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RESUM

Tots els organismes vius coneguts estan formats per cellules, i cadascuna d’aquestes cel-
lules emmagatzema la informacidé necessaria per al funcionament en el seu genoma. La
possibilitat d’estudiar i comparar els genomes complets de diversos organismes ens per-
met definir un conjunt d'informaci6 genetica essencial per al manteniment d'una ceHula
viva en unes condicions definides. En aquest article repassarem com l'estudi de genomes
reduits de manera natural ens permet apropar-nos a coneixer quins son els elements es-
sencials per a la vida i com, a partir de la definicié d'una ceHula minima teorica, sorgeix la
possibilitat de dissenyar i fabricar noves celules semiartificials mitjancant enginyeria bio-
logica. A més de possibles aplicacions biotecnologiques o biosanitaries, l'estudi d’aquestes
noves cellules minimes ens pot ajudar a comprendre 'essencia de la vida.

Paraules clau: genoma minim, cellula minima, vida, reduccié genomica, cellula semi-
sintetica.

MINIMAL CELLS: EVOLUTION AND DESIGN

SUMMARY

All known living organisms are made of cells, and each cell stores all necessary infor-
mation for its proper performance in its genome. The possibility to study and compare
complete genomes from many organisms allows the characterization of a genetic core that
is essential to keep a cell alive in a defined environment. In this article we analyze how the
study of naturally reduced genomes has deepen our knowledge on the elements that are
essential for life, and how the definition of a theoretical minimal cell can help us to design
and engineer novel semiartificial cells. In additions to their potential for biotechnological
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or biomedical applications, the study of such minimal cells can help us to understand the

essence of life.

Key words: minimal genome, minimal cell, life, genome reduction, semisynthetic cell.

INTRpDUCCIO: LA VIDA,
LA CELLULA, EL GENOMA

La biologia és la ciencia que estudia la vi-
da. Pot semblar, doncs, sorprenent, que els
biolegs s’hagin interessat més per descriure
i catalogar els éssers vius que per aprofun-
dir en els fonaments de la vida, buscar el
seu origen i definir-la. No parlarem de 'ori-
gen de la vida, pero si de la seva essencia.
No sembla que aquest tema preocupés ex-
cessivament Darwin, convengut que no era
necessari coneixer l'essencia de la vida per
a l'aveng de la biologia, de la mateixa mane-
ra que no era necessari coneixer l'essencia
de la gravitacié universal per a l'aveng de
la fisica (Peretd, 2008). Tot i aix0, a ningt1 no
se li escapava que els organismes biologics
son molt complexos en realitat. Podriem dir
que la ceHula és l'estructura de dimensions
micrometriques més complexa coneguda, i
encara avui dia desconeixem en gran me-
sura la manera com funciona: com s’estruc-
tura cadascuna de les seves parts per exer-
cir la seva funcié particular i com aquestes
parts s'organitzen de manera harmonitza-
da per donar lloc a un organisme viu. Ja al
segle xx, amb el desenvolupament de la bio-
logia molecular, es va passar de la descrip-
cid cellular a la descripcié molecular de la
vida, i el desenvolupament de la genomi-
ca en els darrers temps no ha fet més que
refor¢ar aquesta visio. Els avengos tecnolo-
gics han permes I'acumulacié de quantitats
impressionants de dades sobre genomes
complets, pero el nostre coneixement sobre
la vida quasi no avanca. No sembla que la
descripcié molecular de la vida sigui prou
per comprendre-la. En l'era postgenomica,
ens trobem limitats per la capacitat d’inter-

pretar aquesta gran quantitat de dades per
arribar a conclusions rellevants que ens aju-
din a comprendre que és la vida.

Sabem que tots els organismes vius co-
neguts estan formats per cellules. Si accep-
tem que la informacio basica per donar lloc
a una cellula viva es troba emmagatzema-
da en el seu genoma, podem tractar d’apro-
par-nos al coneixement intim d'una celula
a través de l'estudi del seu genoma, tractant
d’esbrinar quins son els elements essenci-
als presents en tots els genomes que perme-
ten a la cellula estar viva. Pero fins i tot si
analitzem només la informacié genetica re-
presentada pels gens codificants de protei-
nes, al voltant d'un ter¢ del gens presents en
qualsevol genoma té una funcié descone-
guda (i el nombre s’incrementaria molt més
si tenim en consideracié també aquells gens
per als quals només disposem d’informacio
poc definida sobre la seva funcio), de mane-
ra que és molt dificil predir amb seguretat
quines son les capacitats reals d'un organis-
me concret. El que si que és cert, és que tal
com acumulem dades sobre la composicié
dels genomes dels éssers vius, resulta més
evident que totes les formes de vida sobre el
nostre planeta tenen unes caracteristiques
comunes que ens poden apropar a una de-
finicié de la vida. Aquest nucli central d'in-
formacio basica per a la vida és el que po-
dem anomenar genoma minim.

Pero abans d’endinsar-nos en la defini-
cié d'un genoma minim, hem de tractar de
definir que és la vida, trobar una definicié
que ens faciliti la comprensio del fenomen
de la vida per apropar-nos al seu coneixe-
ment. Podem afirmar que la vida sorgeix de
I'encaixament d’elements no vius de mane-
ra apropiada en l'espai i el temps, per donar



lloc a un sistema que presenta tres propi-
etats fonamentals: homeostasi, autorepro-
duccié i evolucioé (Luisi ef al., 2002). En els
darrers anys, juntament amb la preocupa-
cid per la definici6 de la vida, s’ha desper-
tat també la febre per sintetitzar-la. Aquest
és un dels principals objectius de 'anome-
nada biologia sintética, que pretén d’aquesta
manera comprendre millor la vida i conei-
xer com s’han d’integrar les diferents parts
que conformen una cellula perque funcio-
ni com una entitat organitzada. Per tant, si
les instruccions es troben en el DNA, neces-
sitem primer definir aquest genoma minim
que conté totes les instruccions necessaries
per posar una cellula a funcionar. Una cel-
lula amb tots els seus components coneguts
sera més facil d’estudiar, de manipular i,
fins i tot, podra servir com a recipient on es
puguin afegir altres funcions addicionals
que ens interessin, amb vista a aconseguir
cellules modificades amb utilitats biotecno-
logiques, biosanitaries o bioenergetiques.
Sembla ciencia-ficcio, pero no esta tan lluny
com podriem pensar. Per comprendre mi-
llor la dimensié d’aquest paradigma cienti-
fic, cal coneixer que és una cellula minima
—natural, teorica o artificial— abans d’es-
tudiar per a que ens pot servir.

CELLULES MINIMES NATURALS

En els nostres dies, disposem de siste-
mes molt fiables per estimar les dimensions
dels genomes, ja sigui de manera aproxi-
mada a través de tecniques electroforeti-
ques (Riethman ef al.,, 1997) o mitjangant la
seqlienciacio completa del genoma en estu-
di. En general, els genomes procariotes son
més petits que els dels organismes eucario-
tes. Aquesta circumstancia, sumada a l'in-
terés que presenten molts bacteris per la
seva implicacié en malalties o pel seu in-
teres biotecnologic, ha fet que en poc més
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de deu anys s’hagin seqiienciat completa-
ment 686 genomes bacterians i 53 genomes
d’arqueus (data obtinguda el 17 de juliol de
2008 a la base de dades GOLD, hitp:/fwww.
genomesonline.org/gold.cgi). Les analisis de
les dades disponibles indiquen que, nor-
malment, les dimensions dels genomes bac-
terians es correlacionen perfectament amb
el nombre de gens que contenen (Casjens,
1998), de manera que genomes més grans
corresponen a organismes generalistes, ca-
pacos fins i tot de certes formes de desen-
volupament o amb capacitats metaboliques
complexes (com és el cas de Myxococcus
xanthus, amb 9,14 Mb, que presenta capa-
citat de formar agregats amb «motilitat so-
cial»; o Burkholderia xenovorans LB400 que,
amb un genoma de 9,73 Mb de longitud, és
capag de degradar amb eficacia els bifenils
policlorats, compostos toxics antigament
emprats com a refrigerants i lubricants); els
genomes més petits corresponen a organis-
mes especialistes de dos tipus: simbionts
obligats (ja siguin parasits o mutualistes)
i organismes de vida lliure adaptats a en-
torns oligotrofics. Els genomes microbians
més petits seqlienciats es troben indicats a
la taula 1. Hi trobem tant organismes au-
totrofics com heterotrofics, i s'observa que
tots aquests genomes estan altament com-
pactats, sense que presentin elements repe-
titius ni redundancia genica. Levolucio re-
ductiva d’aquests genomes esta relacionada
amb la seva adaptacié als ninxols ecologics
que ocupen aquests bacteris i la seva dina-
mica poblacional. Tots els genomes presen-
tats a la taula 1 comparteixen una serie de
caracteristiques que, en conjunt, s'anome-
naren sindrome del genoma resident (perque
inicialment es van descriure en bacteris que
vivien a l'interior de ceHules eucariotes). La
reduccié genomica esta acompanyada d'un
increment en el contingut en A + T, perdua
de mecanismes de reparacio i recombinacié
(excepte en el cas de 'arqueu Nanoarchaeum
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TauLA 1. Genomes minimitzats naturals completament seqiienciats,
ordenats d’acord amb la seva longitud. Dades obtingudes de GOLD

. Gens | Contingut
Organisme Tipus 5Stll, Entorn Metubo— Geno- codifi- | en G +gC
e vida lisme ma, kb
cants | (%)

Ca. Carsonella Y-proteo- Mutua- | Pachypsylla | Hetero- 159 182 16,0
ruddii’ bacteri lista venusta trof
Ca. Sulcia Bacteroi- Mutua- Homalodisca | Hetero- 245 227 22,4
muelleri? detes lista coagulate trof
Buchnera Y-proteo- Mutua- | Cinaracedri | Hetero- 420 362 20,1
aphidicola BCc? bacteri lista trof
Nanoarchaeum Arqueu* Simbi- Ignicoccus Hetero- 490 536 31,6
equitans ont® sp. trof
Mycoplasma Mollicutes Parasit Homo Hetero- 580 477 31,7
genitalium sapiens trof
Ca. Vesicomyoso- Y-proteo- Mutua- | Calyptogena | Autotrof | 1.022 976 34,0
cius okutanii bacteri lista okutanii
Pelagibacter ubique a-proteo- Lliure Aigua Autotrof | 1.308 937 316

bacteri marina
Prochlorococcus Cianobac- Lliure Aigua Autotrof | 1.657 1717 | 30,8
marinus teri marina

'El seu contingut génic sembla incompatible amb la vida; potser s'apropa més a un nou tipus d’organul (Ta-

mames et al., 2007).

2Coexisteix amb Baumannia cicadellinicola (y-proteobacteri).

*Coexisteix amb Serratia symbiotica (y-proteobacteri).

*Tot i que es va proposar que pertanyia a un nou filum, Nanoarchaeota (Huber et al., 2002), recentment s’ha
considerat que representa un llinatge relacionat amb arqueus termococcals amb acceleracié evolutiva (Bro-

chier et al., 2005).

*No esta totalment aclarit si la relacié amb I’hoste és mutualista, comensal o parasitica.

equitans, per al qual, a causa de la necessitat
de sobreviure en un ambient hipertermofi-
lic, aquests gens resulten essencials) i un in-
crement en la taxa evolutiva dels gens pre-
servats que, en alguns casos, es comporten
com pseudogens (restes de gens que no do-
nen lloc a una proteina activa).

Els estudis filogenetics demostren que
els simbionts obligats deriven d’avant-
passats de vida lliure amb genomes més
grans (Baumann, 2005; Brochier et al., 2005;
Kuwahara et al., 2007). L'adaptacio a la vi-
da a l'interior de cellules hostes fa dismi-
nuir la pressi6 selectiva sobre gens que no
sOn necessaris en un ambient protegit o re-
sulten redundants, ja que 'hoste pot prove-
ir els dos membres de la simbiosi. L'analisi

comparativa dels genomes d’endosimbionts
ha posat de manifest que existeix un nucli
de gens essencial per al manteniment de la
maquinaria necessaria per sobreviure en
simbiosi obligada, i que les diferencies ob-
servades deriven de l'adequaci¢ als requeri-
ments especifics de cada tipus de simbiosi,
ja sigui parasitica o mutualista i, en aquest
segon cas, de les necessitats nutricionals
de I'hoste i la ubicaci6 del bacteri en les cel-
lules especialitzades (Gil ef al., 2003).

Els genomes més reduits estudiats per-
tanyen a endosimbionts d’insectes, i els ca-
sos més extrems son els representats per
Candidatus Carsonella ruddii (Nakabachi
et al., 2006), Candidatus Sulcia muelleri (Mc-
Cutcheon i Moran, 2007), i Buchnera aphi-



dicola BCc (Perez-Brocal et al., 2006). Molts
insectes tenen dietes restringides, nutrici-
onalment deficients, i depenen d’aquests
bacteris endosimbionts per a la sintesi
d’aminoacids essencials o vitamines per a
la supervivencia i 'adequada reproduccio.
Candidatus Carsonella ruddii (endosimbiont
del psilid Pachypsylla venusta, que s’alimen-
tanomés de floema de lledoner) té un geno-
ma de només 160 kb, molt compactat, amb
pautes de lectura oberta superposades. No-
més cent vuitanta-dos gens codificants de
proteines han estat proposats per a aquest
genoma (Nakabachi et al., 2006). Tot i ser el
genoma més petit seqiienciat, no queda clar
si Ca. Carsonella ruddii és realment un bac-
teri o ha transferit part dels seus gens al nu-
cli del hoste, de manera que es trobaria a
mitjan cami entre una céHula i un organul.
De fet, no tots els gens essencials implicats
en els processos de replicacid, transcrip-
cid i traduccié han pogut ser identificats en
aquest genoma, i alguns dels gens implicats
en la sintesi d’'aminoacids essencials (fins i
tot vies metaboliques completes) estan ab-
sents (Tamames ef al., 2007).

Candidatus Sulcia muelleri (McCutcheon
i Moran 2007), endosimbiont de linsec-
te Homalodisca coagulata, que s’alimenta de
xilema de diferents plantes, presenta un ge-
noma de 245 kb amb només 227 gens codi-
ficants de proteines. En aquest cas, hem de
considerar que l'associacié simbiont és en
realitat un consorci, del qual també parti-
cipa un segon bacteri, Candidatus Bauman-
nia cicadellinicola, amb 595 ORF en un ge-
noma de 686 kb (Wu et al., 2006). Lestudi
funcional dels gens presents en aquests dos
genomes ha permes posar de manifest que
Ca. Sulcia muelleri manté una relacié més
antiga amb I'hoste, i que la relacié amb Ca.
Baumannia cicadellinicola es va produ-
ir en el moment del canvi d’alimentaci6 de
l'avantpassat de 'insecte, d'una dieta a ba-
se de floema a una altra composta per xile-
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ma (Takiya et al., 2006). L'evolucié conjunta
d’aquest consorci ha dut a una situacié en
la qual existeix una perfecta complementa-
rietat en el subministrament d’aminoacids i
vitamines per part dels dos endosimbionts.

En el cas de B. aphidicola BCc (Perez-Bro-
cal et al., 2006), endosimbiont del pugé del
cedre, també s’ha establert un consorci amb
un altre bacteri, Candidatus Serratia symbi-
otica, per a la provisié de nutrients essenci-
als a I'hostatger. Tot i que aquest genoma és
més gran que els anteriorment descrits, cal
destacar que hi ha fins a quatre genomes de
diferents soques de B. aphidicola (procedents
de diferents especies de pugons) completa-
ment seqiienciats, i que la soca BCc presen-
ta una reducci6 de fins a 200 kb respecte
als altres tres genomes. A més, Ca. Serratia
symbiotica esta considerada com un simbi-
ont facultatiu en les altres especies de pu-
gons, pero sembla un endosimbiont obligat
de Cinara cedri, el pugo del cedre. El genoma
de B. aphidicola BCc, amb 420 kb i 362 gens
codificants de proteines, en ser comparat
amb el dels altres genomes de B. aphidico-
la ens ha permes aprofundir en l'analisi de
la reduccié dels genomes d’endosimbionts
en fases avangades del procés i en les seves
conseqtiiencies evolutives i ecologiques.

També els genomes del parasits obligats
pateixen el sindrome del genoma resident.
El cas més notable conegut és el de Myco-
plasma genitalium (Fraser et al.,, 1995), para-
sit epicellular huma causant d’infeccions
de transmissié sexual. El seu genoma de
580 kb va ser el segon genoma bacteria se-
qlienciat i encara és el genoma més petit co-
negut d'un organisme que pot ser cultivat
en el laboratori.

Altres casos estudiats amb genomes
no tan reduits (tot i que encara pel vol-
tant d’l Mb) corresponen a bacteris auto-
trofs mutualistes obligats, capacos d’apor-
tar quasi tots els nutrients necessaris al seu
hoste. En aquesta circumstancia trobem
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Candidatus Ruthia magnifica (Newton et al.,
2007) i Candidatus Vesicomyosocius okuta-
nii (Kuwahara ef al.,, 2007), endosimbionts
de molluscs del genere Calyptogena, que
habiten les profunditats marines. Aquests
bacteris son capagos de fixar CO, emprant
electrons procedents del H,S i tenen el po-
tencial de sintetitzar practicament totes les
biomolecules essencials per als seus hostes.
A canvi, les cellules especialitzades del mol-
lusc que contenen els bacteris (bacteriocits)
estan situades entre les cellules epitelials
branquials i el sistema circulatori, i eviten
que el H,S i el nitrogen o oxigen reaccionin
espontaniament, per tal de poder-los em-
prar com a donants i receptors d’electrons,
respectivament, una situacié que no podria
donar-se de manera simultania en una cel-
lula de vida lliure.

També en organismes de vida lliure pot
donar-se un fenomen de minimitzacié ge-
nomica similar al descrit en endosimbionts.
Es el cas de bacteris que viuen de manera
independent formant grans poblacions en
ambients oligotrofics, en que el procés se-
lectiu d’adaptacié a un ambient pobre en
nutrients afavoreix l'aparicié d’organismes
amb una maquinaria cellular reduida i un
augment de la relaci6 superficie-volum per
tal d’economitzar recursos. Bacteris foto-
trofs marins com Prochlorococcus marinus
(cianobacteri) i Pelagibacter ubique (x-pro-
teobacteri) es troben entre els organismes
més abundants al nostre planeta i presen-
ten genomes del voltant d'1 Mb, similars,
per tant, als de bacteris endosimbionts au-
totrofs. Diversos genomes de diferents eco-
tipus de Prochlorococcus han estat seqiienci-
ats (Dufresne et al., 2003; Hess, 2004; Rocap
et al., 2003), i mostren una gran variabilitat,
fet que indica una gran capacitat per mo-
dificar-se en funcié de l'ambient. Lecotip
MED4 de P. marinus, adaptat a 'elevada in-
tensitat luminica de la superficie dels oce-
ans, presenta el genoma més petit descrit

per a aquesta especie autotrofa (1,66 Mb).
Pero el genoma més petit conegut per a un
ésser viu capag de viure independentment
correspon a P. ubique, un bacteri fotohetero-
trofic pertanyent a I'abundant clade SAR11
(Morris et al., 2002), amb només 1,308 Mb i
un conjunt de 1.354 gens codificants de pro-
teines (Giovannoni et al., 2005).

Lexistencia d’aquests genomes reduits
en la natura ens planteja una qtiestio: si els
organismes que els posseeixen han pogut
prescindir de part dels genomes ancestrals,
és que aquestes parts no eren essencials per
a la vida; com podria ser, doncs, una cellula
minima? Quin seria el genoma minim, és
a dir, el conjunt minim de gens capag de
sustentar una forma de vida en condicions
controlades (abséncia d’estres i medi nutri-
cionalment ric)? (Koonin, 2000). La resposta
a aquesta pregunta que, en definitiva, ens
apropa un poc més a coneixer l'essencia de
la vida, s’ha abordat de diferents maneres,
que passem a analitzar a continuacio.

CELLULES MINIMES TEORIQUES

Els espectaculars avengos de la genomi-
ca en els darrers temps estan permetent
que cada dia coneguem més i més genomes
complets d’organismes. Podem aprofundir
en el coneixement de quins gens son essen-
cials per al sosteniment d'una céHula viva
per comparacié del genomes coneguts, ja
que les funcions essencials han d’estar re-
presentades en tots els organismes. Aques-
ta aproximacié comparada és especialment
util en bacteris, no sols a causa de l'elevat
nombre de genomes disponibles, sind tam-
bé al fet que la majoria de les proteines bac-
terianes s’han mantingut suficientment con-
servades al llarg de l'evolucid per permetre
predir la funcié d'una proteina desconegu-
da codificada en un genoma dun bacteri
poc caracteritzat d’acord amb la similitud



amb proteines perfectament caracteritza-
des procedents d’organismes model ben es-
tudiats geneticament i bioquimicament. Tot
i aix0, una vegada identificada la funcié te-
orica de totes les proteines codificades en
un genoma, s’haurien de procedir a iden-
tificar no sols els gens comuns als diferents
genomes comparats, sind també quines so6n
les funcions comunes, ja que és possible
que proteines diferents, amb origens dife-
rents (proteines no ortologues), tinguin una
mateixa funciéd, i sén realment les funcions,
ino les proteines concretes, les que sén im-
prescindibles per al funcionament correcte
de la céllula. Finalment, I'iinica forma d’es-
brinar si realment un gen (i, per tant, la fun-
cié que exerceix el seu producte proteic) és
essencial, seria comprovant-ho experimen-
talment: I'eliminacio, interrupcié o silencia-
ment d'un gen essencial sera incompatible
amb la vida. D’acord amb aquests principis,
hi ha dues maneres basiques d’aproximar-
nos al concepte de célula minima (possei-
dora d'un genoma minim): de manera com-
putacional i experimental. La combinacid
d’ambdues ha estat molt til en la definicio
d’un hipoteétic genoma minim teoric.

La primera aproximacié al genoma mi-
nim amb genomica comparada va ser re-
alitzada quan van ser seqiienciats els dos
primers genomes bacterians (Mushegian i
Koonin, 1996). Els genomes corresponien a
Haemophilus influenzae i Mycoplasma genitali-
um, dos patogens humans amb genomes na-
turalment reduits, a causa de la seva forma
de vida parasitica, i molt allunyats filogene-
ticament. La hipotesi de partida era que els
gens conservats entre dues formes de vida
que han patit una evoluci6 reductiva inde-
pendent haurien de ser essencials i totes les
funcions essencials devien estar comparti-
des. El resultat va ser la proposta d'un con-
junt minim format per 256 gens, la majoria
dels quals estan implicats en I'emmagatze-
mament i processament de la informacié
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genetica, el processament i manteniment
de proteines funcionals i unes capacitats
metaboliques molt limitades. Moltes altres
analisis comparatives s’han fet des d’aquell
moment (revisades per Carbone, 2006), pe-
ro el sistema té algunes limitacions: resul-
ta complicat reconeixer els veritables casos
de desplacaments no ortolegs (proteines no
ortologues amb la mateixa funcid) i, com
que no disposem d’informacié de quasi un
ter¢ dels gens representats en un genoma,
fins i tot el conjunt minim proposat conté
gens de funcié desconeguda. D’altra banda,
la majoria dels conjunts minims proposats
d’acord amb estudis comparatius esta prin-
cipalment format per gens implicats en fun-
cions per a les quals no hi ha alternativa en
la natura (un bon percentatge dels quals es-
ta implicat en la complexa maquinaria de
traduccio, incloent-hi els ribosomes), pe-
ro contenen xarxes metaboliques deficients
que no serien compatibles amb el manteni-
ment d"una cellula viva. Aixo és degut al fet
que hi ha molts metabolismes possibles, de-
penent de les disponibilitats d’energia i nu-
trients de I'entorn, de manera que cap de les
possibles formes de metabolisme esta com-
pletament conservada.

Una aproximacio alternativa amb base ge-
netica consisteix a identificar quins son els
gens essencials per al manteniment d'una
cellula viva de manera experimental. Estu-
dis d’inactivacid de gens a gran escala s’han
realitzat amb diferents organismes model,
emprant diferents estrategies que van des
de la inactivacio sistematica de gens, 1'is
massiu d’elements transposables o la uti-
litzacié6 de RNA antisentit per inhibir l'ex-
pressio genica (revisats a Feher et al., 2007,
Reznikoff i Winterberg, 2008). Pero, una ve-
gada més, existeixen limitacions. A banda
de falsos positius (gens considerats essenci-
als que només retarden el creixement sense
impedir-lo) i negatius (gens essencials que
poden permetre interrupcions en zones no
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vitals per a la proteina codificada o poden
funcionar amb una expressio residual), una
de les principals limitacions és que la inac-
tivacio d'un gen individual no permet iden-
tificar funcions essencials codificades per
gens redundants, i alguns gens que poden
ser eliminats individualment poden no ser
simultaniament dispensables. De manera
que, en general, el conjunt de gens essen-
cials determinats d’aquesta manera sol ser
només un subconjunt dels gens que hauria
de contenir un genoma minim.

Es possible apropar-nos un poc més al
contingut genic dun hipotetic genoma mi-
nim si combinem totes les estrategies ante-
riors i tractem de donar un sentit coherent al
metabolisme minim que s’inferiria de l'es-
mentat genoma. Aquesta va ser 'aproxima-
cié emprada pel nostre grup (Gil et al., 2004)
per proposar un genoma minim teoric com-
post per dos-cents vuit gens, seixanta-dos
dels quals estan implicats en el metabolisme
cellular formant una xarxa metabolica amb
unes propietats topologiques i estequiome-
triques coherents (Gabaldon et al., 2007). En
qualsevol cas, sembla segur que es podrien
proposar diferents genomes minims basats
en les funcions definides com a essencials
per a una cellula moderna, en la qual dos
tercos del genoma estarien dedicats a pro-
cessos informatics (replicacio, transcripcio,
traducci6 i manteniment de proteines fun-
cionals) i serien constants, amb un ter¢ de
gens implicats en el metabolisme, variables
en funcid de les condicions de I'entorn.

Una altra via possible per definir el con-
tingut genic d'un hipotetic genoma minim
seria partir de la definici6 previa de les fun-
cions essencials, buscant el minim comple-
ment bioquimic capag de realitzar-les, en-
cara que el conjunt definit aixi no s’hagi
trobat mai en una cellula moderna cone-
guda (Forster i Church, 2006). Aquest siste-
ma «modular» per determinar el contingut
d'un genoma minim té 'avantatge que cap

dels gens considerats com a integrants de
I'hipotetic genoma minim tindria una fun-
cié desconeguda, de manera que totes les
capacitats del sistema serien conegudes a
priori. D'altra banda, cadascun dels moduls
funcionals pot haver estat analitzat previ-
ament per comprovar el seu funcionament
independent, de manera que només faltaria
comprovar que el conjunt és capag de com-
binar-se per treballar com una entitat orga-
nitzada. Laproximacié bioquimica de Fos-
ter i Church (2006) els porta a definir un
genoma minim compost per només cent
cinquanta-un gens. Cal considerar que els
autors assumeixen que tots els nutrients i
I'energia han de ser aportats per l'entorn (i,
per tant, no cal incloure gens implicats en
el metabolisme), i que el sistema pot estar
contingut en una vesicula lipidica generada
espontaniament en un entorn amb molecu-
les amfilitiques. Tot i que aquestes assump-
cions estan lluny de ser demostrades, i que
queden altres reptes per resoldre abans que
siguem capagos de sintetitzar un sistema
d’aquestes caracteristiques, el pla per dur
el projecte a la practica (Forster i Church,
2007) ens deixa molt a prop de la sintesi
d'una veritable cellula viva artificial.

CEELULES MINIMES (QUASI)
SINTETIQUES

Sembla, per tant, que la sintesi d"un sis-
tema dotat de les propietats que li conferei-
xen la propietat d’estar viu no és un objec-
tiu impossible. A més, un sistema dotat d'un
genoma minim en el qual tots els compo-
nents tinguin una funci6 coneguda i essen-
cial podria ser la millor manera d’apropar-
nos al coneixement de les caracteristiques
d’aquest sistema viu, capa¢ d’automantenir-
se, reproduir-se i evolucionar.

A banda del sistema dissenyat per Fos-
ter i Church (2006), que ens portaria a una



forma de vida completament diferent de
les que ja coneixem (tot i que inspirada en
aquesta), hi ha dues possibles aproximaci-
ons a un genoma minim mitjancant la ma-
nipulacié de cellules ja existents: eliminant
les parts no essencials de genomes més
grans o introduint un genoma sintetic en
una cellula a la qual previament se li ha eli-
minat el genoma propi.

La minimitzacié de genomes naturals ha
estat una estrategia molt emprada en els
darrers anys. Els genomes d'organismes
models com Escherichia coli, Bacillus subtilis
o M. genitalium (que ja abans de la reduc-
cidé addicional presenta el genoma més pe-
tit conegut per a un bacteri amb capacitat
de vida autonoma) o el d’organismes d'in-
teres biotecnologic com Corynebacterium
glutamicum, han estat sotmesos a diferents
experiments orientats a eliminar aquelles
parts del genoma que no semblen essenci-
als (revisats a Feher et al., 2007). Per acom-
plir aquest objectiu, és convenient deter-
minar primer quines sén les regions que
poden ser prescindibles (com ara, aque-
lles que son producte de transferéncia ho-
ritzontal, bacteriofags, plasmidis conjuga-
tius o elements transposables). Una vegada
identificades, existeixen diferents metodes
que ens permeten l'eliminaci6 de les regi-
ons seleccionades, mitjancant 1'as de plas-
midis o DNA lineal, combinats amb la uti-
litzacié de recombinases especifiques de
lloc o transposons. Seguint aquests proce-
diments, ha estat possible reduir el genoma
d’E. coli entre un 15,3 % i un 21 % per acon-
seguir noves soques que presenten, fins i
tot, algunes propietats millorades (Mizo-
guchi et al., 2007; Posfai et al., 2006). En situ-
acions més extremes, quan el genoma d’E.
coli es va reduir en quasi un 30 % (Hashi-
moto et al., 2005), van apareixer efectes ne-
gatius, com sén una morfologia cellular
aberrant o la reduccié de la taxa de creixe-
ment, tot i que la nova soca amb el genoma

CELLULES MINIMES: EVOLUCIO I DISSENY 53

aixi reduit s’havia obtingut per combinacié
de delecions en série de regions préviament
eliminades sense efectes adversos. Es a dir,
superat un cert limit (que no esta ben defi-
nit) l'eliminacio de regions genomiques te-
oricament prescindibles resulta nociva per
a la cellula. Potser l'arquitectura del cromo-
soma, l'existencia d'una certa forma de con-
nexio6 encara no ben coneguda entre les di-
ferents parts del genoma d'una cellula real,
estigui implicada en aquesta dificultat per
eliminar de manera seriada fragments cada
vegada més llargs de genoma.

Una altra possibilitat per arribar a acon-
seguir un genoma minim seria sintetitzar-
lo de novo i introduir-lo després a I'interior
d'un compartiment cellular ja existent. El
que fa uns anys hagués resultat impensa-
ble, és avui dia una tasca abordable. La tec-
nologia disponible actualment per a la sin-
tesi de llargs fragments de DNA és suficient
per permetre la sintesi de genomes petits
amb suficient fiabilitat i amb un preu cada
vegada més assequible. De fet, s’ha passat
en pocs anys de la capacitat de sintetitzar
un genoma viric viable (Cello ef al., 2002) a
la sintesi de moduls genetics complets (Ko-
dumal et al., 2004) i, a principis de 2008, a la
sintesi completa del genoma de M. genitali-
um (Gibson et al.,, 2008). Introduir un geno-
ma de DNA nu dins una cellula també ha
estat una tasca aconseguida recentment pel
grup de C. J. Venter (Lartigue et al., 2007),
una vegada més aprofitant les peculiars ca-
racteristiques dels micoplasmes, amb geno-
mes reduits i sense paret cellular. Tot i aixo,
no queda clar com el genoma original de la
cellula emprada com a receptora va deixar
pas al nou genoma trasplantat, de mane-
ra que no és possible saber si I'experiment
funcionaria en altres circumstancies, amb
un altre tipus de bacteri receptor o amb un
DNA sintetic.
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COMENTARI FINAL:
ENGINYERIA BIOLOGICA
AMB CELLULES MINIMES

La possibilitat de sintetitzar cellules mi-
nimes dotades de vida no sembla un objec-
tiu llunya. Aquestes cellules ens ajudaran
sens dubte a coneixer amb més profunditat
l'esseéncia de la vida, a través de l'estudi del
fenomen d’'una manera simplificada i con-
trolada, per adquirir un millor coneixement
de com funcionen els sistemes cellulars in-
tegrant cadascun dels seus components. Pe-
ro podem (i sens dubte és un dels reptes de
la biologia del futur) anar un pas més en-
lla. Podem emprar aquestes noves cellules
simplificades com a contenidors per fer en-
ginyeria biologica i dotar el sistema de les
propietats que ens interessin (Andriananto-
andro et al., 2006; Drubin et al., 2007; Isalan
et al., 2008; Serrano, 2007). Podem fabricar
cellules que tinguin aplicacions en el camp
de la bioremediacio, la biomedicina o la fa-
bricacié de biocombustibles més ecologics
i sense dependre de fonts esgotables, per
exemple. Podem crear noves formes de vi-
da. Fins i tot podem modificar el codi gene-
tic per poder introduir nous aminoacids en
les proteines, i dotar-les de noves propietats
(Drubin et al., 2007). Pero potser tot aixo for-
ma part d'una altra historia que encara es-
tem comengant a escriure. Una historia que,
sens dubte, hauria semblat de ciéncia-ficcid
al nostre benvolgut Charles Darwin.
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