de genes que codifican las enzimas
a nivel de microorganismos individuales y comunidades imposibles de cultivar
y, microorganismos sin explorar hasta ahora. Durante los ultimos afios, hemos
visto enormes avances en nuestra capacidad para aislar microbios y analizar
los genomas individuales, y la informacion proporcionada por estas secuencias
es bastante sorprendente en lo que respecta a descifrar nuevas enzimas con
nuevas actividades. Los métodos moleculares, en particular, (meta) genémica,
se aplican ampliamente para caracterizar nuevos biocatalizadores. La (meta)
gendmica es la aplicaciéon de modernas técnicas de la gendmica al estudio de
las comunidades de organismos microbianos directamente en sus ambientes
naturales, evitando la necesidad de aislamiento y cultivo en el laboratorio de
las especies individuales. Desde entonces, la (meta) gendmica ha
revolucionado la biotecnologia desviando el interés lejos de cepas microbianas
individuales hacia el 99% de las especies microbianas que actualmente se
estima no se puede cultivar. Analizaremos las diferentes estrategias para
aislar nuevas enzimas y como la aplicacion directa de la (meta) gendmica
sobre las comunidades microbianas y sus enzimas revierte en una amplia

gama de aplicaciones biomédicas, industriales y ambientales.
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ABSTRACT

Post-genomic era for the development of new biocatalysts

Currently, modern molecular biology experiences a rise of ‘-omics’ approaches,
and in particular, genomics and (meta-) genomics as emerging tools to study
gene coding enzymes at the level of single microorganisms and communities
of uncultured and, so far, unexplored microorganisms. During the last few
years, we have seen enormous strides in our abilities to isolate microbes and
analyse single genomes, and the information that has poured out of these
sequences is quite astonishing with respect to decipher new enzymes with new
activities. Molecular approaches, in particular (meta-) genomics, are widely
applied to characterize new biocatalysts. (Meta-) genomics is the application of
modern genomics techniques to the study of communities of microbial
organisms directly in their natural environments, bypassing the need for
isolation and lab cultivation of individual species. Since then, (meta-) genomics
has revolutionized biotechnology by shifting focus away from single microbial
isolates towards the estimated 99% of microbial species that cannot currently
be cultivated. We discuss here the different approaches to isolate new
enzymes and how (meta-) genomics can direct application of microbial
communities and their enzymes in a broad range of biomedical, industrial and

environmental applications.

Keywords: Biocatalyst; Biodiversity; Enzyme; (meta-) genomics.

1. INTRODUCCION

Los biocatalizadores son la respuesta de la Naturaleza a muchos retos

industriales y medioambientales. Este articulo detalla los ultimos avances para la

identificacion y mejora de biocatalizadores, con un enfoque mayoritario en la

aplicacion de técnicas independientes del cultivo microbiano.
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Lo que los circuitos integrados son para los ordenadores, la biotecnologia lo
es para las industrias quimica, médica y medioambiental. En la primera linea de esta
revolucidn estan las enzimas microbianas o biocatalizadores — proteinas que juegan
un papel clave en las actividades metabdlicas de los microorganismos,
confiriendoles la habilidad de sobrevivir en un rango de condiciones ambientales
muy diversas. De hecho, las enzimas cumplen una funcion vital en los seres vivos, y
aunque su estudio se remonta a poco mas de cien afios, desde hace miles de afos

hasta la fecha se han utilizado en la preparacion de productos de interés.

La comunidad cientifica ha logrado grandes avances en el aislamiento y
expresion de genes que codifican enzimas que facilitan reacciones quimicas de una
forma sostenible (1, 2); en algunos casos los biocatalizadores pueden reemplazar
compuestos quimicos agresivos en numerosos procesos industriales (3). Esta
capacidad ha promovido una iniciativa de la comunidad cientifica dedicada al

descubrimiento y desarrollo de enzimas.

Dado que las enzimas presentan propiedades cataliticas especificas, solo una
pequeina cantidad de las mismas se requiere para llevar a cabo una conversion
deseada, y los rendimientos hacia el producto a sintetizar son, a menudo, superiores
a aquellos obtenidos por rutas quimicas. Derivadas de fuentes renovables, son
totalmente biodegradables; cualquier exceso de biomasa puede transferirse a
campos agricolas como fertilizante. Ademas, las enzimas trabajan bajo condiciones
suaves de reaccion (a menudo, temperatura ambiente y pH neutro), lo que las

convierte en una alternativa eficiente energéticamente.

Desafortunadamente, muchos de los procesos industriales en los que las
enzimas pueden ofrecer importantes ventajas no se realizan en condiciones suaves.
Es por ello, que el descubrimiento y desarrollo de enzimas que trabajen de una
forma 6ptima a un rango de temperaturas y pH especifico y que no pierdan o alteren
su actividad en presencia de compuestos quimicos adicionales, es de gran interés
(4). También, si una nueva e inusual enzima es descubierta, se puede disefiar un
esquema de produccidn eficiente y econdmicamente viable que lleve dicha enzima al

mercado.
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Las enzimas se obtienen de fuentes naturales, tales como hongos o bacterias,
y posteriormente pueden ser genética- o molecularmente mejoradas o
evolucionadas en el laboratorio para conferir nuevas propiedades especificas. El
nuevo material genético se incorpora a un huésped recombinante, tal como el hongo
Aspergillus, las levaduras Pichia o Saccharomyces o las bacterias Escherichia,
Bacillus o Pseudomonas, que pueden ser facilmente escalables mediante
fermentacion. Las razones para usar un huésped recombinante son entre otras,
garantizar la produccidén segura (algunos microorganismos nativos pueden producir
toxinas o pueden ser patdgenos), conseguir una alta pureza de la enzima producida
y un menor numero y cantidad de sub-productos no deseados y favorecer la

economia del proceso.

2. BIOTECNOLOGIA Y BIOCATALIZADORES

En el siglo XXl se tiene que hacer frente a algunos problemas clave
producidos fundamentalmente por el ser humano (5). Practicas insostenibles en la
utilizacién de los recursos naturales y una industrializacion masiva han ocasionado
un aumento de la contaminacion y una degradacion del medioambiente, que esta
provocando un calentamiento global del Planeta y cambios climaticos extremos. En
paralelo, existen problemas sanitarios derivados no sdélo del incremento y
envejecimiento de la poblacion, sino también de los estilos de vida sedentarios y del
resurgir de epidemias, entre otros. Por lo tanto, hay una necesidad urgente de
nuevas tecnologias, productos y procesos que por un lado, aporten mejoras en las
condiciones de vida (por ejemplo, sintesis de compuestos bioactivos para nuevos
farmacos) y, por otro, cumplan criterios de sostenibilidad (Quimica Verde). La
Biotecnologia, y dentro de ésta la Biocatalisis, ofrecen multiples soluciones técnicas
en salud, medioambiente y en el desarrollo de practicas sostenibles, mediante el
empleo de biocatalizadores, proteinas globulares complejas que estan plegadas
formando un surco o bolsillo en el que encajan la molécula o las moléculas reactivas

— el sustrato — y donde tienen lugar las reacciones (6).

Los biocatalizadores contribuyen a avances médicos, asistiendo no solo a la
sintesis de nuevos farmacos de prevencion y cura de enfermedades como

penicilinas y cefalosporinas semisintéticas, inmunomoduladores y moléculas
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opticamente activas, sino también a la produccidn de nuevos biomateriales
biocompatibles (7, 8). Estos constituyen una herramienta util en la sintesis de
alimentos nutricionales (como vitaminas y triglicéridos estructurados) y funcionales
(por ejemplo, prebidticos, flavonoides, esteroides y acidos poliinsaturados) que
pueden ayudar a prevenir algunas enfermedades (9). En agricultura, se estan
desarrollando nuevas estrategias para la prevencion de enfermedades de plantas
mediante la sintesis, asistida por biocatizadores, de biopesticidas (10). Los
biocatalizadores ofrecen también la posibilidad de optimizar el consumo de materias
primas y de energia, asi como de reducir la contaminacion medioambiental mediante
técnicas como la biorremediacion, biodesulfuracion y sintesis de biodiesel, bioetanol
o hidrégeno (5). En conclusion, los biocatalizadores tienen y tendran un enorme
potencial en una sociedad industrializada y que apuesta por procesos altamente
selectivos. Es por ello que el desarrollo de nuevas y mejores enzimas es un campo
en auge que proporciona nuevas expectativas para quimicos y bidlogos. Para los
quimicos, nuevas moléculas combinatorias, asi como nuevas reacciones quimicas
con una enorme diversidad estructural y funcional, que puede llevarnos a imaginar el
ensamblaje de cualquier compuesto. Y para bidlogos, el descubrimiento de

reacciones bioquimicas inesperadas, asi como de estructuras unicas.

3. EN BUSCA DEL BIOCATALIZADOR IDEAL

Las ribozimas (naturales y combinatoriales y deoxiribozimas sintéticas) han
demostrado ser una herramienta util con gran potencial en la biotecnologia basada
en acidos nucleicos y presentan buenas expectativas para el desarrollo de terapias
moleculares, biosensores y nuevos materiales (11). Sin embargo, aunque presentan
nuevas actividades (y mecanismos de reaccion), su aplicacidon practica en
biotecnologia es limitada porque en la mayoria de los casos el sustrato de las
ribozimas es ARN (12).

El disefio y obtencion de anticuerpos cataliticos constituye también una
alternativa en biotecnologia. Sin embargo, presentan eficacias cataliticas 10%-10°
veces inferiores a las de las enzimas, haciendo de estas ultimas la eleccidén primera
para el futuro desarrollo de la biotecnologia (13). El descubrimiento de nuevas y

mejores enzimas, asi como la ingenieria racional del catalizador para potenciar una
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determinada aplicacion, son claves para un futuro sostenible (3). No obstante, hay
numerosos aspectos que deben ser considerados y que han estimulado diferentes

areas de investigacion.

Asi, muchos procesos requieren enzimas estables y activas en disolventes
organicos o en sistemas con bajo contenido en agua (reacciones en sistemas bi- 0
polifasicos para facilitar la separacion de productos) (14). Sin embargo, la baja
estabilidad y la disminucion de las velocidades de reaccidn limitan la aplicacion
extendida de los biocatalizadores en medios no acuosos. Si bien la utilizacion de
liquidos i6nicos, fluidos supercriticos y medios micelares se ha planteado como
alternativa, la inactivacion de las enzimas por falta de control del pH, la posible baja
estabilidad en presencia de detergentes y los cambios estructurales inducidos por
los cambios de presion, son inconvenientes que limitan la aplicaciéon de los mismos.
Es por ello que se necesitan nuevos biocatalizadores activos y estables en medios
casi anhidros. Quizas, sera importante analizar, mediante métodos computacionales
y de dinamica molecular in silico, los efectos indeseados del disolvente sobre la
enzima (15).

La aplicacion practica de las enzimas requiere también el desarrollo de
estrategias para aumentar no solo su estabilidad y reutilizacidén sino también ampliar
su especificidad de sustrato (promiscuidad catalitica) (8, 16). Para ello existen en la
actualidad técnicas de ingenieria enzimatica (inmovilizacion, modificacion quimica,
disefio de enzimas (semi) sintéticas) y genética (evolucion dirigida, mutagénesis
dirigida, barajado de ADN, mutagénesis al azar y permutacién circular) que permiten
el diseno de novedosos procesos enzimaticos partiendo de biocatalizadores
conocidos (3). Pese a ello, existe una necesidad creciente de desarrollar nuevos
biocatalizadores (17).

4. TECNICAS PARA EL DESCUBRIMIENTO DE BIOCATALIZADORES

El primer paso para el descubrimiento de una enzima es determinar las
condiciones de operacion industrial de la misma, incluida su estabilidad en la
disolucién industrial y la identidad de los constituyentes que pueden inhibir su
actividad. Por tanto, un mayor conocimiento del proceso puede ayudar en el proceso
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de seleccion del mejor método de tamizado para el desarrollo de nuevos
biocatalizadores (18). Preguntas importantes a plantearse en el proceso son, por
ejemplo: ¢ Es la primera vez que se emplean enzimas para la aplicacion en particular
para la cual se busca? ¢Es necesario disefiar una nueva enzima para llevar a cabo
esta reaccion, o existen accesibles enzimas con capacidades similares? y ¢lLa
nueva enzima incrementara el rendimiento de un proceso existente? En la actualidad
se pueden aplicar una variedad de métodos para el descubrimiento de enzimas,

dependiendo del objetivo final:

* Tamizado clasico de microorganismos usando una coleccion establecida de

cepas microbianas.

* Un acceso integrado que involucre tamizados moleculares de
microorganismos aislados y muestras complejas medioambientales; los
tamizados moleculares emplean herramientas gendmicas, protedmicas y

metabolémicas, acopladas con analisis bioinformaticos y computacionales.

* Evolucion molecular mediante ingenieria iterativa de proteinas.

5. TAMIZADO CLASICO DE COLECCIONES DE MICROORGANISMOS

El tamizado clasico se basa en el cultivo de una amplia diversidad de
microorganismos que se encuentran en las colecciones privadas o publicas de
microorganismos. La diversidad viene reflejada no solo por la taxonomia, sino
también por la variedad fisiologica, bioquimica y ecoldgica de los microorganismos.
Aunque el tamizado es un juego de numeros (el éxito en la busqueda dependera del
numero de organismos a rastrear), nos permite identificar genes de interés si se
sabe como y donde buscar (19, 20). De esta forma, el criterio que un biocatalizador
debe reunir ha de estar reflejado en la libreria de microorganismos a rastrear. Por
ejemplo, enzimas para uso en detergentes deben mostrar rendimiento 6ptimo a
valores de pH altos y a temperaturas entre 20 y 50°C. Por otra parte, enzimas para
alimentacion deben trabajar a pH neutro y 37°C (por ejemplo, la temperatura del
tracto digestivo). Ademas, las enzimas de alimentacion deben mostrar una
estabilidad extrema a pH bajos, dado que tiene que actuar en las condiciones

drasticas que existen en el estbmago. Las enzimas secretadas, aquellas que se
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producen extracelularmente por microorganismos, tienen la mayor probabilidad de
actuar en condiciones extremas muy diversas (4). Al contrario que las enzimas
intracelulares, que son estabilizadas en el citoplasma, las enzimas secretadas por
los microorganismos han sido optimizadas para trabajar en ambientes muy diversos
por seleccion natural, dado que han evolucionado durante miles de afos. Ejemplos
de fuentes microbianas para aislar enzimas extracelulares son los lagos salados con
valores de pH muy altos, o fuentes acidas con valores muy bajos de pH, areas geo-
termales con temperaturas cercanas a ebullicion, o regiones polares (21).

El desafio del tamizado de microorganismos es la diversidad infinita de formas
de vida (19, 22). En este punto hay que mencionar que se han identificado hasta la
fecha cerca de 7500 especies microbianas que estan representadas en varios
centenares de miles de microorganismos, los cuales estan accesibles en
laboratorios y colecciones privadas y publicas (23, 24). Sin embargo, una vez que el
meétodo de tamizado ha sido disefiado, los microorganismos (independientemente de
su numero) pueden ser sometidos a un tamizado inicial para encontrar el mayor
numero posible de dianas positivas - microorganismos o enzimas que encajen con
las condiciones de aplicacion. Esto a menudo resulta en un medio de cultivo que
contiene cientos o miles de enzimas (Figura 1, panel izquierdo). En un tamizado

posterior, se aplican ensayos mas restrictivos a los medios de cultivo.
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Figura 1.- Técnicas de tamizado que permiten acceder a nuevas enzimas de interés biotecnoldgico

presentes en la biodiversidad microbiana.

El tamizado de una libreria de microorganismos puede realizarse en placas de
agar solido o en micro-placas, dependiendo del ensayo a realizar. Los ensayos
liquidos en formato de placas multipocillo ofrecen un amplio rango de posibilidades,
especialmente porque el tamizado es independiente del crecimiento del
microorganismo correspondiente (25-29). Normalmente, una libreria se transfiere
desde una placa de agar sélido a una placa multipocillo mediante el empleo de
sistemas robotizados (30). Estas librerias se incuban para crecer una placa madre y
parte de este cultivo se transfiere (preferiblemente mediante sistemas robotizados) a
una placa de tamizado para finalmente identificar el organismo activo en una libreria
hecha de cientos o miles de ellos (29). Los organismos individuales que se
encuentren activos en el tamizado son posteriormente analizados, y las enzimas de
interés directamente purificadas. Alternativamente, el ADN microbiano del organismo
en cuestion puede ser aislado y el gen que codifica para la enzima deseada se aisla
de la mezcla y se inserta en un huésped adecuado. La libreria (una secuencia de
nucledtidos en un gen) se rastrea nuevamente usando el mismo ensayo que se

aplico en el tamizado original.
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Los tamizados funcionales, basados en la identificacion de microorganismos
dentro de una coleccidn que son capaces de transformar un sustrato deseado
mediante el analisis de caldos de cultivo, son a menudo complementados con
técnicas de tamizado molecular que permiten identificar genes de interés por
similitud con secuencias de genes que codifican enzimas conocidas (31, 32). En
otras palabras, la informacion de secuencias de ADN de un conjunto de enzimas
relacionadas se usa para rastrear y clonar genes adicionales de otros
microorganismos. Un alineamiento de las secuencias de nucleotidos o de las
secuencias correspondientes de amino acidos, seguido de la identificacion de
regiones conservadas evolutivamente, hace posible generar reacciones
degeneradas en cadena de polimerasa (PCR) que contengan las secuencias de
ADN correspondientes a regiones homologas. En este caso, simplemente hay que
aislar el ADN del organismo o de los organismos a investigar.

La reacciéon en cadena de polimerasa (PCR) es una técnica ampliamente
usada en biotecnologia para amplificar trazas de ADN (33). El primer paso para la
reaccion de PCR es sintetizar “oligo-nucleétidos” que son disefiados para
complementar las regiones homologas del gen de interés. Mediante el solapamiento
de oligonucleotidos especificos al ADN molde y realizando multiples ciclos de
replicacion dirigidos por los oligonucleoétidos, la secuencia de ADN deseada puede
ser amplificada millones de veces en varias horas. La limitacién de este método es
que se generan solo variantes de enzimas conocidas, pero no totalmente nuevas
(34). La ventaja de este método es que no se basa en la expresién del gen en
cuestion (tanto en el organismo donador como el receptor) y no requiere ensayos
funcionales para detectar la actividad de la enzima. Este método se puede usar para
rastrear librerias medioambientales, dado que no es un prerrequisito disponer de
organismos vivos (este punto se discutira posteriormente). Usando este método,
comenzando con solo media docena de genes homologos se pueden crear cientos

de biocatalizadores de interés industrial (35).

Las técnicas de tamizado descritas anteriormente pueden ayudar a identificar
candidatos de biocatalizadores que actuan de forma correcta sobre la aplicacion en

cuestién. Sin embargo, si la actuacién de la enzima no es aun correcta, se deben
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considerar otras alternativas: iniciar nuevos ciclos de tamizado basados en los
resultados obtenidos en etapas anteriores o realizar programas intensos de
optimizacién enzimatica, por ejemplo, evolucion molecular que involucra técnicas de
ingenieria de proteinas, tales como mutagénesis al azar o recombinacion homdloga
in vitro de genes mutantes seleccionados procedentes de la fragmentacion de ADN
al azar (34).

Se han descrito métodos de tamizado alternativo en los cuales la libreria de
genes procedente de un organismo en cuestion se rastrea funcionalmente mediante
el empleo de ensayos bioquimicos (36). Esto puede realizarse mediante inmuno-
tamizado, que se basa en crear anticuerpos contra todas las proteinas secretadas
en un cultivo libre de un microbio dado. Entonces, se genera una libreria de genes
del mismo organismo, usando un sistema de expresion que dirige la expresion de
proteinas. Un vector es una molécula de ADN que replica en una célula huésped. Si
una pequena pieza de ADN foraneo se incorpora a un vector, éste replicara en la
célula huésped. La libreria de expresion se rastrea con los anticuerpos para
selectivamente identificar clones que expresen las proteinas de interés (36). La
secuenciacion posterior de los clones identificados y la comparacion de las mismas
en bases de datos permite asignar actividades proteicas. La ventaja de este método
es la rapida produccién de todo un conjunto de clones de expresion sin la necesidad
de usar métodos de tamizado funcional que solo permite la deteccién de la actividad

enzimatica deseada.

6. BIOCATALIZADORES Y CULTIVO DIRECTO DE MICROORGANISMOS

Pese a que se dispone en estos momentos de colecciones importantes de
microorganismos, se sabe que el Planeta es una fuente inagotable de nuevos
organismos. Como manifestara el investigador estadounidense Stephen Jay Gould
(1941-2002): “...en la Tierra no vivimos en la Era del Hombre, vivimos hoy, y
siempre, en la Era de los microorganismos”. Los microorganismos son, y siempre
han sido, la forma de vida predominante en la Tierra. Pese a que fueron
descubiertos hace unos 300 afios por van Leeuwenhoek y que la mayor parte de la
investigacion microbiologica se ha producido en los ultimos 100 afios, iniciada con

Louis Pasteur y Robert Koch, lideres en el desarrollo de la disciplina, se cree que
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fueron los primeros habitantes del planeta, hace 3.500 millones de afos. Esto
significa que son 2.000 millones de afos mas antiguos que los organismos
eucariotas, y tienen una tasa de reproduccién mucho mas rapida. Los procariotas
pueden vivir, y sus enzimas trabajar, en ambientes muy diversos (4). La piel
humana, por ejemplo, alberga a unos 100 mil microbios por cm? hay
microorganismos que viven en volcanes a 250°C, otros en ambientes acidos (pH
entre 1 y 2), otros a profundidades entre 5 y 10 Km. de la superficie terrestre
soportando presiones enormes (ver ejemplos en ref. 37). Son fundamentales para el
planeta porque fabrican y mantienen la composicion de la atmdésfera y del suelo,
convierten elementos clave como carbodn, nitrégeno y azufre en formas accesibles
para otros seres vivos, y contribuyen a formar la mayor biomasa del planeta. Como
consecuencia de esas interacciones, se producen (macro) moléculas con
actividades biologicas variadas, que juegan un papel importante en su

supervivencia.

Todo esto convierte a los microorganismos en el foco de importantes
proyectos de investigacion. Incluso, los cientificos destacan la importancia del
estudio no solo de los microorganismos como individuos sino de las comunidades de
microbios, las cuales desarrollan tareas complejas esenciales para la salud de los
seres humanos y la sustentacidn del planeta (37). El objetivo principal de este tipo
de investigaciones, en lo que al tema de desarrollo de biocatalizadores se refiere, se
centra en obtener una coleccion de microorganismos capaces de metabolizar un
determinado sustrato y determinar posteriormente las enzimas responsables de tal
transformacion. Para ello se proponen diferentes programas de aislamiento y
seleccidn de microorganismos a partir del proceso de transformacion de diferentes
moléculas (38) (Figura 1, panel izquierdo).

Para lograr esta premisa mediante el aislamiento y seleccion de los
microorganismos mas adecuados, los cientificos siembran los organismos en un
medio de cultivo junto con los nutrientes basicos y, como unica fuente de carbono,
los sustratos sobre los que se pretende actuar (39). A continuacién, se determina la
concentracion inicial de estos elementos y tras varios dias de incubacion se mide la

concentracion final. De esta forma, los expertos pueden comprobar la capacidad real
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de los microorganismos presentes en una muestra para transformar los compuestos
objeto de analisis. Este procedimiento se aplica por ejemplo para la seleccion de
organismos capaces de eliminar metales pesados o para la busqueda de
organismos capaces de degradar los compuestos (ligno-) celuldsicos para la
identificacion de microorganismos con exo-enzimas que intervengan en su
degradacion (40). Una vez identificado el organismo u organismos portadores de un
biocatalizador de interés, se puede aplicar cualquiera de las técnicas descritas en el
punto anterior para la localizacion y expresidon del gen y la produccion del
biocatalizador.

El estudio de los microorganismos y sus funciones ha sido una fuente
inagotable para el desarrollo de la biotecnologia y su industria (3, 37). Diferentes
nichos microbianos han sido la fuente de no solo moléculas con aplicaciones
terapéuticas como compuestos antimicrobianos, anticancerigenos, antidepresores,
sino también de organismos cultivables con aplicaciones industriales en diversos
campos. A pesar de todas las herramientas de que disponen actualmente los
microbidlogos y de todo el conocimiento generado desde la aplicacion de técnicas
de biologia molecular, nos puede parecer que la complejidad de interrogantes que
tiene ante si la biotecnologia es considerable. Asi, hoy en dia sabemos que toda la
informacion generada en estos aproximadamente veinticinco afios de aplicacion de
la biologia molecular a la microbiologia es tan sélo una pequefia parte de la que se
esta obteniendo desde hace unos pocos afos con la aplicacion de técnicas de
secuenciacion y analisis de genomas. No obstante, hoy es bien conocido que un
simple gramo de suelo puede contener entre 2000 y 8.300.000 diferentes genomas
(37), donde unicamente alrededor del 1% de éstos son accesibles con técnicas
dependientes de cultivo. Es mas, se estima que so6lo un 10% de las especies han
sido descritas, y que el 90% restante representa un enorme reservorio biolégico y
genético (41-44). Las limitaciones para conocer, y por lo tanto acceder a, la gran
diversidad son la dependencia de medios de cultivo y la falta de conocimiento de las
interacciones microbianas que nos imposibilita el cultivo de todos los

microorganismos presentes en una muestra.
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Es claro entonces que existe una gran cantidad de informacion con un
potencial de aplicaciones biotecnolégicas dentro de la porcion no cultivable de
microorganismos. Es por esto que aproximaciones como la (meta-) gendmica
representan una oportunidad para dilucidar mas ampliamente el potencial
biotecnolégico inmerso en las comunidades microbianas (45). La (meta-) gendmica
supone la extraccion, clonacion, secuenciacion y analisis del genoma de una
comunidad microbiana, lo cual permite el estudio de una gran variedad de genes y
sus productos, ademas de un conjunto de operones que codifican rutas de
degradacion o de biosintesis. En este contexto, la (meta-) gendmica es un campo
nuevo de investigacion que se ha desarrollado en la ultima década, con el objeto de
entender la diversidad de diferentes nichos ecoldgicos conformados por
microorganismos cultivables y no cultivables. Su principal objetivo ha estado
centrado en la comprension de los procesos ecoldgicos relacionados con la actividad
microbiana en el planeta, tales como su participacion en los ciclos biogeoquimicos,
la diversidad ambiental, la evolucion de poblaciones, la respuesta del ecosistema a
los cambios ambientales y la influencia de los microorganismos en otros seres vivos
y en el ambiente, entre otros (37). Asi mismo, este campo se ha desarrollado gracias
a la necesidad de identificar nuevos biocatalizadores con aplicacion industrial, que
cumplan funciones unicas, o bajo ciertas condiciones que sean de interés para su

aplicacioén industrial (Beloqui et al., 2008).

7. BIOCATALIZADORES Y (META-) GENOMICA

Del estudio del ADN de comunidades de microorganismos, se ocupa la (meta-
) gendmica, un campo nuevo en el que se busca obtener y analizar secuencias del
genoma de los diferentes microorganismos que componen una comunidad (46).
Idealmente, los métodos independientes del cultivo permiten a los microbiélogos
explotar el potencial bioloégico de comunidades microbianas completas. La (meta-)
genomica, o clonacién desde microorganismos no cultivables (aquellos que no
crecen normalmente bajo condiciones estandar de laboratorio), es una estrategia
alternativa para el aislamiento de biocatalizadores (17, 47, 48). La estrategia ha
proporcionado evidencias de que las fuentes genéticas contienen millones de genes
no caracterizados hasta la fecha (42, 47-49). La particularidad de esta técnica
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radica en el hecho de que no se basa en el cultivo de microorganismos para obtener
el material genético, sino en la extraccion de ADN o ARN mensajero (mARN) de
todo tipo de organismos presentes en una muestra ambiental (Figura 1). Las células
de estos microorganismos se rompen mediante métodos quimicos (condiciones

alcalinas) o fisicos (sonicacion) y el material genético posteriormente aislado.

Una vez que el ADN esta libre, éste es separado del resto de la muestra
usando centrifugacion diferencial, afinidad o precipitacion (34). Enzimas de
restriccidon se emplean posteriormente para fragmentar el ADN (ambas cadenas) en
una secuencia particular de fragmentos mas pequefios. Estos fragmentos son
combinados con vectores — pequefias unidades de ADN que pueden ser insertados
en células para replicar y producir las proteinas codificadas en el ADN. Los vectores
también contienen un marcador selectivo que proporciona al organismo modelo una
ventaja de crecimiento que normalmente no tiene, por ejemplo, una resistencia a un

antibiético particular.

Posteriormente, los vectores que contienen el ADN (meta-) gendmico se
introducen en un organismo modelo, tipicamente E. coli, que crece en un medio
selectivo, de tal forma que solo las células que contiene el vector sobreviven,
formando una colonia. La muestra de células que contiene todo el ADN (meta-)
genomico en vectores se denomina libreria (meta-) genomica y es la que
tipicamente se emplea para la busqueda de nuevas formas de genes (des)
conocidos. El paso final en el procedimiento es el analisis de ADN de la libreria
(meta-) genomica. Esta libreria de genes puede ser rastreada empleando tanto
métodos de PCR basados en homologia de secuencias de ADN como ensayos
funcionales, como se ha comentado en el punto anterior (Figura 1, panel derecho).

Sin embargo, la complejidad de una libreria de ADN (meta-) gendmico plantea
retos técnicos. Estos incluyen: la calidad del ADN medioambiental, normalizacién de
la libreria para evitar el tamizado repetitivo de genes muy abundantes y ampliamente
distribuidos; el tamafio de la libreria (meta-) gendmica, que a menudo requiere
equipos de tamizado de alto rendimiento; la aplicabilidad de la técnica para
organismos eucariotas, que indudablemente se encuentran en el medio-ambiente; la
aprobacion del producto y la produccion, la cual, en muchos paises requiere una
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fuente microbiana conocida y definida (por ejemplo, una bacteria o un hongo); y el
potencial del gen o de los genes detectados para ser expresado correctamente en
un organismo huésped productor (46).

La construccién y tamizado de librerias (meta-) gendmicas esta todavia en su
infancia, y la eficiencia de tamizado es baja en comparacion con el coste y la
complejidad técnica (48) del método en algunos caos. Solamente el tiempo nos dira
si el valor de esta tecnologia residira en estudios ecologicos o se extendera a
aplicaciones industriales, para el desarrollo de nuevos biocatalizadores y nuevos
productos y procesos alrededor de los mismos. Independientemente de ello, la
iniciativa de concretar proyectos metagendmicos requiere de la colaboracién entre
multiples centros de investigacion en todo el mundo, de la mejora de las tecnologias
de secuenciacion de genes (50) y el aprovechamiento de las herramientas mas
actualizadas de bioinformatica (43, 51-56). El avance tecnoldgico es un requisito
para la secuenciacién de (meta-) genomas ya que los secuenciadores que se venian
utilizando, incluso con el proyecto Genoma Humano
(http://nihroadmap.nih.gov/hmp/), no resultan totalmente poderosos para secuenciar
(meta-) genomas en corto tiempo (57).

8. HISTORIA DE LA (META-) GENOMICA EN RELACION A OTRAS “-
OMICAS”

El primer término “-6mico” introducido fue “gendmica” en 1998. Se estima que
una bacteria produce intracelularmente unas 750-1.500 proteinas y excreta una
media de 150-180 (58), mientras que el genoma mas grande de un hongo
filamentoso se estima que produce hasta 3.000 proteinas y excreta 300-400.
Asumiendo que el tamafio medio de una bacteria es de 4 megabases (MB) (59) y
que para un hongo filamentoso es de 30-40 MB (60), solo el 2%-5% de los marcos
de lectura abierta (ORF) en un genoma completo es de interés primario en lo que a
la presencia de biocatalizadores de interés se refiere (44, 50, 61, 62).

Como resultado de la baja proporcion de enzimas identificadas en los analisis
genomicos, se desarrollaron métodos alternativos para rastrear selectivamente

nuevos biocatalizadores (34, 40). Asi, un afo después de la acuiacion del término
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genomico, el concepto “(meta-) gendmica” empezd a usarse, definido como la
aplicacidon de técnicas gendmicas modernas al estudio de comunidades de
microorganismos directamente en su medio natural, evitando la necesidad de aislar
y crecer las especies individuales (37). Esta técnica tiene sus origenes en la
recuperacion independiente de cultivo de genes 16S rARN, iniciada por Pace y
colaboradores hace mas de dos décadas (63). Desde entonces, la (meta-) genémica
ha revolucionado la microbiologia de tal forma que se ha pasado de investigar
aislados microbianos individuales hacia el estudio estimado del 99% de especies
microbianas que se estima no pueden ser cultivados (37). Mientras que el genoma
representa el material genético (ADN) de un organismo individual, el (meta-) genoma
representa el ADN de una comunidad entera de organismos (Figura 2). Sin
embargo, el nivel de complejidad es extremadamente alto en comparacion con el
estudio de genomas individuales. Una de las razones principales son que cada
comunidad microbiana puede contener 10, 100, 1.000, 10.000 organismos y, lo que
es peor, un numero desconocido de diferentes especies desconocidas. Ademas,
puede existir una amplia variacion en la abundancia de cada especie: algunas
especies pueden representar mas del 10% de la comunidad mientras que otras
pueden solo representar menos del 0,1%.

En la actualidad, se encuentran disponibles varios miles de genomas y (meta-

) genomas para investigacion (http://www.genomeonline.org) (64). Por ejemplo, en

2007, la expedicion “Global Ocean Survey” publicé el analisis de 41 (meta-)
genomas (65), y en octubre de 2008,
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Figura 2.- Representacion esquematica de las diferencias entre genémica y (meta-) genémica.

Mientras la primera analiza el material genético de un organismo individual, la
(meta-) gendmica lo hace del conjunto de una mezcla organismos que se

encuentran en diferentes proporciones.

El numero de (meta-) genomas accesibles en las bases de datos publicas
supero los 1300 (42). Hemos entrado en la era de los denominados “proyectos
(meta-) genodmicos” que incluyen, por ejemplo, el proyecto para la creacidon de la
Enciclopedia Gendmica de bacteria y Arqueas (GEBA)
(http://www.jgi.doe.goc/programs/GEBA/) y el proyecto del Microbioma Humano
(http://nihroadmap.nih.gov/hmp/), con otros proyectos visionarios en el horizonte.

La “protedmica” (el estudio de la produccion y funcion de las proteinas totales
de una célula sigui6 a la (meta-) gendmica algo mas tarde, en 1997. Las
investigaciones en el area de protedmica crecieron rapidamente sobrepasando el
numero de publicaciones cientificas relacionadas con la gendmica en 2009,
alcanzando un platé de 3000 publicaciones al afo (37). Aunque las técnicas de
aislamiento de proteinas se han aplicado tradicionalmente a los cultivos de
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microorganismos puros, los ultimos avances en la protedmica de alto rendimiento
han proporcionado nuevas herramientas par obtener una vision integrada de
mezclas complejas de proteinas. En este contexto, se introdujo el término (meta-)
proteogendmica o (meta-) protedmica en 2004 para definir el estudio de mezclas
complejas de proteinas en una muestra ambiental (66, 67). Técnicas como la
electroforesis en dos dimensiones (2-DE) acoplada a la espectrometria de masas
puede ser utilizada para separar e identificar cientos de proteinas de comunidades
microbianas con mas de 50 especies y es posible incluso identificar proteinas de una
mezcla de bacterias con genomas sin secuenciar (68, 69). La (meta-) protedmica se
ha empleado para identificar nuevos biocatalizadores (70), por ejemplo, involucrados
en la degradacion de biomasa (71, 72). A diferencia de las técnicas génomicas que
identifica genes inducidos en un microorganismo frente a sefales especificas, el

proteoma analiza todos los genes que se expresan como proteinas.

El término “transcriptomica” siguio en 1999 y se utiliza para definir el
seguimiento de los cambios globales en la expresion de genes (ARN). Por el
contrario que la gendmica y protedmica, los estudios de transcriptomica no se
hicieron populares inicialmente debido a los problemas técnicos inherentes a la
técnica, fundamentalmente que los microarrays (usados para detectar los niveles de
los transcritos de ARN) son especificos de cada organismo, y por lo tanto, la
secuencia del genoma del organismo en cuestion debe ser conocido (37). En estos
momentos, el numero de estudios se esta incrementando hasta un numero de 200
publicaciones al afio (73-75), debido principalmente a la introduccién de los micro-
arrays de ADN ambiental que permiten medir el nivel de expresion de miles de
genes al mismo tiempo, lo que se denomina (meta-) transcriptoma. También la
introduccién de las técnicas de secuenciacion masiva de ARN, que seran discutidas
posteriormente a lo largo de este capitulo, que han sufrido un auge en los ultimos 5
afos, han contribuido a la expansion de estas técnicas: la secuenciacion directa del
(meta-) transcriptoma permite estudiar el analisis de expresion génica de una
comunidad sin conocimiento previo de su secuencia de ADN, el (meta-) genoma (76,
77).
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Un micro-array de ADN contiene miles de segmentos de ADN adheridos a
una superficie sélida, como por ejemplo vidrio, plastico o chips de silicona. La
tecnologia es un método popular para medir simultaneamente los niveles de
expresion de un amplio numero de genes (78) y puede ser también aplicada a
programas de tamizado de enzimas para detectar genes inducidos bajo condiciones
fisiologicas especificas (79). Por ejemplo, cuando un microorganismo se hace crecer
en un sustrato especifico, los genes involucrados en la utilizacion de este sustrato se
inducen. Esta expresion diferencial permite a los cientificos detectar genes que
puedan degradar este sustrato. Posteriormente estos genes se expresan y testan en
aplicaciones industriales (80). Los micro-arrays de ADN gendmico aparecen como
un método viable para identificar nuevas enzimas involucradas en la degradacién de
sustratos complejos, como nuevas peroxidasas que se expresan cuando el huésped

se crece en pulpa tratada térmicamente (79).

Pese a que la identificacién y cuantificacion de metabolitos se desarroll6
mucho antes usando técnicas de cromatografia de capa fina o cromatografia liquida
o de gases para estudiar los extractos de plantas medicinales o aceites esenciales,
no fue hasta 1998, que se introdujo el término “metaboloma” en un articulo
relacionado con el genoma de la levadura S. cerevisiae (81). Dos afios mas tarde el
término “metabolémica” se empezd a usar en analogia con las otras técnicas “-
omicas” desarrolladas hasta el momento. EI numero de publicaciones relacionadas
con la metabolomica (o metabondémica) muestra un menor crecimiento que la
genomica o protedmica, con aproximadamente unas 600 publicaciones en 2008
(37). Esta baja produccion de debe al hecho de que no se han definido métodos de
analisis definidos para el analisis de metabolomas, a diferencia que la genémica o
protedmica. Avances en el campo del analisis de metabolitos incluyen mejoras en
técnicas cromatograficas, incremento de la resolucion en espectrometria de masas y
resonancia magnetica nuclear, disefio de técnicas bidimensionales y la identificacion
directa de metabolitos en extractos crudos, cuya presencia o0 ausencia esta
directamente ligada a la presencia o ausencia de la enzima correspondiente (82).
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9. COMO SE TRABAJA EN (META-) GENOMICA

La (meta-) gendmica incluye una amplia variedad de técnicas y estrategias de
trabajo. La mayoria de éstas constan de algunos primeros pasos comunes que se

detallan a continuacion.

En primer lugar los investigadores obtienen una muestra de un ambiente
particular (suelo, agua de mar, la boca de un ser humano, etc.) y se realiza una
extraccion de ADN (o ARN) de todos los microbios presentes en la muestra. La
mayoria de los proyectos de (meta-) gendmica se enfocan en los microbios que
tienen pequenas cantidades de ADN, como bacterias o Arqueas (identificadas como
una division mayor de organismos en 1977; pueden vivir en ambientes extremos y
por lo tanto son portadores de biocatalizadores estables y activos en condiciones
extremas) (4).

Una vez que el ADN es extraido se induce una replicacién del mismo en un
microorganismo para crear una “biblioteca” la cual contiene porciones de genomas
de todos los microorganismos de la muestra o se lo secuencia directamente para
estudios comparativos o para busquedas de genes en particular (46), evitando la
necesidad de crear una biblioteca. La secuencia no contiene genomas separados de
cada especie, sino que consiste en una mezcla de millones de fragmentos de ADN

al azar de todos los microorganismos muestreados de una comunidad.

Posteriormente, el tratamiento de la biblioteca de genomas ((meta-) genoma),
depende del objetivo de busqueda. En proyectos de (meta-) gendbmica basado en
secuencias, los investigadores se focalizan en encontrar la secuencia genética
completa -el patron de bases nitrogenadas (A, C, G, T) en las cadenas de ADN — de
los microorganismos descubiertos en la muestra. La secuencia puede entonces ser
analizada de diferentes formas. Por ejemplo, los investigadores pueden usar la
secuencia de una comunidad para determinar el genoma completo de especies
microbianas individuales. Alternativamente, los investigadores podrian usar la
secuencia para analizar el genoma de una comunidad como un todo, lo cual ofrece
informacion sobre la ecologia de la poblacion y la evolucion o la busqueda de genes

qgue codifican enzimas de interés.
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Los proyectos de (meta-) gendmica basados en la funcion, exploran los
productos que producen los microorganismos en una comunidad natural. De esta
forma es posible extraer directamente ADN a partir de una comunidad microbiana e
identificar nuevas proteinas y metabolitos. A través de estos métodos los cientificos
pueden identificar funciones desconocidas hasta hoy (debido a que previamente el
estudio se basaba sdlo en microorganismos cultivados en laboratorio) (83-86).

10. BUSQUEDA DE BIOCATALIZADORES MEDIANTE ANALISIS
COMPUTACIONAL DE (META-) GENOMAS

Los marcos de lectura abierta (ORF) se encuentran normalmente a lo largo de
la cadena de ADN cuando se trata de localizar un gen que codifica una proteina
(86). Un ORF es un conjunto de tripletes de nucledtidos, cada uno de los cuales
codifica un amino acido que se encuentra entre un codén de iniciacion que consta de
tres nucleotidos (normalmente ATG), y un codon de terminacion (normalmente TAA,
TAG o TGA). Sin embargo, esta secuencia no contiene una sefal de parada de la
traslacion antes de crear una proteina completa. Cuando se identifica un nuevo gen
y su secuencia de ADN se descifra, no esta claro cual es su secuencia proteica
correspondiente. Esto se debe a que en ausencia de informacion adicional, la
secuencia de ADN puede ser leida en seis marcos de lectura posible (tres por cada
cadena, correspondiente a las tres posiciones de iniciacion para el primer codon). En
este sentido, un reto primario de la (meta-) gendmica es establecer una conexion
entre una secuencia génica y una funcion y una estructura (87, 88). El desarrollo y la
automatizacion de las tecnologias de secuenciacion, asi como los avances en
bioinformatica, ha permitido secuenciar comunidades enteras en periodos de tiempo
muy cortos y a un precio razonable, generando giga-bases de nuevas secuencias
(89, 90). De esta forma se dispone de una coleccion anotada de secuencias de
nucledtidos y amino acidos accesibles en las bases de datos: mas de 190 billones
de bases estan depositadas actualmente y este numero se duplica cada 18 meses.
Por una parte, esto abre una oportunidad sin precedentes para la busqueda de
nuevos biocatalizadores en esta “caja negra” de nuevas secuencias que pueden

obtenerse mediante la aplicacion de diferentes métodos de secuenciacion (Figura
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3); por otra, el alto numero y variabilidad de secuencias levanta una serie de
problemas de procesado y lleva a las técnicas bioinformaticas al limite.
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Figura 3.- Técnicas de secuenciacion del ADN (meta-) genémico. (A) Dos enfoques diferentes para

secuenciar clones de una libreria (meta-) genémica. (B) Secuenciacion de ADN aislado directamente de

una muestra medioambiental.

En la actualidad las técnicas empleadas para el analisis de datos (meta-)
genomicos se basan en las herramientas computacionales inicialmente disefiadas
para el analisis de genomas microbianos (50). La diferencia radica en que mientras
que actualmente los analisis computacionales generalmente dedican dias o
semanas por ordenador para el analisis completo de un genoma sencillo por
comparacion con bases de datos de proteinas no redundantes (una coleccion de
proteinas de todos los organismos secuenciados hasta la fecha), el analisis de un
(meta-) genoma requiere varios afnos si se utiliza un solo ordenador (91). Es por ello
que uno de los principales cuellos de botella es la falta de algoritmos y de software
para el procesamiento de un gran numero de datos. Esto es de gran importancia
dado que la cantidad y distribucién de especies y, por tanto, de biocatalizadores
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afecta el muestreo y que normalmente se sacrifica un muestreo extenso obtenido
por piro-secuenciacion por otro de mas precision para describir los microorganismos

y biocatalizadores mas abundante en una muestra (52).

Para resolver esto, la mayoria de estudios de (meta-) gendmica se han
centrado en comunidades con bajo numero de miembros como minas acidas que
contienen menos de 10 especies (68). Otros ecosistemas actualmente investigados
incluyen el analisis de comunidades microbianas y biocatalizadores en intestino de
termitas para la busqueda de biocatalizadores utiles en la produccion de energia
(37). La biorremediacion es también un aspecto de interés desde el punto de vista
de desarrollo de biocatalizadores dado que involucra la exposicién a una mezcla de
moléculas con estructuras quimicas muy diversa a una red intrincada de multiples

especies en un escenario contaminado (92, 93).

El enfoque principal de la biologia computacional es descifrar y entender la
biologia de los (meta-) genomas. Estos contienen la informacién necesaria para el
desarrollo y evolucion de organismos vivos. Aunque esta informacion esta incluida
en un codigo de cuatro letras, ésta representa diferentes niveles de complejidad. En
la actualidad el uso combinado de métodos experimentales y computacionales tiene
como objetivo responder a cuestiones moleculares, evolutivas y aplicadas
especificas mediante el uso de técnicas bioinformaticas, una disciplina
multidisciplinar que auna la biologia, las matematicas y ciencias de la computacion
(53). Existen en la actualidad una gran variedad de herramientas bioinformaticas y
paginas webs accesibles para aplicaciones en (meta-) genémica. Estas incluyen un
amplio rango de herramientas para el ensamblado y asignacion de (meta-)
secuencias (91) pero también para la anotacion y analisis automatico de fragmentos
de secuencias y la clasificacidon filogenética y funcional (37, 84-86) de millones de
fragmentos de secuencias (meta-) gendmicas (94-96). Estos analisis se facilitan
gracias a la creacién de un amplio numero de bases de datos publicas que recogen
la mayoria de los proyectos de (meta-) gendmica.

Ejemplos de herramientas web accesibles y publicas para anotacién y analisis
automatico son IMG/M (98), CAMERA (99), MG-RAST (42, 100), RAMMCAP (55),
WebCARMA (85) y Sort-ITEMS (86). Ademas, se han desarrollado una serie de
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herramientas (por ejemplo, TETRA) especificamente disefiadas para el analisis de
(meta-) genomas basados en la composicion de oligonucledtidos de diferente
tamafo o motivos (101-103).

El reto en el ensamblaje se secuencias (meta-) gendmicas deriva del pequefo
tamano de las mismas y la alta complejidad de especies que la forman. Pese a ello,
de forma individual las pequefas lecturas pueden ser comparadas con otras en las
bases de datos de genes (o proteinas) conocidas para identificar secuencias
homologas. Este método tiene menos especificidad en la identificacion de
secuencias homodlogas. Se han disefiado también herramientas para mejorar la
prediccidon de genes (104). Una de ellas es el programa llamado “Metagenomic
ORFome Assembly (MetaORFA)” (105), que consta de tres etapas. Primero, cada
lectura se anota con un marco de lectura abierta (ORF) putativo que codifica una
proteina. A continuacion, cada ORF se ensambla en una coleccién de péptidos
usando el método de ensamblaje EULER. Finalmente, los péptidos ensamblados
(denominado ORFoma) se usan para realizar un escrutinio con bases de datos.

Recientemente, se ha desarrollado un programa que permite el analisis
computacional de un alto numero de secuencias, denominado MEGAN (90). En
éste, antes de realizar el analisis las secuencias de ADN se comparan con
secuencias conocidas depositadas en las bases de datos usando BLAST (105).
MEGAN se usa entonces para explorar el contenido taxonémico de cada conjunto de
datos, empleando la taxonomia de NCBI para resumir y ordenar los resultados. El
software permite diseccionar los resultados sin necesidad de ensamblar o buscar

marcadores filogenéticos especificos.

Los métodos de (meta-) gendmica comparativa se usan para descubrir las
adaptaciones de microorganismos a factores ambientales muy diversos y revelar la
existencia de genes y biocatalizadores especificos (37, 57). Sin embargo, muchos
de los parametros extraidos de estos datos (por ejemplo, caracteristicas genémicas,
funcionales y filogenéticas) son interdependientes e influenciadas por aspectos
técnicos tales como la preparacion de la muestra y el tratamiento de datos, entre
otras, que pueden producir una interpretacién erronea de los resultados. Para evitar
esto, se han propuesto iniciativas para disponer de estandares minimos para la
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obtencion, tratamiento y analisis (meta-) gendmicos, iniciativa que se ha denominado
MINIMESS (106).

Pese al desarrollo de métodos bioinformaticos, uno de los problemas mas
grandes es la calidad de las anotaciones (meta-) gendmicas (107, 108) y el alto
numero de marcos de lectura que se encuentran anotados como “proteina
hipotética” o “proteina hipotética conservada” (61, 62, 106). Como ejemplo, el
analisis de las secuencias obtenidas de una muestra de una planta de tratamiento
de aguas produjo una cantidad considerable de marcos de lectura que codificaban
proteinas hipotéticas conservadas (21%) y a otro tanto no se pudieron asignar
actividades (o funciones) concretas (25%) (109, 110, 111). Ademas, las mutaciones
naturales en una secuencia de amino acidos de una proteina codificada en un
(meta-) gen puede producir una proteina muy similar a otras descritas en las bases
de datos, pero con una bioquimica muy diferente. Por lo tanto, en un escenario
(meta-) gendmico es extremadamente dificil extraer informacion bioquimica de una
secuencia de ADN. En este contexto, se estan disefiando nuevas bases de datos
como MetaBioME (112), especificamente disefadas para facilitar la identificacion
computacional basada en homologia de nuevas enzimas de genomas y (meta-)

genomas.

11. (META-) GENOMICA FUNCIONAL: BUSQUEDA DIRIGIDA DE
BIOCATALIZADORES

Mientras que los métodos de busqueda basados en secuencias de ADN se
basan en comparacion con datos de secuencias homologas, que son obtenidas de
secuencias depositadas en las bases de datos, la (meta-) gendmica funcional se
basa en el tamizado directo de una libreria de clones de ADN que muestran un
fenotipo especifico, es decir, los genes son reconocidos por su actividad y no por su
secuencia (113, 114). El poder de esta aproximacién radica en que no se requiere
que el gen de interés sea reconocido por su secuencia, asegurando que esta técnica
tiene el potencial de identificar directamente nuevas clases de enzimas con
funciones no solo conocidas sino totalmente novedosas (115, 116). Otra ventaja de
este método es que mientras que los métodos basados en analisis de secuencias
pueden resultar en una anotacion incorrecta de secuencias con baja similitud a
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enzimas caracterizadas bioquimicamente, los resultados de la (meta-) gendmica

funcional son inequivocos (117).

La estrategia basica de la (meta-) gendmica funcional se muestra en la Figura
1. Se toma en primer lugar una muestra ambiental y entonces el ADN total es
extraido de la muestra. Este proceso de extraccién es de vital importancia si se
quiere disponer de una muestra representativa (118). En la mayoria de los casos se
prefiere trabajar con ADN de gran calidad y que no esté fragmentado,
preferiblemente con un tamafo de entre 30 y 100 mil pares de bases. Dos métodos
que se usan de forma rutinaria son aquellos que incluyen la lisis directa de la
muestra mediante ciclos de congelacion y descongelacion (119) o wun
fraccionamiento indirecto donde los microorganismos se separan y purifican del
resto de componentes organicos o inorganicos de la muestra previamente a la lisis
(120). La lisis directa es mucho mas rapida y puede proporcionar un mayor
rendimiento en la extraccion de ADN (121). Sin embargo, este método proporciona
todo el material gendmico sin discriminar el origen bacteriano, arquea o eucariota.
Por lo tanto existe una gran probabilidad de la presencia de informacion redundante
en los posteriores tamizados por actividad de las bibliotecas de ADN creadas, lo que
requiere tiempo, es costoso y disminuye la eficiencia del tamizado. Ademas, la co-
extraccion de compuestos indeseados (por ejemplo, acidos humicos del suelo)
puede resultar en procesos de inhibicidon en etapas posteriores de clonacion del ADN
resultante. Para evitar este problema se requieren etapas de electroforesis para
purificar el ADN, lo que disminuye el rendimiento en la extraccion del mismo. Por el
contrario, los métodos de fraccionamiento indirecto, requieren mas tiempo de
procesamiento pero evitan los problemas asociados con la interferencia de
contaminantes e incrementan la eficiencia de los tamizados. La sobre-
representacion de material gendémico de organismos mayoritarios puede ser evitada
mediante el uso de gradientes de cloruro de cesio capaces de separar ADN en
funcion del tamarfio y su contenido GC (34).

En algunos casos, por ejemplo ambientes bajos en nutrientes (por ejemplo,
areas del Artico sometidas a de-glaciacién), la cantidad de ADN extraida es muy

limitada. En estos casos se pueden utilizar métodos de amplificacion gendmica total
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(WGA: Whole Genome Amplification). Otro método es la amplificacion con ADN
polimerasa ¢29 (Multiple Displacement Amplification, MDA) que es capaz de
incrementar la cantidad inicial de ADN a una temperatura constante. Aunque estos
meétodos permiten amplificar al azar el ADN genomico (MDA proporcionando
productos mas largos), éstos se basan en el uso de métodos de PCR
proporcionando una polarizacion de los resultados. Es por ello que en cada caso se
requiere una optimizacion de los procesos y etapas de extraccion de ADN de
suficiente cantidad, pureza y calidad.

El ADN aislado se usa posteriormente para generar una libreria (meta-)
genomica usando un vector apropiado (114). En estos momentos se dispone de una
gran variedad de vectores para la construccion de librerias (meta-) gendmicas (121).
Para la inserciéon de pequefios fragmentos (de 0.5 a 5 mil pares de bases) se
utilizan plasmidos, mientras que para la insercion de fragmentos de hasta 35 mil
pares de bases se utilizan fosmidos (por ejemplo, pCCFOS) o cdsmicos (por
ejemplo, pLAFR3) y en el caso de fragmentos de gran tamafo, cromosomas
bacterianos artificiales (BAC).

La libreria se transfiere posteriormente a un huésped y los clones individuales
se someten a un tamizado para identificar la presencia de una enzima especifica.
Cuando este tamizado se realiza de forma robotizada el método es extremadamente
eficiente para aislar nuevas enzimas de organismos que por métodos
convencionales son inaccesibles. La Tabla | ilustra ejemplos de biocatalizadores
aislados usando herramientas de (meta-) gendmica funcional, que incluyen

esterasas, lipasas, quitinasas, amilasas y amidasas, entre las mas estudiadas.

Como se aprecia en la Figura 4 existe un desfase entre las enzimas que se
requieren en biotransformaciones industriales y las aisladas por técnicas (meta-)

genomicas.
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Tabla I.- Listado de biocatalizadores con potencial interés en biotransformaciones

desarrollados por técnicas (meta-) gendmicas en los ultimos ocho afios

aguas

Suelo 53 alcohol oxidoreductasas 130

Suelo 3 (glicerol dehidratasa y 2 diol 131
dehidratasas

Sedimento marino 4 amidasas, 1 peroxidasa y 1 40
dehidrogenasa

Suelo 8 lipasas 132

Microbiota de raton Una 1,3-1,4-B-glucanasa, tres 1,3(4)- 133
B-glucanasa, 1 B-glucosidasa, a o-
glucosidasa, 1 a-amilasa

Agua de lago 11 lipasas 134

Agua de rio 1 metano y 1 amonio 135
monooxigenasa

Mar de Sargaso 11 endo-B-1,4-glucanasas, 2 136
aminopeptidasas

Rumen bovino 12 esterasas, 9 endo-beta-1,4- 137-140
glucanasas y una ciclodextrinasa

Fosa marina 5 esterasas 141

Sedimento de lago 1 citocromo P450 monooxigenasa 142

Sedimento marino 1 lipasa 143

Suelo 1 esterasa 144

Rumen bovino 1 lacasa 117

Planta de tratamiento de | 43 extradiol dioxigenasas (EDO) 145

aguas capaces de transformar 2,3-
dihidroxibifenol

Bioreactor de mineria Oxidasa (hidracina) 146

Planta de tratamiento de | 1 lipasa (activa a baja temperatura) 147
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Bacterioplancton marino | 110 ciclasas de isoprenoides 148
Sedimento marino 1 esterasa (alcalina) con actividad 3- 149
oxoadipato enol-lactonasa
Tubo digestivo conejo 4 endo-B-1,4-glucanasas de las 150

familias 3 y 5 capaces de hidrolizar
enlaces beta 1,3-, 1,4-y 1-6
Fuente termal 1 esterasa (hipertermofilica) 151
Sedimento marino 1 metalo-proteasa capaz de 152
hidrolizar azocaseina y fibrina
Lago hipersalino, alcalino | 2 quitinasas (familias 18 y 20) 153
Suelo y compost 12 esterasas, una 1,2-dioxigenasa 154
(hogentisato) y 1 amidasa
Suelo contaminado 1 decarboxilasa capaz de catalizar la 155
decarboxilacion de L-cisteina a
cisteamina
Suelo forestal 4 lipasas (familia HSL) 156
Bioreactores de mineria | 3 sulfuro oxigenasas-reductasas 157
Suleo contaminado con | 1 naftaleno oxidoreductasa capaz de 158
petréleo catalizar la conversion de naftaleno a
salicilato
Suelo 1 estireno monooxigenasa que 159
cataliza la epoxidacion de estireno y
derivados para formar los (S)-
epoxidos correspondientes
Sedimento marino 1 esterasa 160
Sedimento marino 2 alcano hidroxilasas, 9 161
dehidrogenasas, , 1 proteasa, 2
oxidoreductasa, 1 amidasa, 1
dioxigenasa, 1 aril-sulfatasa, 1 beta-
lactamasa y 2 hidrolasas
Fuente termal (Tailandia) | 1  fosfolipasa y 1 esterasa 162
(termoestables) activas a pH
alcalinos
Mar de China 2 esterasas 163
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Sedimento de estuario 4-clorobenzoato dehalogenasa 164
Compost 1 poli(DL-lactico) depolimerasa 165
Suelo 2 esterasa (piretroides y piretrinas) 166
Suelo 4  nuevas 4-hidroxifenilpiruvato 167
dioxigenasas (HPPD) que convierten
4-hidroxifenilpiruvato en
homogentisato.
Suelo 1 celulasa 168
Suelo 1 xilanasa 169
Suelo forestal 6 lipasas, cuatro de ellas de la 170
familia 4 y dos de la familia 2
Suelo 1 N-acilhomoserina lactonasa 171
(NAHL)
Agua del Rio Ganges 1 esterasa y 1 dehidrogenasa 172
Suelo 2 lipasas 173
Suelo 2 metalo-proteasas 174
Sedimento de rio | 1 bifenil-dioxigenasa 124
contaminado
Planta de tratamiento de | 38 extradiol dioxigenasas 175
aguas
Compost 3 endoglucanasas (familia 5) 176
Suelo 2 extradiol 1,2-dioxigenasa 177
Suelo antarctico 1 esterasa halotolerante alcalina 178
(nueva familia)
Rumen de bufalo 14 cellulasas (acidas) 179
Suelo 1 lisina racemasa 180
Suelo contaminado 8 extradiol dioxigenasa 181
Rumen bovino 3,5,6-tricloro-2-piridinol hidrolasa 182
Planta de tratamiento de | 1 esterasa estable en presencia de 183

aguas

detergentes y metales
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Suelo de manglar 1 oxidasa multicobre 184

Suelo antarctico 1 lipasa 185
Sedimento marino 15 lipasas 186
Mar de Sargaso 1 hidrogenasa 187
Sedimento marino 14 PAH dioxigenasas 188
Reactor enriquecido en | 1 lipasa (alcalina y termoestable) 189
biomasa

Rumen de vaca 2 lipasas 190
Muestras varias 6 agarasas, 55 amilasas, 27 191

celulasas, 11 quitinasas, 1
ciclodextrinasa y 17 esterasas

Sedimento marino 4-hidroxifenilpiruvato dioxigenasa 192
Sedimento marino 1 lipasa (activa a baja temperatura) 193
Suelo 64 quitinasas 194
Suelo 1 amilasa 195
Compost 1 esterasa (familia VIII) activa en 196

presencia de 5-30% disolventes

Intestino gusano de tierra | 1 feruloil esterasa 197

M Hidrolasas
HLiasas
Hlsomerazas
HLigasas

Ouidoreductasas
B Transferasas

Figura 4.- Distribucion de enzimas empleadas en biotransformaciones industriales (A) y enzimas

presentes en (meta-) genomas bacterianos (B).
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En particular, hidrolasas seguidas de oxido-reductasas y en menor medida
liasas son las enzimas mas utilizadas a escala industrial, mientras que los (meta-)
genomas contienen un mayor numero de oxido-reductasas y transferasas en

comparacion con otras actividades de interés (37).

Hasta la fecha, los datos bibliograficos indican que se han identificado y
caracterizado aproximadamente 1.400 enzimas de microorganismos no cultivables
mediante la aplicacion de técnicas (meta-) genomicas, con un 10% de las mismas
aisladas en el ultimo afio (Tabla I). En este sentido, pese al enorme potencial de esta
técnica para el desarrollo de nuevos biocatalizadores existe una limitacion en lo que
se refiere al numero de enzimas activas, es decir, el acceso a nuevos
biocatalizadores mediante analisis (meta-) gendmicos esta sobreestimado (106). Asi,
se ha estimado que solo el 0,000001% de las enzimas presentes en (meta-)
genomas microbianos pueden ser identificadas por métodos de tamizado
convencional. Por ejemplo, en una muestra que contiene 1.000.000 de
microorganismos y un total de aprox. 2.000.000.000 de genes, el 20% de los cuales
codifica proteinas con actividad enzimatica, solo 400 de ellas pueden ser
identificadas, lo que limita el poder de las técnicas basadas en el tamizado por
actividad (114). Sin embargo, estimaciones actuales indican que pese a los grandes
esfuerzos en proyectos de mega secuenciacion la identificacion de nuevas familias
de proteinas es lineal, lo que indica que los microorganismos continuaran siendo una
fuente de nuevos biocatalizadores en el futuro (122). Como muchos de estos genes
son enteramente novedosos, sus actividades no pueden inferirse por comparacion
con proteinas conocidas en bases de datos, y por lo tanto se han de desarrollar
meétodos funcionales para la identificacion y futura caracterizacion de los mismos

(117). Esto implica el desarrollo de métodos de tamizado de alto rendimiento (29).

La aplicacion de métodos de tamizado por actividad y no por homologia (32),
accesibles a gran escala mediante el uso de sustratos cromogénicos y
fluorogénicos, permiten analizar decenas de miles de clones en un solo ensayo
(Figura 1), independientemente de las secuencia de los mismos. Las metodologias
de tamizado y seleccion deben cumplir una serie de requisitos: (i) deben, si es
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posible, seleccionar directamente la propiedad de interés — se selecciona lo que se
busca, es una de las reglas principales en cualquier programa de busqueda de
enzimas; (ii) el ensayo debe ser lo mas sensible posible en un rango adecuado y
dinamico; (iii) el método debe ser aplicable en formato de alto rendimiento.

Se han disefiado numerosos ensayos para detectar actividades enzimaticas
en medio de agar solido (empleando colonias) o en liquido (empleando lisados
celulares) mediante la produccion de un fluoréforo o un cromoforo (25-27). Los
ensayos en medio agar-solido permiten rastrear unas 10.000 colonias al dia, pero
estan muy limitados por la baja sensibilidad. Asi, los productos de reaccion difunden
de la colonia y solo aquellas enzimas muy activas se detectan. Ejemplos clasicos de
meétodos de tamizado colorimétrico consisten en la suplementacién de los medios de
cultivo con tributirina para detectar actividad lipasa mediante la presencia de halos
correspondientes a la hidrolisis del sustrato. El rango de aplicacion de los ensayos
en medio liquido es mucho mas amplio, pero su aplicacion en formato de alto
rendimiento es todavia muy limitado: en ausencia de sofisticados sistemas roboticos
que son inaccesibles a laboratorios académicos, solo se pueden rastrear de media
los extractos de 1.000 a 10.000 clones (30). Esto convierte a ambos sistemas en
meétodos de bajo-medio rendimiento.

Para generar una libreria (meta-) genomica efectiva, se necesitan métodos
alternativos que permitan enriquecer la muestra en genomas individuales (114). El
gen que codifica un biocatalizador de interés puede representar en muchos casos
una fraccibn muy pequefa, en algunos casos menos del 0,01%, del total
representado en la muestra y por lo tanto la baja proporcion del gen en la libreria
juega un papel critico en los programas de busqueda de biocatalizadores (38). Por
esta razon, se han desarrollado métodos de enriquecimiento alternativo (123),
dependientes o independientes de la secuencia de ADN, como por ejemplo el
método basado en el enriquecimiento del cultivo mediante el uso de medios
selectivos o el marcaje isotopico (SIP: Stable Isotope Probing). Sin embargo, el
inconveniente principal de esta técnica es el peligro de enriquecer la muestra en
organismos de crecimiento rapido que no utilizan los nutrientes suplementados, la

baja eficiencia en el marcaje y la posibilidad de un marcaje indirecto de
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microorganismos que no utilizan el sustrato marcado directamente pero si utilizan

intermediarios del mismo (34, 124).

El tamizado clasico funcional acoplado con técnicas innovadoras tales como
la expresion inducida de genes por sustrato (SIGEX) (125, 126), la pre-amplificacion
inversa por PCR (PAI-PCR) (127) y el barajado de ADN (meta-) genémico (129),
pueden incrementar las posibilidades de los tamizados. De entre ellos, el método de
mayor relevancia para la identificacion de biocatalizadores es el SIGEX, que se
desarroll6 inicialmente para detectar clones que expresan genes catabdlicos
inducidos por la presencia de un sustrato usando una proteina verde fluorescente
(GFP) como gen reportero (125, 126). Los clones que contienen genes expresados
constitutivamente se separan inicialmente mediante Fluorescence Activated Cell
Sorting (FACS) y a continuacion los genes deseados se inducen mediante la
incorporacion del sustrato de interés seguido de una separacidon por FACS.
Utilizando este sistema, que permite analizar hasta 150 mil clones con un tamafio
medio de inserto de 7 mil pares de bases en 17 dias, se han identificado genes
involucrados en la degradacion de benzoato y catecol en una muestra obtenida de
agua superficial. Pese a que el sistema puede ser aplicado en un formato de alto
rendimiento, una de las mayores limitaciones es que solo se pueden detectar genes
que son inducidos por ciertos sustratos, hecho éste que ocurre en un limitado
numero de actividades (menos del 0,2% total).

Otros métodos de tamizado, se basan en el tamizado fenotipico donde se
introduce una ruta catabdlica en un huésped para monitorizar posteriormente el
crecimiento de las colonias frente a un sustrato inaccesible a dicha bacteria. Una
modificacion de este método es el uso de cepas modificadas en las que una
actividad particular esta ausente y la re-introduccién de dicha actividad mediante la
clonacion de fragmentos de ADN (meta-) gendmico permitiria identificar colonias que
contengan el gen de interés. Este sistema permite rastrear la actividad mediante el
método sencillo de crecimiento o no crecimiento, que se puede acoplar con
espectrometria de masas para identificar diferencias en los productos de reaccion de
miles de clones (129).
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12. BIOCATALIZADORES DESARROLLADOS POR (META-)
GENOMICA

Como se muestra en la Tabla 1, las actividades enzimaticas mas estudias e
identificadas por métodos (meta-) gendmicos son hidrolasas que incluyen esterasas,
lipasas, glicosil hidrolasas (celulasas, glucosidasas y xilanasas, por citar las mas
estudiadas) y lactonasas, seguidas de oxidoreductasas, incluyendo mono- y
dioxigenasas. Estas dos superfamilias de enzimas constituyen los dos tipos de
biocatalizadores mas empleados en la industria (3).

Ademas de estas enzimas, Xu et al. (161) han identificado una serie de
alcano hidroxilasas de sedimentos marinos profundos capaces de realizar
oxigenaciones terminales. Un ejemplo que muestra la versatilidad de los (meta-)
genomas microbianos como factorias enzimaticas es la habilidad que presenta la
bacteria E. coli para transformar una gran variedad de compuestos aromaticos
(desde catecol a 2,3-dihidroxibifenol) cuando expresa 38 extradiol dioxigenasas
aisladas de una planta de tratamiento de aguas (145). También se ha desarrollado
otra ruta de sintesis que comienza con L-cisteina y utiliza una decarboxilasa de
suelos alcalinos contaminados (155) para generar cisteamina, un importante
terapéutico. Mas recientemente el grupo del Prof. Jaeger ha construido un conjunto
de cepas de la bacteria E. coli que expresan una variedad de enzimas con potencial
en biotransformaciones industriales, incluidas, benzaldehido liasas, benzoilformato
decarboxilasas, hidroxinitrilo liasas y alcohol dehidrogenasas, que producen
benzaldehido mediante la conversion de benzoina, benzoilformato, mandelonitrilo, o
benzoil alcohol, respectivamente (198). Aunque estos estudios muestran el potencial
de las enzimas obtenidas por (meta-) gendmica, se han de realizar esfuerzos
adicionales para potenciar el uso y la aplicacion de las mismas a escala industrial.
Asi, hasta la fecha, solo una esterasa de un microorganismo no cultivado capaz de
degradar ésteres de tereftalato, un importante componente de bio-plasticos, ha sido
empleado en la industria (199).
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13. DEL DESCUBRIMIENTO A LA COMERCIALIZACION: UNA
VISION DE FUTURO SOBRE LA (META-) GENOMICA DEL SIGLO XXI

En particular, El informe de las Sociedades de Microbiologia sehala que
menos del 1% de las especies bacterianas y menos del 5% de las especies de
hongos son conocidas, y que millones de especies microbianas permanecen
desconocidas, por lo que es grande el potencial de los microorganismos como
proveedores de biocatalizadores. Sin embargo, la complejidad de las muestras
ambientales como portadoras de microorganismos ha proporcionado una visién del
mundo microbiano como una “caja negra” de la cual se sabia que contenia una serie
de funciones o actividades aunque no se conociese su contenido. Las
aproximaciones (meta-) gendmicas acopladas con nuevas herramientas de
produccion y empleo en biotransformaciones de los nuevos biocatalizadores
identificados, permiten acceder al potencial de los organismos no cultivados. Este
punto es de especial interés dado que en la actualidad el tiempo transcurrido entre la
identificacion de una enzima hasta su produccion a escala es de aproximadamente
12 meses, casi tres veces inferior al necesario hace una década y cinco veces
inferior al de principios de la década de los noventa. El descubrimiento de una
enzima es seguido por un proceso de escalado, que normalmente incluye una
seleccion y evaluacion del organismo productor, un desarrollo de la fermentacién y
una optimizacion a escala de 2 L. Posteriormente, se sigue con una fermentacion
microbiana a escala piloto (500-2000 L), durante las cuales se producen pruebas
para control de calidad y determinacion del rendimiento. Finalmente la produccion se
realiza a escala de hasta 160.000 L para la aplicacion industrial de la enzima. Pese a
que este procedimiento esta bien establecido, hasta la fecha no existe ningun
ejemplo de produccion de una enzima obtenida por métodos (meta-) gendmicos a tal

escala, y por lo tanto, se ha de trabajar en esta direccion.
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