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Cuatro anos de SEM@foro

Victor J. Cid.

Director Editorial (2011-2016)

o

Estimados/-as socios/-as de la SEM,

Este nimero 61 es ya el noveno de la etapa
SEM@foro de nuestra revista, que comenzd
su andadura en 2012 continuando la linea
editorial del titulo anterior, Actualidad SEM.
A pesar de que estos afios no han sido bue-
nos para la ciencia espafiola, quien hojee en
el futuro nuestra revista en busca del testimo-
nio de una desaceleracion de la Microbiologia
en Esparia no encontrara pistas mas alla de
los suspiros que dejaron entre lineas algunos
de nuestros articulistas. La unica evidencia
de la crisis que encontraran los historiadores
en SEM@foro es la reduccion de la tirada de
1800 a 250 ejemplares, una buena noticia
sin duda para los bosques y los carteros, pero
acaso mala para la visibilidad «no virtual» de
nuestras actividades. Lejos de evidenciar
pesimismo, por nuestras paginas han pasa-
do resefias de equipos de investigacion con
lineas vivas y solidas en las que prevalece la
vocacion y la emocion por la ciencia sobre el
desaliento generado por las escasas expec-
tativas a la financiacion de becas y proyectos
e incluso, en ocasiones, de los propios Institu-
tos de Investigacion y Universidades. La crisis
no se ha evaporado del todo y sus efectos
han causado heridas en nuestra actividad
investigadora que tardaran mucho tiempo en
cicatrizar, pero de alguna manera ya hemos
comenzado a pensar que hay vida detras de
la crisis... Y, si hay vida, esa vida comenzara
siempre siendo microbiana. La Microbiologia
sigue.

Se me ocurren dos razones por las cuales
el motor SEM se ha seguido moviendo, cuesta
arriba y contra el viento, al menos en el ambi-
to editorial. La primera es una apuesta con-
creta; en medio de esta tormenta, el espiritu
renovador de las revistas y boletines SEM que
impuls6 la Junta Directiva en 2011, presidida
entonces por Ricardo Guerrero, fue decisivo
para un cambio de imagen y una inyeccion
de calidad que hemos intentado mantener, a

pesar de las vacas flacas, a veces a costa de
las arcas de los grupos. La segunda razon y
la verdadera causa del milagro es lo que en
realidad mueve a la sociedad (a la nuestra 'y
a todas la que emprenden una labor creativa
comun): la ilusion.

Es precisamente a esta «<comunidad SEM
de la ilusion» a la que quiero mostrar mi
agradecimiento en estas lineas de despedi-
da como director editorial: en primer lugar a
los Presidentes y colaboradores de los Gru-
pos Especializados que han co-editado con
enorme eficacia los «Especiales», con énfa-
sis en el joven y transversal Grupo de Docen-
cia y Difusion de la Microbiologia que, por
sus caracteristicas y empuje, ha aportado
continuamente a SEM@foro material e inspi-
racion; en segundo lugar a los organizadores
de Congresos SEM y de Grupos, asi como de
los Cursos de Iniciacion a la Investigacion,
que se han visto convertidos en reporteros
amateur de la noche a la mafana y siempre
han respondido a mi insistente llamada; por
(ltimo (pero no menos importante, que se
dice), a nuestros articulistas habituales o
espontaneos, desde los propios Presidentes
SEM, las directoras de la CECT, los respon-
sables de los cursos on-line, la incombus-
tible defensora de las cientificas olvidadas
en la sombra, Merce Piqueras, hasta los
«Espafioles por el Mundo» y viceversa,
pasando por los autores de todo tipo de
excelentes articulos y «Microrreportajes». Si
la experiencia personal que me ha brindado
dirigir la revista ha sido enormemente enri-
quecedora, ha sido gracias a la oportunidad
de participar de esa complejisima y diversa
«comunidad microbiana» que se integra en
la SEM. Con franqueza, me gustaria que
fuese ese espiritu integrador y universalista
el que definiera a la SEM en el futuro. Me
emociona que bajo la nueva Presidencia se
planteen iniciativas conjuntas con la FEMS
o0 con SEV, SEBIOT, SEIMC vy otras «socie-
dades hermanas», que han tenido también
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cabida en nuestras paginas. Integrar y con-
vivir sin perder la individualidad, sobrevivir
compartiendo, optimizar recursos, buscar la
simbiosis: un ejemplo de las comunidades
microbianas del que las sociedades huma-
nas deberiamos tomar nota. Al menos las
democraticas, es decir, 1as no estrictamente
parasiticas por naturaleza.

Si la transferencia horizontal es un motor
esencial para la evolucion de los seres vivos,
ha de serlo también para la evolucion de
los «entes» que constituyen nuestra Socie-
dad, incluidas sus revistas. Creo que SEM@
foro debe seguir evolucionando y, por €so,
haciéndome el sordo a los ruegos de muchos
de vosotros para que siguiera al frente de la
publicacion y atendiendo al mas puro instin-
to evolutivo, he creido necesario transferir
horizontalmente SEM@foro a otras manos.
Ademas, tengo el pleno convencimiento de
que se trata de las mejores manos en las que
puedo dejar esta herencia. Quienes ya cono-
céis a Manuel Sanchez Angulo sabréis por
qué lo digo v, si sois lectores habituales de
nuestras publicaciones, especialmente del
Biofilm del Mes en NoticiaSEM, coincidiréis
conmigo sin duda en este juicio. Dejo el
volante, pero no me apeo en esta, sefioras
y sefores. Me quedaré, como pasajero, unos
cuantos SEM@foros mas, espero, animan-
do a subirse a los/las jovenes y ayudando
a bajarse a los/las venerables ancianos/-as
hasta que llegue mi parada.

En este punto sdlo me resta disculparme
por todo lo que ha salido mal, desde esas
erratas obviamente imperdonables a las deci-
siones editoriales que se tomaron precipita-
damente, sin pensar en posibles agravios o
efectos secundarios. Durante esta etapa nos
hemos esforzado en que SEM@foro fuese la
voz plural de una Sociedad diversa, como 1o
es la Microbiologia por naturaleza. En o poco
que hayamos logrado este objetivo se funda-
menta nuestra satisfaccion personal.
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De una forma breve me gustaria informar acer-
ca de las principales iniciativas y actividades
de nuestra sociedad a lo largo de este ario. En
primer lugar, los socios tendremos la oportu-
nidad de participar en las distintas reuniones
de los grupos especializados de la SEM, que
se celebraran entre los meses de junio a sep-
tiembre en distintas ciudades de nuestra geo-
grafia. Como sabéis los grupos especializados
mantienen una altisima actividad, que se pone
de manifiesto en las diversas iniciativas que de-
sarrollan y fundamentalmente en las reuniones
que celebran cada dos anos. En una mayoria
de dichas reuniones, dado su caracter reducido
en cuanto a su tamano, 10s mas jovenes tienen
una magnifica oportunidad de presentar sus
trabajos de forma oral, asi como de participar
de forma muy activa en las mismas. Desde
aqui animo a todos los socios de la SEM y de
manera muy especial a los mas jovenes, a que
participen y se beneficien de las posibilidades
y excelente ambiente cientifico que brindan
dichas reuniones de los grupos especializados.

Otra actividad que estd en marcha y que
tendrd lugar en el mes de julio, es la cele-
bracion del XX Curso de Iniciacion a la In-
vestigacion en Microbiologia. En esta oca-
sion la sede sera la Universidad de Jaén 'y
los responsables de dicha organizacion los
profesores Magdalena Martinez Caiamero y
Antonio Cobo Molinos a los que agradece-
mos su iniciativa y labor desinteresada. Como
novedad en esta edicion se realizaran unas
sesiones practicas que complementaran a
las conferencias impartidas por profesores
de diversas areas y la visita a una industria.
Como en ocasiones anteriores esta actividad
serd subvencionada por la Fundacion Ramon
Areces, a la que una vez mas debemos agra-
decerle su apoyo a nuestra sociedad.

En otro ambito, la SEM estd llevando a cabo
la renovacion de sus Estatutos, para adaptar-
los a la situacion actual y para ello desde la
Junta Directiva se esta trabajando, a través

de cuatro comisiones creadas al efecto, para
la elaboracion de un borrador que sera pos-
teriormente sometido a la consideracion de
todos los socios a finales de este afo y muy
posiblemente, segun el calendario previsto, a
debate y aprobacion en la proxima Asamblea
General de la SEM que tendrd lugar en julio
de 2017. También tenemos en marcha otras
iniciativas, a través del grupo de Docencia y
Difusion de la Microbiologia, como son el con-
curso de renovacion del logotipo de nuestra
sociedad, para adaptarlo a las nuevas tecno-
logias y darle un aire renovado al emblema de
nuestra sociedad. Asimismo, se ha convocado
el concurso bimensual ImageneSEMicro con
la finalidad de ampliar el banco de imagenes
de la SEM, que puedan ser utilizadas de forma
gratuita por los docentes y profesionales que
lo deseen. No quisiera dejar de mencionar
la magnifica acogida que ha tenido el curso
on-line de Microbiologia via Twitter, ofrecido de
forma gratuita por nuestra sociedad a través
de esta red social, en el cual han participado
30 profesores e investigadores miembros de la
SEM. De todas estas actividades se ha venido
informando a través de nuestro boletin men-
sual NoticiaSEM (recientemente renovado en
cuanto a su formato) y de la pagina web de la
SEM (http://www.semicrobiologia.org).

También quisiera hacer un comentario con
respecto a la participacion de la SEM en el
proximo congreso de la Asociacion Latinoa-
mericana de Microbiologia (ALAM), que tendra
lugar en Rosario (Argentina) del 26 al 30 de
septiembre de 2016. Nuestras relaciones con
ALAM, asociacion a la cual pertenecemos, son
excelentes y por otro lado estamos contribuyen-
do a estrechar relaciones entre dicha asocia-
ciony la Federacion Europea de Sociedades de
Microbiologia (FEMS), que también tendra una
presencia importante en el citado congreso.
Tuve la oportunidad de asistir al pasado congre-
so de ALAM celebrado en 2014 en Cartagena
de Indias (Colombia) y de observar la excelente
calidad de estos congresos, la altisima partici-
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pacion de microbidlogos de diversos paises y
la multitudinaria asistencia a las sesiones, con
conferenciantes de muy alto nivel cientifico.
Desde estas lineas animamos a nuestros socios
a que consideren su participacion en este y en
proximos congresos de ALAM.

Y para terminar este breve repaso, me
gustaria informar de la actual situacion del
VII Congreso FEMS 2017, que tendremos la
oportunidad de celebrar de forma conjunta
con nuestro XXVI Congreso Nacional de Mi-
crobiologia de la SEM, en la ciudad de Va-
lencia del 9 al 13 de julio de 2017. La sede
del congreso seran las instalaciones de la
Feria de Valencia. EI Comité Cientifico ya ha
mantenido dos reuniones para elaborar el
programa cientifico del congreso, habiendo
ya fijado la estructura del mismo y las te-
maticas de las diferentes sesiones. Ademas
de las dos conferencias inaugurales del 9 de
julio, cada dia habra una conferencia plenaria
y posteriormente ocho sesiones simultaneas
de simposia y mesas redondas, ademas de
un nimero de sesiones especiales y de pos-
ters, para finalizar con dos conferencias de
clausura (Premio Lwoff de FEMS y Premio
Jaime Ferran de la SEM). Sin duda alguna
este serd un gran acontecimiento y una mag-
nifica oportunidad para todos los microbiolo-
gos espafoles de demostrar el excelente nivel
de nuestras investigaciones. Con la ayuda y
la participacion de todos estamos seguros
del éxito de este evento que tendra lugar el
proximo ano de nuevo en nuestro pais, tras
el Il Congreso de FEMS, celebrado en Madrid
en 2006 y de tan grato recuerdo por su ex-
celente organizacion y altisimo nivel cientifico.
Os animamos a participar en el VIl Congreso
FEMS-XXVI Congreso SEM y viajar a Valencia
del 9 al 13 de julio de 2017; jde momento
podgis anotar las fechas en vuestras agendas
y considerarlas prioritarias!

Un fuerte abrazo,
Antonio Ventosa
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Montserrat Llagostera
Presidenta del Grupo D+D SEM

Estimados colegas,

Seguidamente os indico los principales
objetivos que nuestro grupo se marco para
este afo:

e Concluir la total renovacion de la Junta.

e Continuar con las tareas en marcha,
dinamizando algunas de ellas.

e Organizar la lll Reunion del grupo D+D
SEM.

e QOrganizar el XX Curso de Iniciacion a la
Investigacion en Microbiologia.

e Revisar el contenido y objetivos de los
grupos de trabajo actuales.

e (Qrganizar un concurso para la renova-
cion del logo de la SEM.

e |mpulsar el proyecto SWI.

e Impulsar el curso #microMOOCSEM on
line en las redes sociales.

e Valorar el uso de ejemplares del libro
Relatos Microscopicos distribuidos a
centros de primaria y secundaria.

e |mpulsar la segunda edicion del Con-
curso Literario «<Relatos Microscopicos».

e Confeccionar un censo de los miem-
bros de la SEM que podrian pertenecer
al grupo JISEM.

e Valorar el trabajo de JISEM en la fideli-
zacion a la SEM de los alumnos de los
cursos de Iniciacion a la Investigacion en
Microbiologia.

Cuando ledis estas lineas, algunos de los
objetivos ya se habran conseguido, otros
estaran en marcha y unos pocos se abor-
daran en el segundo semestre de este afio.

De entre todos ellos me gustaria destacar
algunos de los objetivos que ya se han con-
cretado o estan en un estado muy avanzado:

— La creacion del espacio

. En el
se encuentra el banco de imagenes
SEM y estd abierto tanto a los miembros
de la SEM como al publico en general.
Para poder ampliarlo, hemos organizado
un concurso fotografico, en diferentes
fases, en el que pueden participar tanto
S0Cios como no socios de SEM. Todo ello
ha sido posible gracias a Rafael Rotger
y Sergio Barcena y contara con la cola-
boracién en su desarrollo de diferentes
miembros de nuestro grupo. Os animo
a que enviéis vuestras imagenes, ya
que el éxito de dicho banco depende de
todos nosotros.

— El éxito del curso #microMOOCSEM
que, via Twitter (y Facebook), es seguido
por entusiastas de diferentes rincones
de nuestro planeta. Gracias a todos los
profesores del curso, algunos de ellos
sin 0 con poca experiencia en Twit-
ter, y a nuestro vicepresidente Nacho
Lopez-Godi, por tener esta genial idea.
Cuando escribo estas lineas, el curso
esta todavia en marcha y os puedo ase-
gurar que estoy disfrutando muchisimo
aprendiendo de todos vosotros. Cuando
acabe, jecharé en falta mi cita noctur-
na con la Microbiologia! Para aquellos
que no lo habéis podido seguir on line,
podéis acceder a las clases a través de:
https://storify.com/SEMicrobiologia/

— Distribucion gratuita de ejemplares del
libro Relatos Micrescapicos. Nos que-
dan ya pocos ejemplares para distribuir.
Es decir, que nuestro libro ha llegado a
muchos centros educativos de primaria
y secundaria y disponemos de una rela-
cion de dichos centros y de personas de
contacto, gracias a Inés Arana que ha
coordinado la distribucion y ha realizado
el listado.

— Participacion en los congresos
SEM-FEMS 2017 en Valencia. Se
ha intensificado nuestro trabajo para
definir la aportacion de nuestro grupo
a dichos congresos. Esperamos con-
cretarlo mucho mas el préximo julio
durante nuestra reunién en Bilbao, la
cual sera paralela y también coopera-
tiva con la reunion de los delegados
europeos de educacion de diversas
sociedades de microbiologia europeas
y de la delegada de la propia FEMS.
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Agradecemos enormemente a nuestra
colega Kika Colom que haya aceptado
ser nuestra conexion con la seccion
de educacion de FEMS, en sustitu-
cién de Victor J. Cid, que estara fuera
de nuestro pais durante este verano.
Estamos seguros que Kika y Victor
pueden formar un excelente equipo
para asegurarnos una destacada con-
tribucion en el ambito educativo en
FEMS-Valencia-2017. Pero, la apor-
tacion de D+D SEM va algo mas alla,
ya que el grupo de jovenes JISEM ha
elaborado una propuesta para incre-
mentar la participacion joven durante el
congreso FEMS. Esperamos que FEMS
la haga suya de alguna manera.

— Participacion en el IX Congreso Ibe-
roamericano de Docencia Univer-
sitaria. Kika Colom, en representacion
de D+D SEM, participd en este congre-
S0 que se ha celebrado recientemen-
te. A través de una excelente comu-
nicacion oral presentd todas nuestras
actividades. Es de destacar que los
asistentes valoraron como muy posi-
tivas todas nuestras actividades y los
logros que hemos conseguido en tan
poco tiempo. Podemos pues, sentirnos
orgullosos del grupo y animarnos para
sequir adelante y concretar todas las
iniciativas que dia a dia aportan los
miembros del grupo.

Finalmente, como serd la Ultima vez que
me dirija a todos vosotros a través de un
breve informe como este, deseo haceros
participe de que nunca hubiera imaginado
que nuestro incipiente D+D SEM de hace
uNoSs pocos arios sea lo que es actualmente,
sobre todo, teniendo en cuenta que todo ello
se ha hecho a través de lo que yo denomino
«voluntariado SEM». La lluvia de ideas que
he ido recibiendo, las voluntades decididas
que he compartido de primera mano y un
monton de ilusion de muchisimos miembros
del grupo lo han hecho posible. Toda apor-
tacion, por pequefia que 0s pueda parecer,
ha sido decisiva. A todos los miembros de
D+D SEM mi agradecimiento. También
deseo agradecer publicamente el decidido
apoyo que nuestro grupo ha recibido siem-
pre de los presidentes de SEM, Ricardo
Guerrero y Antonio Ventosa, y de las Juntas
Directivas. A pesar de las dificultades, sin
su incondicional apoyo D+D SEM no seria
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la realidad que hoy es. De todo corazon os
digo que para mi ha sido muy entrafiable
conoceros a muchos de vosotros y poder
apreciar vuestra calidad humana, ademas
de la «microbioldgica».

«Acaba» para mi una etapa genial, pri-
mero como impulsora de D+D SEM, vy,
después, como presidenta. Todo un honor
que me concedisteis en su momento y que,
espero, haber sabido estar a la altura. Pero,
queridos amigos, lamento deciros, que no
desaparezco, estoy por y para siempre con
el grupo. Apoyaré decididamente a todas las
nuevas Presidencias y Juntas D+D SEM que
tengamos en un futuro y, en particular, la
que se constituird el proximo julio.

Nos encontrareis en hitp://www.semicro-
biologia.org/ddm/index.php Muchas gracias
a todos por vuestra colaboracion.

MICROBIOLOGIA
DE LOS ALIMENTOS

X

P

Francisco Javier Carballo
Presidente del Grupo

XX CONGRESO NACIONAL DE
MICROBIOLOGIA DE LOS ALIMENTOS

El XX Congreso Nacional de Microbio-
logia de los Alimentos tendra lugar, D.m.,
durante los dias 14, 15y 16 de septiembre
de 2016 en la Real Colegiata de San Isidoro
(Plaza de Santo Martino, 5) de Leon. Correra
la presidencia de la organizacion a cargo del
Dr. Carlos Alonso Calleja, del Departamento
de Higiene y Tecnologia de los Alimentos de
la Universidad de Leon.

Como en ediciones anteriores, el Congreso
se articulard en torno a una conferencia inau-
gural, cuatro mesas redondas y una confe-

rencia de clausura, con los titulos y ponentes
que a continuacion se adelantan:

Conferencia inaugural

«Cambio climéatico y Seguridad Alimentaria.
Dr. Jaime Martinez-Urtaza, Department of Bio-
logy & Biochemistry, University of Bath, U.K.

Mesa redonda I. «La seguridad
alimentaria en el siglo XXI»

1. «El concepto One Health en el contexto
de la Seguridad Alimentaria».

Dr. Elias F. Rodriguez Ferri, Departa-
mento de Sanidad Animal, Universidad
de Ledn.

2. «Una vision global de la resistencia a

antibidticos: el escenario ambiental y
alimentario».
Dr. José Luis Martinez Menéndez,
Departamento de Biotecnologia Micro-
biana, Centro Nacional de Biotecnolo-
gia, CSIC, Madrid.

3. «Nuevas estrategias en Seguridad Ali-
mentaria: uso de extractos vegetales
como inhibidores del quorum sensing».
Dra. Ana Allende Prieto, Grupo de
Calidad, Seguridad y Bioactividad
de alimentos vegetales, CEBAS-CSIC,
Murcia. Miembro del Panel de Riesgos
Biologicos de EFSA.

Mesa redonda Il. «<Aspectos novedosos
de los microorganismos probidticos,
protectores y/o tecnoldgicos. I»

1. «Microbiologia de la cerveza: el estado
del arte».

Dfa. Marta Orive i Camprubi, Grupo
Mahou-San Miguel, Lleida.

2. «Cultivos protectores e iniciadores en
productos lacteos: situacion actual y
tendencias».

Dra. Margarita Medina Fernandez-Re-
gatillo, Departamento de Tecnologia de
los Alimentos, INIA, Madrid.

3. «Uso de cultivos protectores en produc-

tos camicos».
Dr. Juan José Cdrdoba Ramos, Departa-
mento de Produccion Animal y Ciencia
de los Alimentos, Universidad de Extre-
madura.

SEMgm

SEM@FORO NUM. 61 | JUNIO 2016

Mesa redonda Il. «<Aspectos novedosos
de los microorganismos probidticos,
protectores y/o tecnoldgicos. lI»

1. «Utilidad de las técnicas 6micas para el
estudio de los microorganismos probio-
ticos y de interés tecnologico».

Dr. Abelardo Margolles Barros, IPLA,
CSIC, Asturias.

2. «Microorganismos probidticos y de interés
tecnoldgico: del laboratorio al alimento».
Dr. Juan Miguel Rodriguez Gomez,
Departamento de Nutricion, Broma-
tologia y Tecnologia de los Alimentos,
Universidad Complutense de Madrid.

Mesa redonda lll. «<Avances
metodoldgicos en microbiologia
de los alimentos. I»

1. «Biosensores de Ultima generacion
para la deteccion y cuantificacion de
microorganismos patégenos en la
Industria Alimentaria».

Dra. M2 Isabel Pividori Gurgo. Grupo de
Sensores y Biosensores, Universidad
Auténoma de Barcelona.

2. «Avances metodoldgicos y nuevos
desafios en la mitigacion de las mico-
toxinas en la cadena alimentaria».

Dr. Vicente Sanchis Almenar. Departa-
mento de Tecnologia de los Alimentos,
Universidad de Lleida.

Mesa redonda lll. «<Avances
metodoldgicos en microbiologia
de los alimentos. II»

1. «Metodologia y aspectos practicos de

la validacion y aplicacion de métodos
alternativos en un laboratorio de Micro-
biologia de los Alimentos».
Dr. David Tomas Fornés. Microbial &
Molecular Analytics, Food Safety
& Quality, Nestec Ltd., Nestlé Research
Center, Lausanne, Switzerland.

Mesa redonda IV. «<Nuevos desafios
microbioldgicos de interés para la
industria alimentaria»

1. «Persistencia de Listeria monocytoge-
nes en la Industria Carnica».
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Dr. Joaquin V. Martinez Sudrez. Grupo
de Seguridad Microbioldgica de Alimen-
tos, INIA, Madrid.

2. «Inactivacion de Cronobacter sakazakii
mediante tecnologias no térmicas».

Dr. Antonio Martinez Lopez, Departa-
mento de Conservacion y Calidad de
Alimentos, IATA-CSIC, Valencia.

3. «Tendencias en los sistemas de enva-
sado antimicrobiano».

Dra. Maria J. Ocio Zapata. Departa-
mento de Tecnologia de los Alimentos,
Universidad de Valencia.

4. «Estudios de vida dtil: procedimientos
al alcance de la Industria Alimentaria».
Dra. Sara Bover i Cid. Investigadora del
Programa de Seguridad Alimentaria,
IRTA, Girona.

CONFERENCIA DE CLAUSURA

Aimpartir por el galardonado con el Premio
Especial del Grupo de Microbiologia de los
Alimentos para jovenes investigadores, con
tematica por determinar.

El Congreso contara también con las habi-
tuales sesiones de posteres, comunicaciones
orales y workshops de casas comerciales.

Para mas informacion sobre el Congre-
so puede consultarse la pagina web del
mismo en la direccion http://microalimen-
tos-leon2016.unileon.es/

Francisco Javier Pastor Blasco
Presidente del Grupo

Los dias 12 al 14 de septiembre de 2016 ten-
dré lugar en Leon el VI Gongreso de Micro-
biologia Industrial y Biotecnologia Micro-
biana (CMIBM’16) http://fgulem.unileon.es/

cmibm2016/. El Congreso se celebrara en la
Facultad de Ciencias Biologicas y Ambientales,
organizado por José A. Gil y los profesores de
Microbiologia del Departamento de Biologia
Molecular de la Universidad de Leon.

Contara con VII Sesiones Cientificas:
Biotecnologia Ambiental, Bioenergia y Bio-
combustibles, Biotecnologia Farmacéutica,
Biotecnologia Agricola, Biotecnologia de
Alimentos, Biotecnologia Enzimatica, y Bio-
tecnologia Molecular. Se realizaran adicional-
mente sesiones de posters sobre cada una
de esas tematicas. Contara también con las
siguientes conferencias:

¢ Conferencia inaugural: Prof. Masayu-
ki Inui. Director del Grupo de Microbiolo-
gia Molecular y Biotecnologia. Research
Institute of Innovative Technology of the
Earth (RITE). Japon. Titulo: «Production
of biofuels and green chemicals from
non-food biomass by a growth-arrested
bioprocess».

e Conferencia de clausura: Prof. Gilles
van Wezel, Professor of Molecular Bio-
technology. Director of the cluster Micro-
bial Biotechnology & Health (Institute
Biology Leiden). Leiden University, The
Netherlands. Titulo: «Streptomyces:
the beauty of the beast».

El congreso serd una oportunidad para
visitar Leon, que fue y sigue siendo una de
las ciudades espafiolas con mas tradicion
en Microbiologia Industrial y Biotecnologia
(Antibicticos de Leon, Laboratorios Abelld,
Laboratorio Syva, Laboratorios Ovejero, Gen-
helix, Gadea, LeonPharma, BioMar Microbial
Technologies, DSM, Norel & Nature, Inbio-
tec, Ictal, RGA Bio-Investigacion SL, Bioges
Starters SA, ....). Alguna de esas empresas/
institutos de investigacion fueron creados por
profesores de Microbiologia de la Universidad
de Ledn y muchos microbi6logos, proceden-
tes de Departamentos de Microbiologia de la
universidad espafiola, son investigadores o
directivos en ellas. En el Congreso se orga-
nizaran visitas a las mismas como una de
las actividades sociales. Otras actividades
sociales ya confirmadas son la visita al Museo
de San Isidoro (donde se encuentra el Santo
Grial) y a las cuevas de Valporquero.

Como en congresos anteriores, éste sera
un foro de discusion e intercambio de expe-
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riencias tanto entre investigadores de reco-
nocido prestigio ya establecidos, como de
jovenes investigadores que pretenden obte-
ner una formacion en el campo de la Micro-
biologia Industrial y Biotecnologia Microbiana,
con la participacion asimismo de especialis-
tas del sector empresarial e industrial. Por lo
tanto desde aqui 0s animamos a participar
en este evento y a presentar vuestras comu-
nicaciones

Humberto Martin
Presidente del Grupo

El X1l Congreso Nacional de Micologia
se celebra este afo en Lérida del 20 al 22 de
junio de 2016, organizado por Maria Angeles
de la Torre. Podéis encontrar toda la informa-
cion en la direccion

. 0s animamos a que 0s
inscribdis si atn no lo habéis hecho.

Ya se ha fallado el premio Fleming 2016,
concedido bienalmente al mejor trabajo de
investigacion presentado a concurso en el
ambito de la Micologia y realizado en un labo-
ratorio de Espafia en los dos afios previos.
Una comision compuesta por tres miembros
de la Junta Directiva del grupo especializado
ha otorgado el premio «Fleming 2016» al
trabajo titulado titulado «A Single Nucleotide
Polymorphism Uncovers a Novel Function for
the Transcription Factor Ace2 during Candida
albicans Hyphal Development», publicado el
ano pasado en «PLoS Genetics» y cuyos auto-
res son Diana M. Calderon-Norefa, Alberto
Gonzalez-Novo, Sara Orellana-Mufoz, Pilar
Gutiérrez-Escribano, Yolanda Arndiz-Pita,
Encarnacion Duenas-Santero, M. Belén
Sudrez, Marie-Elisabeth Bougnoux, Francisco
del Rey, Gavin Sherlock, Christophe d’Enfert,
Jaime Correa-Bordes y Carlos R. Vazquez



de Aldana. Este trabajo sera expuesto en la
charla de clausura del Xlll Congreso Nacional
de Micologia.

Por ultimo, os recordamos que este afio
corresponde la renovacion de la Junta Direc-
tiva del Grupo. Os mantendremos informados
a través del correo electronico y de la pagina
web del grupo

Ana Martin Gonzalez
Presidenta del Grupo

En la dltima reunion de la Federacion Euro-
pea de Sociedades de Protistologia, que tuvo
lugar a primeros de septiembre de 2015,
acudieron delegados de las Federaciones
de Alemania (en representacion de la dele-
gacion Suiza y Belga), Italia, Gran Bretafa,
Francia, Rusia (en representacion de la
delegacion Checa y Polaca) y Espafa. El
Secretario General de la Federacion, Aurelio
Serrano, indico su disposicion para aban-
donar el cargo, al haber cumplido su man-
dato. Meses después, la delegacion italiana
propuso pasa ese cargo a su Presidenta la
Dra. M? Cristina Angelici, del Instituto Supe-
rior de Sanidad de Roma. Dicha candidatura
ha sido aceptada por unanimidad, por todas
las delegaciones de la Federacion. La Dra.
Angelici es también profesora de la Facultad

de La Sapienza de Roma en la Facultad de
Medicina y Farmacia y una reputada exper-
ta en la deteccion molecular de Toxoplasma
gondii y en el diagnostico, epidemiologia y
tratamiento de la toxoplasmosis. Como es
habitual, se encargara de la organizacion
del VIII European Congress of Protistology
(ECOP), que tendrd lugar en 2019. Recien-
temente hemos recibido informacion intere-
sante sobre las nuevas cuotas de afiliacion
a la International Society of Protistologist
(ISOP), que traslado a nuestros socios por
si es de su interés, ya que el ser socio del
grupo Especializado de Protistologia de la
SEM, supone una importante reduccion de
la cuota. Podéis encontrar mas informacion
en el enlace: http://protozoa.uga.edu o bien,
conectar directamente con el enlace de la
editorial de la revista que publica la Socie-
dad (Journal of Eukaryotic Microbiology):
http://protozoa.uga.edu/memb.html. Espe-
ro que alguno de los socios aproveche esta
atractiva oferta.

Jesus Lopez Romalde
Presidente del Grupo

Entre los dias 8'y 10 de junio se celebrara en
Santiago de Compostela la XVI Reunién del
grupo especializado, que se desarrollara
en el Aula Magna de la Facultad de Biologia,
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situada en el Campus Vida a pocos minutos
del casco historico.

Es la segunda vez que Santiago acoge
esta reunién que estamos preparando con la
misma ilusion que hace 24 afios. Queremos
ofrecer un programa atractivo que abarque
los diferentes campos en los que nuestra
disciplina esta representada, y pretendemos
que sean los jovenes investigadores del grupo
especializado los protagonistas del mismo.

La conferencia inaugural correra a cargo
de Yolanda Pazos, investigadora del Instituto
Tecnoldgico para el Control del Medio Marino
de Galicia (INTECMAR), que nos acercara a
la taxonomia y diversidad de fitoplancton con
especial énfasis en las especies productoras
de biotoxinas. Por su parte, Margarita Aguilera,
que se encuentra a caballo entre la Agencia
Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) y la
Universidad de Granada, centrara su conferen-
cia en aspectos de Taxonomia Microbiana y
Seguridad Alimentaria. Por su parte, nuestra
querida Maria José Figueras, flamante emba-
jadora de la American Society for Microbiolo-
gy (ASM) en Espaiia, impartird un workshop
titulado «Art of Science Communication». Las
sesiones cientificas habituales en nuestras
reuniones y una mesa redonda completaran
el contenido cientifico.

No nos hemos olvidado de la parte social,
con una recepcion de bienvenida y la cena
de clausura. Ademas, a los alicientes habi-
tuales de nuestra ciudad, conocidos sin duda
por todos vosotros, se une durante este afo
la apertura de la puerta santa de la catedral
gracias al Jubileo papal extraordinario. Una
buena oportunidad para visitar nuestra cate-
dral de una forma diferente.

Podréis seguir todo lo relativo al congre-
S0 en la pagina web:

, 'y tenéis a vuestra
disposicion la direccion de correo electroni-
€o: congreso.taxon2016@usc.es, para que
poddis comunicaros con nosotros.

Os esperamos en Santiago.

SEM@foro publica resimenes de Tesis Doctorales realizadas por miembros de la SEM. Deben enviarse a la Secretaria de la SEM
(secretaria.sem@semicrobiologia.org) o al Director Editorial (m.sanchez@umh.es) por correo electronico, siguiendo el formato: Titulo,
Autor, Director(es), Centro de realizacion, Centro de presentacion (si es distinto) y Resumen (maximo, unas 200 palabras).

SEM@foro se reserva el derecho a no publicar la informacion si el resumen es excesivamente largo o el tema del trabajo no guarda

suficiente relacion con la Microbiologia.
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VIRUS Y
lgnacio Lépez-Gori P ANDEM I AS

222 pdginas e Formato: 15x21 cm e ISBN-13: 978-84-943056-7-2 e Publicado en diciembre 2015 IgnaCiO LopeZ-GOm

ste libro, editado por Naukas, una plataforma on-line muy popular entre los aficionados a la divulgacion

cientifica, se presento el pasado mes de marzo en el de Fundacion Espacio Telefonica de Madrid por

el autor, sus padrinos en Naukas y otros amantes de la divulgacion viroldgica. Casi inmediatamente
después del necesario «Las Vacunas Funcionan» (Ignacio Lopez-Gofii y Ohiana Iturbide; Pequefias Guias
de Salud, Psylicom Ediciones), este oportuno texto dirige pildoras de virologia de manera amena y eficaz
al lector curioso por la materia en un lenguaje sencillo, con un espiritu puramente divulgativo. Cada uno
de los casi 60 pequefios capitulos tiene la extension del post de un blog, soporte en el cual el autor se
mueve con comodidad y experiencia. Se pueden saborear individualmente, salteados, al azar, en apenas
dos minutos, pero leidos en orden proporcionan una entretenida secuencia de la historia de la virologia
clinica y su impacto social desde la gripe «espafiola» al brote de Ebola de 2015. El zika no llegd a tiempo,
pero si ayudo en la campafia de promocion. .. A la extensa recopilacion de ciencia y anécdotas viroldgicas
acompafa un sentido del humor, a menudo ironico y, ante todo, infeccioso.

Ignacio es Vicepresidente del Grupo D+D SEM, notorio blogger creador del popular MicroBIO (microbioun.
blogspot.com), e impulsor de multiples iniciativas en el ambito docente y divulgativo. Es profesor de microbiologia y virologia en la
Universidad de Navarra y, segun €l mismo cita en la informacion que podemos encontrar en el propio sello Naukas, intenta «descubrir por qué algunas
bacterias son tan malas y producen enfermedades», y trabaja «para desarrollar nuevas vacunas y nuevos métodos moleculares para detectar las bacterias».
Ademas, como queda patente en esta obra, «le apasiona el mundo de los microbios, las bacterias y los virus, y disfruta contando historias».
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Francisco J. Plou

Francisco J. Plou

128 pdginas e Formato: 13,5x21 cm e ISBN: 978-84-9097-128-4 e Publicado en marzo 2016

Miles de reacciones quimicas tienen lugar en nuestro organismo en cada
instante. La mayoria de ellas depende de unas proteinas que actlian como catalizadores, que
aceleran millones de veces 10s procesos que ocurren en 10s seres vivos; sin ellas, la vida no seria

posible. Estas moléculas son las enzimas, que al operar en condiciones experimentales suaves, se han
convertido en pilares esenciales para la sostenibilidad de muchos procesos industriales. El ser humano
ha aprovechado el enorme potencial de estos catalizadores bioldgicos y los produce a gran escala a
partir de cultivos de microorganismos para incorporarlos a muchas de nuestras actividades cotidianas:
para obtener alimentos saludables (productos sin lactosa, grasa de cacao, zumos, etc.), biocombustibles
y polimeros, producir detergentes, tratar prendas textiles, en la produccion de antibi6ticos o incluso en
el tratamiento de enfermedades genéticas o en andlisis clinicos.

Doctor en Ciencias Quimicas e investigador cientifico del Instituto de Catalisis y Petroleoqui- %’écslc ‘
mica del CSIC, donde lidera una linea de investigacion en transformaciones enzimaticas de carbohidratos. )
Desde 2008 es profesor honorario de la Universidad Auténoma de Madrid. Ha organizado varios talleres de
divulgacion cientifica y es autor de mas de cien trabajos cientificos, algunos de ellos han recibido distinciones, destacando
el Premio de Tecnologia Enzimatica del Instituto Quimico de Sarrid, el Premio madri+d a las mejores patentes, el Premio CINFA de la Real
Academia Nacional de Farmacia y el Premio al articulo més descargado del repositorio institucional Digital GSIC.
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Merce Piqueras

El dia que Ruth Patrick cumplio siete arios, su
padre le regald un microscopio y le dijo: «No
cocines ni cosas. Puedes pagar a otras per-
sonas para que lo hagan por ti. Lee y mejora
tu mente.» No sabemos si, de mayor, Ruth
pago a otras personas para que le hicieran
las tareas del hogar, pero lo cierto es que,
toda su vida, su mente se ensancho y llegd
a ser una gran cientifica, gran conocedora
del mundo de las diatomeas y del papel de
los microorganismos como indicadores de la
calidad de las aguas en el medio natural. Otro
consejo que Ruth recibio de su padre fue que,
como cientifica, no renunciase a su apellido
al casarse. Posiblemente eso respondia a un
deseo de satisfacer el ego paterno mas que
a un estimulo a la independencia de su hija.
Frank Patrick era un naturalista aficionado,
pero su profesion era abogado, y quizas de-
seaba que su apellido tuviera un lugar en el
mundo de la ciencia.

Ruth Myrtle Patrick (Figuras 1-3) naci6 en
Topeka (Kansas, EE.UU.) el 26 de noviembre
de 1907 y se crio en Kansas City (Missouri,
EE.UU.). Desde pequenfa, cada domingo iba
de excursion con su padre y su hermana por
el bosque. Recorrian el curso de arroyos y
riachuelos, de los que tomaban muestras,
y de regreso a casa, el padre le dejaba mirar
por el microscopio el material recolectado
durante la excursion. El interés de la nifia por
la naturaleza y el mundo invisible que habia
descubierto a través del microscopio fue en
aumento. En 1926 empez0 a estudiar botani-
ca en Cocker College (en Hartsville, Carolina
del Sur), que era un centro universitario para
chicas. Pero su padre no estaba convencido
de que aquel centro fuera suficientemente
bueno en la ensefianza de la ciencia y la ani-
m0 a asistir a cursos de veranos en el Labora-

Ruth Patrick en una estacion experimental de toma y andlisis de muestras acuaticas.
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Ruth Patrick realizando trabajo de campo.

torio de Cold Spring Harbor y en la Institucion
Oceanografica de Woods Hole, dos centros
que ya entonces gozaban de gran prestigio.
Cuando se gradud en Cocker College, Ruth
continud los estudios de boténica en la Uni-
versidad de Virginia, donde cursé un mastery
luego el doctorado, ambos sobre estudios de
diatomeas, esas algas unicelulares microsco-
picas, componentes destacados del fitoplanc-
ton, con los que ella estaba ya familiarizada
gracias al microscopio paterno.

Durante una estancia veraniega en Cold
Spring Harbor Ruth conocid al que luego serfa
su marido, el entomdlogo Charles Hodge IV.
Se casaron y cuando, en 1934, ella obtuvo el
doctorado, la pareja se trasladd a Filadelfia
(Pensilvania). Alli, Charles trabajo como pro-
fesor de zoologia en la Universidad de Temple
y ella empez6 a dar clases en la Escuela de
Horticultura de Pensilvania (actualmente es
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un centro de la Universidad de Temple). An-
tes de terminar el doctorado Ruth ya habia
empezado a colaborar como voluntaria con la
Academia de Ciencias Naturales de Filadelfia
(Fig. 4), que tenia una extensa coleccion de
diatomeas. La Academia, que desde 2011
forma parte de la Universidad Drexel, fue
fundada en 1812 y es el museo y centro de

investigacion en ciencias naturales mas anti-
guo del continente americano. En 1937 Ruth
fue nombrada conservadora de la coleccion
microscopica Leidy de la Academia, que re-
vitalizd y ampli¢ unificando varias colecciones
dispersas en una sola (la coleccion lleva el
nombre de Joseph Leidy [1823-1891], mé-
dico y uno de los mas destacados naturalistas
de los Estados Unidos del siglo xix, aunque
también un gran desconocido). Trabajo sin
sueldo hasta 1945, afio en el que ya entr a
formar parte de la plantilla del centro. En la
Academia, en 1947 Ruth fundé el Departa-
mento de Limnologia, que dirigi6 hasta 1973,
cuando accedio a la catedra Francis Boyer de
Limnologia. La coleccion de diatomeas de la
Academia de Ciencias Naturales de Filadelfia
siguidé ampliandose con especimenes obte-
nidos en numerosas expediciones y a través
de adquisiciones y actualmente es una de
las mayores del mundo, con unas 220.000
preparaciones microscopicas de estas algas
microscopicas.

La carrera cientifica de Ruth fue muy lar-
ga. En 2012, ya centenaria, seguia leyendo
publicaciones cientificas. Cuando, el 23 de
septiembre de 2013, fallecié en Lafayette Hill

(Pensilvania), era viuda en segundas nupcias.
Su primer marido, Charles Hodge, fallecio en
1985. Diez afios mas tarde, en 1995, se casd
con Lewis H. Vanduser, que fallecié en 2004.

La micropaleontologia fue uno de los pri-
meros campos de investigacion a los que
Ruth se dedico y se la puede considerar pio-
nera en el estudio de las diatomeas como
indicadores de las condiciones paleoecoldgi-
cas. Por ejemplo, comprob6 que existen co-
rrelaciones entre las diatomeas del registro
fosil y cambios climéaticos o tectonicos o con
la existencia de bolsas de petrdleo. Pero su
principal contribucion fue en el dmbito de la
ecologia y de las ciencias ambientales.

En la década de 1940, Ruth aplicd un
nuevo enfoque al estudio de las condiciones
ambientales de los ecosistemas acuaticos y
la evaluacion de la calidad del agua. En 1948
dirigié un trabajo de investigacion que confir-
mo que la biodiversidad de un curso de agua
podia usarse como medida del grado de con-

Academia de Ciencias Naturales de Filadelfia en 1912 (actualmente, Academia de Ciencias Naturales de la Universidad Drexel) (autor desconocido, dominio publico).
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taminacion. En dicho trabajo se analizaron
las aguas de la cuenca del rio Conestoga, de
Pensilvania, que comprende cursos de agua
de caracteristicas muy diversas: los habia
que procedian del riego de campos de cul-
tivo; otros recibian aguas residuales munici-
pales o de industrias y también los habia con
aguas apenas contaminadas. Fue un estudio
multidisciplinar en una época en la que no
era frecuente que especialistas de diferentes
ambitos participaran en un mismo proyecto
de investigacion. Se evaluaron las caracteris-
ticas quimicas y fisicas del agua, las caracte-
risticas geologicas del terreno y la diversidad
de muchos grupos de organismos: bacterias,
algas, protozoos, rotiferos, macroinvertebra-
dos y peces. Ruth llegd a la conclusion que,
al aumentar el grado de contaminacion del
agua, la biodiversidad que contiene disminu-
ye; es lo que actualmente se conoce como
«principio de Patrick».

La eleccion que hizo Ruth de las diatomeas
como indicadores de la calidad del agua se
basaba en algunas caracteristicas de estas
microalgas: a) su facil conservacion gracias
a la cubierta dura, silicea; b) su gran abun-
dancia en las corrientes de agua, tanto por el
numero de especies como por el nimero de
individuos, lo que facilita los estudios estadis-
ticos y les da fiabilidad; c) la gran variacion
especifica en cuanto a la sensibilidad a las
condiciones fisicas y quimicas del agua, que
hace que practicamente en cualquier tipo de
ambiente de agua dulce se encuentren espe-
cies de diatomeas y que, para cada tipo de
ambiente (natural o contaminado), se puedan
encontrar especies indicadoras; y d) la enor-
me informacion que habia disponible de ese
grupo que algas, que habia sido estudiado
por muchos investigadores antes de que lo
hiciera Ruth.

Los trabajos de Ruth y su equipo revela-
ron que algunas especies de diatomeas eran
mas abundantes en aguas muy contaminadas
con materia organica procedente de aguas
residuales, mientras que otras crecian mejor
en aguas contaminadas por productos quimi-
cos. Por lo tanto, mediante la observacion al
microscopio de una muestra de agua y de-
terminacion de las especies de diatomeas y
la cantidad en la que se encontraban, podia
saberse el tipo de contaminacion del agua
y en qué grado se producia. Aquel enfoque
revoluciond el modo de considerar el efecto

que causan en el medio acuatico diferentes
factores naturales y la actividad humana.
Ademas, se ha aplicado también al analisis
de las condiciones ambientales de otros eco-
sistemas terrestres y marinos.

Con frecuencia, Ruth recordaba las cir-
cunstancias que hicieron posible el desarrollo
del proyecto de estudio de las condiciones
ambientales de las aguas dulces continenta-
les en el que baso gran parte de su trabajo
posterior. En 1946, William Hart, ejecutivo
de la industria del petréleo y de la Cama-
ra de Comercio de Pensilvania, asistié a una
conferencia de Ruth sobre los factores am-
bientales que afectan a la distribucion de las
diatomeas en los medios de agua dulce. Se
interesd por su posible aplicacion en un pro-
yecto para determinar la calidad de las aguas
y, para subvencionarlo, logré reunir mas de
50.000 dolares (una gran cantidad a media-
dos del siglo xx) procedentes del Gobierno
del estado de Pensilvania y de industrias del
mismo estado. Cuando Hart se entrevistd con
el presidente de la Academia para tratar de
dicho proyecto, este le dijo que Ruth no po-
dria dirigir un estudio de esa envergadura ni
gestionar tantos fondos econdmicos porque
era «s0lo una chica». Hart insisti¢ y amenazd
con la no realizacion del proyecto sino era la
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doctora Patrick quien lo dirigiera. En verano
de 1948 un equipo pluridisciplinar dirigido por
Ruth estudié el efecto de los contaminantes
en la biota de los rios Conestoga y Brandywi-
ne. El afio siguiente, los resultados de aquel
trabajo se publicaron en un articulo de mas
de 60 paginas.

Cuando se utiliza un grupo de organismos
como indicadores de la calidad ambiental,
para que las muestras que se estudian sean
homologables es necesario que su recogida
y estudio se hagan siempre del mismo modo
en los diferentes ambientes analizados, por
ejemplo para comparar los cursos superior
e inferior de un rio o dos rios distintos. Ruth
lo consiguid con un aparato que disefio ella
misma: el diatdmetro (Fig. 5), que en 1955
patentd en nombre de la Academia de Cien-
cias Naturales de Filadelfia. Lo llam¢ diato-
metro Catherwood en honor a la Fundacion
Catherwood, que subvenciond un proyecto de
investigacion para estudiar las aguas de la
cabecera del rio Amazonas, en Perd, y com-
parar sus caracteristicas biologicas con las de
rios de la zona templada en el este y el sur
de los Estados Unidos. La definicion de la pa-
tente dice que es un «aparato de medida usa-
do para obtener un indice de la vida acuédtica
en una corriente de agua». El diatdmetro, que
es flotante (el modelo original llevaba flotado-
res de los que se utilizan en las cisternas de
los inodoros), contiene portaobjetos y se deja

FIG. 2—Catherwood diatometer: (A) slide holder, (B) retaining bar, (C) deflector,
(D) styrofoam float, (E) brass rod, and (F) identification tag.

Disefio del diatémetro inventado por Ruth Patrick.
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en el agua el tiempo suficiente (dos semanas
suelen bastar) para que se forme un sustrato
bioldgico en la superficie de los portaobje-
tos. Las diatomeas vivas quedan adheridas,
mientras que las muertas se despegan. Por
lo tanto, todas las diatomeas que al final se
observan sobre los portaobjetos aun estan
vivas. Esto resuelve el problema que habia
cuando se hacia el recuento de diatomeas
a partir de muestras de agua, porque la cu-
bierta silicea de estas algas perdura mucho
tiempo después de que la célula ha muerto,
y no es posible distinguir las células vivas de
las muertas.

Ruth Patrick supo conciliar la investiga-
cion basica y la aplicada, dos aspectos de
la ciencia que con frecuencia van separados.
La reconocida experiencia y profundo co-
nocimiento que tenia de la ecologia de los
sistemas acuaticos determin que, ademas
de organizaciones dependientes del Gobierno
de los Estados Unidos, también instituciones
privadas e industrias encargaran a Ruth el
estudio del impacto ambiental de la actividad
humana en rios y otros medios de agua dulce,
y que solicitasen sus servicios como asesora.
De ella dijo el limndlogo Evelyn Hutchinson
que, gracias a su reputacion, era la Unica
persona que podia ser interlocutora de cien-
tificos e industriales para tratar de la contami-
nacion de los rios. Los presidentes de Estados
Unidos Lyndon B. Johnson y Ronald Reagan
pidieron su asesoramiento sobre la contami-
nacion de las aguas (Johnson) y sobre la lluvia
acida (Reagan). Ruth colaboré también con el
Congreso de los Estados Unidos en la legis-
lacion contra la contaminacion y participd en
la redaccion de la Ley para la proteccion del
agua (Clean Water Act). Al final de su dilatada
carrera profesional, Ruth calculaba que habia
estudiado entre 800 y 900 cursos de agua
por todo el mundo. El desarrollo cientifico
y tecnoldgico la fascinaba, porque permitia

profundizar en el estudio de la estructura y
funcionamiento de los ecosistemas y este
conocimiento facilitaba la resolucion de los
problemas creados por la contaminacion de
las aguas. Casi centenaria, ain mostro inte-
rés por una innovacion reciente: el desarrollo
de un codigo de barras para el DNA, como
herramienta para la identificacion de larvas
acuaticas de insectos y su aplicacion para
medir la contaminacion de las aguas. Queria
saber si esta metodologia molecular podia
emplearse para la identificacion de las dia-
tomeas. El dltimo articulo cientifico del que
fue coautora se publicd en 2015, cuando
ella ya habia fallecido; se trata de un estudio
pluridisciplinar de las concentraciones de ra-
dionucléidos emisores de radiaciones gamma
a lo largo de veinticinco afios en la zona de
influencia de la central nuclear de Three Mile
Island, donde, en 1979, se produjo un grave
accidente cuando uno de los reactores de la
central sufrid una fusion parcial del nicleo.
Se obtuvo asi una amplia base de datos sobre
los efectos de la radiacion producida en aquel
accidente, que sirvio de modelo para estudios
posteriores tras los desastres de Chernobil y
Fukushima. El estudio del accidente de Three
Mile Island puso de manifiesto la utilidad de
las diatomeas como sensores muy eficaces
de la radiactividad ambiental, ya que pueden
amplificarla hasta 50.000 veces.

La destacada contribucion de Ruth Patrick a
|a ciencia le fue reconocida en vida con nume-
rosos premios y galardones de asociaciones y
organizaciones cientificas, de fundaciones pri-
vadas y organizaciones profesionales, de orga-
nizaciones civicas, de organizaciones de mu-
jeres, del gobierno de Pensilvania y del de los
Estados Unidos, ademas de distinciones y doc-
torados honoris causa de varias universidades.
También hay algunos centros de investigacion
que llevan su nombre, como el Centro Patrick
de Investigacion Ambiental de la Universidad
Drexel (es el nombre actual del Departamento
de Limnologia que ella fundd) o el Centro de
Educacion de la Ciencia Ruth Patrick, de la Uni-
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versidad Aiken de Carolina del Sur. Los archivos
de la Academia de Ciencias Naturales de Pen-
silvania [http://goo.gl/DJelim] son un registro
valioso de la actividad académica, investiga-
dora y de asesoria de Ruth Patrick y en ellos
queda reflejado su trabajo pionero de andlisis
de la calidad del agua y la cuantificacion de los
efectos de la contaminacion acudtica. Aunque
ella se considerd siempre una limnéloga, sus
publicaciones y archivos demuestran que fue
una pionera de los estudios ambientales y de
la ecologia microbiana. Y cuando muy pocos
ecdlogos eran conscientes de que en el futuro
el agua llegaria a ser un bien escaso en el pla-
neta, Ruth publicé un articulo con el titulo Use
without abuse of our water resources (Massa-
chusetts Audubon, enero-febrero 1961). (Otro
cientifico que en la década de 1960 previo los
problemas de la escasez de agua en el planeta
fue el ecdlogo Ramdn Margalef). En aquellos
archivos, la correspondencia, los documentos
relativos a aspectos administrativos de la Aca-
demia y de otras organizaciones con las que
mantuvo alguna relacion, los articulos propios o
de otros autores, memorias de proyectos, tex-
tos de conferencias que impartio, fotografias,
cintas de audio y de video y algunos objetos
son una fuente casi inagotable para futuras
investigaciones sobre la dilatada carrera de
Ruth Patrick.
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jLa que esta montando la SEM en Twitter!

Ignacio Lopez-Goni

Departamento de Microbiologia y Parasitologia. Universidad de Navarra

Desde el pasado 5 de abril, la Sociedad
Espafiola de Microbiologia esta impartiendo
el primer curso online gratuito sobre Micro-
biologia via Twitter del mundo. Esté organi-
zado y coordinado por el grupo de Docencia
y Difusion de la Microbiologia. Le denomina-
mos #microMOOCSEM: lo de «MOOC» viene
del acronimo en inglés Massive Online Open
Course, «<micro» porque lo impartimos en for-
mato pequefio de 140 caracteres via Twitter
y ademas va de microbiologia, y SEM, por
razones obvias.

Cada martes, miércoles y jueves por la
noche a las 22:00 hora peninsular (haya fut-
bol 0 no en la TV) comenzamos la clase que
consiste en unos 30-40 tuits (uno por minu-
to) sobre un tema concreto de microbiologia.
Compartimos contenidos, webs, links, noti-
cias, imagenes espectaculares, videos super
chulos, cientos de enlaces sobre ciencia y
microbiologia. En cada sesion se incluyen
ademas dos o tres preguntas de evaluacion.

No hace falta inscribirse, es online, gratuito
(si, gratis, jde verdadl), sin certificados ni titu-
litos. Se trata de compartir y difundir ciencia a
través de las redes sociales. Con un lenguaje
sencillo, divulgativo y muy visual, el objetivo es
llegar a mucha gente, no hace falta conoci-
mientos previos, solo que te guste la ciencia y
que te apasione la microbiologia. Para seguir
el curso solo hace falta conectarse a Twitter y
sequir la cuenta @SEMicrobiologia o la etique-
ta #microMOOCSEM. El curso esté teniendo
tanto éxito que también se puede seguir a
través de la cuenta de Facebook de la SEM.

F 4 ~
JESTAN LOCOS ESTOS MICROBIOLOGOS!
JUN CURSO DE MICRO Vi TWITTER!

Los profesores somos 30 profesionales
e investigadores de la SEM, de 20 univer-
sidades o centros de investigacion (algunos
que estan trabajando en centros extranjeros,
incluso). El curso consta de 28 temas y va a
durar hasta el 7 de junio (ver Tabla adjunta).

Esta iniciativa nos esta permitiendo inves-
tigar el uso de las redes sociales para la
docencia, la difusion de la ciencia y la micro-
biologia y la promocién de nuestra sociedad
cientifica.

Como es a través de las redes sociales

nos siguen desde todo el mundo. Hasta
ahora, el 62% de los seguidores son de

SEMgm

Espafia y el resto se reparten entre Méxi-
co, Venezuela, Argentina, Colombia, Peru,
Ecuador, Chile y EE.UU. (en ese orden
de preferencia). En este sentido, #micro-
MOOCSEM esta siendo otra excelente
herramienta para estrechar lazos con
nuestras sociedades cientificas hermanas
de Latinoamérica. El 59% de los seguidores
son mujeres, y por los comentarios que nos
llegan, comprobamos que entre el pablico
hay también muchos alumnos/as de uni-
versidad y de bachillerato, profesores de
instituto, profesionales de ciencias, perio-
distas y divulgadores cientificos.

El curso esta teniendo mucha repercusion en
otros medios. Ha habido reportajes y noticias
sobre esta iniciativa en 28 periodicos o prensa
digital, 14 blogs de ciencia, 10 webs de univer-
sidades, centros de investigacion o sociedades
cientificas y hasta en 3 radios locales.

Este curso online te permite reenganchar-
te cuando quieras y si te pierdes una clase
no pasa nada, luego la puedes consultar en
esta direccion de internet, en la que quedan
colgadas todas las clases para que se puedan
repasar: https://storify.com/SEMicrobiologia.
Es un excelente repositorio donde quedan
guardados todos los tuits, con cientos de
enlaces, videos e imagenes muy Utiles para
la docencia.

De momento, un efecto que ha tenido esta
iniciativa es el aumento espectacular de segui-
dores en las redes sociales de la SEM. Antes
de comenzar el curso el nimero de seguido-
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res de nuestra cuenta de Twitter era de 2.176
y a finales de junio ya hemos superado los
7.000 seguidores. Y lo mismo ha ocurrido en
la cuenta de Facebook de la SEM: antes 3.312
y ahora mas de 4.600. De esta forma, en unos
pocos meses la SEM se ha colocado entre las
sociedades cientificas con mas seguidores en
Twitter (Tabla I):

Pero ademas, estamos cumpliendo otros
objetivos: 1) estamos consiguiendo que se
hable de la SEM y que la microbiologia sea
noticia; 2) hemos conseguido un buen grupo
de microbidlogos que, sin conocernos per-
sonalmente muchos de nosotros, nos con-
tagiemos mutuamente nuestra pasion por
la docencia y la microbiologia; 3) vamos a
generar un repertorio de cientos de tuits con
cientos de enlaces, videos e imagenes de
libre acceso sobre los temas mas variados de
la microbiologia; y 4) y mas importante, todos
estamos aprendiendo de otros colegas y ade-
mas nos estamos divirtiendo de lo lindo. Con
#microMOOCSEM hemos demostrado que si,
que se pueden dar una clase magistral de
ciencia en Twitter. ;Siguenos! (Tabla Il)

@ YouTube @

W Follow

Otras veces, la presa se defiende y surge la sorpresa. Bravo
Stentor!. #microMOOCSEMyoutube .com/watch?feature=
10:11 PM- 13 Apr 2016

SEM
@SEMicrobiologia

-

« B4 9350

.. SEM
(@SEMicrobiologia

Todos quieren seguir las clases de microbiologia en Twitter y
Facebook #microMOOCSEM

7:49 PM - 4 May 2016

“« 134 @5

TABLA |
Seguidores
Sociedad o Institucion en Twitter

(mayo 2016)
MicrobeWorld 17.300
American Society for Microbiology 16.700
Microbiology Society 11.500
Asociacion Espafiola de Bioempresas (ASEBIO) 6.349
Asociacion Espafiola de Vacunologia (AEV) 5152
FEMS 3.147
Sociedad Espariola de Medicina Preventiva, Salud Publica e Higiene (SEMPSPH) 2.873
Sociedad Espafiola de Biogquimica y Biologia Molecular (SEBBM) 1.543
Sociedad Espafola Interdisciplinaria del SIDA (SEISIDA) 1.056
Sociedad Espafiola de Virologia (SEV) 1.026
Sociedad Espariola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica (SEIMC) 972
Canadian Society for Microbiology 71

Organulos de

.. SEM
@SEMicrobiologia

vibrio

Besteptococds
K‘?ro«

10:32 PM - 12 Apr 2016
« 1359 $e1

tomografia de rayos X
o~

ia, San Fr
W Follow

Saccharomyces se ha convertido en un organismo modelo en
Genética y Biologia Molecular y Celular #MicroMOOCSEM

- espiroquetas

£

diplogosos FéaTas <o Nespifitos}

s
@SEMicrobiologia
Forma y agrupaciones de los procariotas: cocos, bacilos, vibrios, .
estreptococos, espiroquetas, ... #microMOOCSEM 2 v .y,
10:13 PM - 6 Apr 2016 \ #microMOOCSEM: martes, miércoles y jueves /
\ a las 22:00 h (hora espafiola)

4« 13136 133

. SEM
@SEMicrobiologia

olvides de RT!
10:01 PM- 6 Apr 2016

« 10 @10

W Follow

Sigue el curso #microMOOCSEM desde Latinoamérica y jno te
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TABLA II: TEMAS Y PROFESORES DEL CURSO #MICROMOOCSEM

Tema Profesores Centro
1 | Historia de la microbiologia Maria José Martinez Universitat de Barcelona
2 | Arqueas y bacterias Ignacio Lopez-Gofii Universidad de Navarra
3 | Virus Josefa Anton Universidad de Alicante
4 | Hongosy levaduras Victor Cid Universidad Complutense de Madrid
5 | Protistas Ana Martin Gonzélez Universidad Complutense de Madrid
6 | Bacteriofagos Maryury Brown-Jaque Universitat de Barcelona
7 | Genética bacteriana Juan M Garcia Lobo Universidad de Cantabria
8 | Origen de la vida y evolucion microbiana Manuel Sanchez Angulo Universidad Miguel Hernandez
9 | Microbiologia del suelo Juan Ignacio Vilchez Universidad de Granada
10 | Microbiologia del agua Tatiana Robledo Universidad de Granada
11 | Biorremediacion, biodeterioro, biodegracion, ... Marina Seder Institut de Radioprotection et de Sdreté Nucléaire (IRSN)
12 | Microbiota intestinal Silvana Teresa Tapia Universidad de Malaga
13 | Probicticos y prebidticos Alma Hernandez de Rojas Instituto Espariol de Oceanografia Gijon
14 | El microbioma humano Alex Mira Centro Superior de Investigacion en Salud Publica. Valencia
15 | Microbios y plantas JJ Gallego Www.microgaia.net
16 | Microbiologia de los alimentos Teresa M? Lopez Diaz Universidad de Ledn
17 | Microbiologia en enologia Sergi Maicas i Prieto Universitat de Valencia
18 | Microbiologia industrial Eduardo Villalobo y Manuel Sanchez Angulo | Universidad de Sevilla
19 | Microbiologia clinica e infeccion Guillermo Quindds Universidad Pais Vasco
20 | Virulencia y patogenicidad bacteriana Sabela Balboa Méndez y Jesus Lopez Romalde | Universidad Santiago Compostela
21 | Tuberculosis Clara Aguilar Universidad de Zaragoza
22 | VIH/SIDA Anna Tomas Universitat Autonoma de Barcelona
23 | Malaria Marfa Linares Gémez Hospital Doce de Octubre-CNIO
24 | Levaduras patogenas Oscar Zaragoza Centro Nacional de Microbiologia. Madrid
25 | Hongos y micotoxinas Jessica Gil Serna Universidad Complutense de Madrid
26 | Antibidticos y quimioterapicos Raquel Ferrer y Ana Camacho Universidad de Navarra
27 | Resistencia a los antibigticos Laura Vinue Massachusetts General Hospital (Boston, EE.UU.)
28 | Las vacunas salvan millones de vidas Jorge Garcia-Lara University of Central Lancashire / Reino Unido

Coliloquio, vy victor

JATENCION, METAZOOS,
EUCARIOTAS "SUPERIORES"
Y ALIENIGENAS EN GENERAL!
ESTO ES UN AVISO

ESTAMOS AQUI PARA
QUEDARNOS. SOMOS
LEGION Y NO HAY
AMBIENTE QUE NO
PODAMOS COLONIZAR

QUE NO NOS VEAIS
CON VUESTROS BURDOS
SISTEMAS OPTICOS NO
SIGNIFICA QUE NO

ESTEMOS AQUI -

DE VEZ EN CUANDO
HAY QUE RECORDAR
AL UNIVERSO
QUIENES SOMOS.
ALO MEJOR HAY
VIDA INTELIGENTE
AHi FUERA

EL MUNDO
ES NUESTRO

{iESTE ES UN
PLANETA
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Entrevista a Francisco Mojica

Esta entrevista ha sido realizada conjuntamente por Angeles Martinez y por Manuel Sanchez Angulo. Angeles es la responsable del
programa «Feedback Ciencia» y Manuel del programa «Tu yo y los microbios». Ambos se emiten por Radio UMH

Universidad Miguel Herndndez, Alicante
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¢ QUE TE ANIMO A ESTUDIAR
MICROBIOLOGIA?

Lo que tenia muy claro es que queria estu-
diar Biologia, pero dentro de ella no lo tenia
tanto por cual disciplina decidirme y cuando
vi qué eran los microbios me dije «jHombre!
iperfecto!». Cuando uno estudia los microor-
ganismos, esta estudiando Bioquimica, Bio-
logia Molecular, Ecologia, Fisiologia, etc. Me
parecio el campo mas completo de la Bio-
logia. Lo que no entendia es como el resto
del mundo no queria estudiar Microbiologia.
Todavia hoy en dia me lo pregunto

¢ QUE ES EL SISTEMA CRISPR?

El sistema CRISPR o CRISPR-Cas, hacien-
do referencia a los dos componentes princi-
pales de estos sistemas, €S un mecanismo
que tienen los procariotas para defenderse
de invasiones por parte de elementos gené-
ticos como son los plasmidos o los virus.

Lo que hace este sistema es reconocerlos
como agentes extrafios y mantener dentro
del genoma del microorganismo una memo-
ria que le permite luchar contra ellos. Es una
especie de sistema de inmunidad adquirida
que mantiene un registro de entrada de esos
invasores y que, al residir en el genoma, pue-
de transmitirse a la descendencia. Cuando
el sistema CRISPR reconoce algo como un
invasor gracias a esa memoria previa, corta
el material genético de ese invasor que coin-
cide con la informacion de dicha memoria.
Ese corte lo lleva a cabo una proteina Cas.

HAN PASADO 25 ANOS DESDE

QUE COMENZASTE A TRABAJAR

EN ESTA LIiNEA. ;CUAL ES TU CAMPO
ACTUAL DE INVESTIGACION?

El mismo. Yo sigo trabajando con los siste-
mas CRISPR-Cas, en concreto en la primera
etapa, la de adquisicion de esta inmunidad:
como reconoce la célula a esos invasores

SEMgm

You([T)

La explicacion del sistema CRISPR
por el propio Francis Mojica puede
verse en este enlace:

http://youtu.be/GOK6FkfmHdQ

Francis Mojica en su laboratorio.

Es una especie de sistema de

inmunidad adquirida que man-

tiene un registro de entrada de

€s0s invasores y que, al residir

en el genoma, puede transmitir-
se a la descendencia.

como elementos extrafos y peligrosos. Esto
esta todavia por caracterizar y practicamen-
te no se sabe nada de cOmo se genera esa
memoria; estamos intentando aclarar aspec-
tos fundamentales de la misma.

¢QUE TIENE DE REVOLUCIONARIO?

Los sistemas CRISPR son muy diversos.
Algunos implican el funcionamiento de trein-
ta proteinas distintas, pero hay otros muy



simples que sélo requieren tres proteinas.
Una de ellas es Cas9. Se puede programar
a esa proteina para que reconozca una dia-
na concreta. Basta con darle una guia, un
pequerio RNA que coincida con esa diana, y
la corta. Esto se puede utilizar para la edicion
de genomas. Lo realmente asombroso es que
funciona de maravilla en cualquier tipo celu-
lar, incluyendo las células humanas. Y lo hace
de manera muy eficaz y con mucha precision.
Esta tecnologia puede usarse para estudiar
la funcién de un determinado gen o incluso
intentar curar una enfermedad genética. Se
abren muchisimas posibilidades.

Frustrantes fueron casi todos, quitando el
ultimo en el que por fin dijeron que lo acep-
taban. Pero lo mas frustrante era pensar que
alguien fallaba y que quizas era yo mismo por
mi incapacidad de hacer ver algo, que para
mi estaba clarisimo que era muy importante.
Cuando la primera revista a la que lo mandas
te dice que eso no es tan relevante o que ya
ha sido descrito previamente o que es otro sis-
tema de restriccion-modificacion, pues se te
cae el mundo al suelo. Y cuando intentas con-
vencerlos de que se equivocan y lo mandas a

Lo mas frustrante era pensar
que alguien fallaba y que quizas
era yo mismo por mi incapaci-
dad de hacer ver algo, que para
mi estaba clarisimo que era muy
importante.

otra revista y te lo rechazan con los mismos
argumentos, y lo mandas a otro y te vuelven a
decir que no, y a otro, y a otro. En la mayoria
de los casos sin pasar siquiera a revisores. Tu
tienes oro en las manos y no eres capaz de
hacerles ver lo que tienes. Eso supuso ademas
de frustracion, un estado de nervios tremendo,
pues podria ser publicado por algun otro grupo
de investigacion. Cuando lo mandamos a la
Ultima revista donde fue aceptado, tardaron
una eternidad en contestar. Recuerdo que al
menos una vez al mes me ponia en contac-
to con el editor preguntando por el articulo.
Cuando por fin fue publicado, al mes se publi-
¢0 otro diciendo basicamente lo mismo que
nosotros. Y seis meses despugés otro.

Eric S. Lander'-#3*

@ 1993 Discovery of CRISPR

° 2003 CRISPR is an adaptive
immune system

o 2006 Experimental evidence
that CRISPR confers
adaptive immunity

eroes of CRISPR

'Broad Institute of MIT and Harvard, 415 Main Street, Cambridge, MA 02142, USA
2Department of Biology, Massachusetts Institute of Technology, Cambridge, MA 02139, USA
3Department of Systems Biology, Harvard Medical School, Boston, MA 02115, USA
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En el articulo se decia que los procariotas
tienen un sistema de inmunidad adquirida.
Ese era mas 0 menos el titulo del manuscrito
cuando se mandd inicialmente a Nature. Tam-
bién deciamos que ese sistema iba a tener
muchas aplicaciones en biotecnologia, en
agricultura y en clinica. Todo eso lo tuvimos
que quitar. Habia un rechazo de los editores y
de los revisores en cuanto a que era algo tan
revolucionario, que o bien pedian un respaldo
experimental muy grande o bien directamente
no se lo creian. Fue uno de los Gltimos reviso-
res en rechazar el articulo el que nos indicd
que el contenido era mas adecuado para el
Journal of Molecular Evolution. Al enviarlo a
esa revista nos centramos en el tema de que
este sistema tenia una repercusion evolutiva
muy grande y no en las posible aplicaciones.
Lo importante es que al final se publicd el
articulo y que fuimos los primeros.

Si. Nosotros llevdbamos desde el afio
1993 preguntandonos para qué servia
aquello, pero teniamos muy claro que era
muy importante. Lo dificil era saber «para
qué servia» ya que no teniamos ninguna
pista. Fue gracias a la gendmica y el desa-
rrollo de la tecnologia de secuenciacion.
A partir de 1995 comenzamos a disponer
de la secuencia de genomas completos de

@ Vilnius
Wageningen °
owurzburg
@ Vienna

@ Alicante

En su articulo en Cell, el influyente Eric Lander dio crédito a Francisco Mojica como clave en el descubrimiento de los CRISPR, y puso a Alicante como la cuna del hallazgo, si
bien sus detractores le acusan de disefiar una estrategia para desacreditar a Jennifer Doudna y Emannuelle Charpentier en favor de Feng Zhang en la carrera hacia el Nobel y

la disputa por las millonarias patentes.

SEMgm
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diversas bacterias y pudimos buscar en esas
bases de datos el origen de las secuencias
espaciadoras del sistema CRISPR. En el afio
2003 encontramos que una de las secuen-
cias que habiamos encontrado en una cepa
de Escherichia coliera idéntica a la secuen-
cia de un virus que infectaba a E. coli.
Pensamos que aquello no era casualidad
y seguimos comparando con otras secuen-
cias espaciadoras y encontramos lo mismo.
Entonces cogi las secuencias de todas las
agrupaciones CRISPR que conociamos y
utilizando el procesador Word, porque yo
de bioinformatica no tengo ni idea, extraje
todos los espaciadores y los comparé uno
a uno con las bases de datos. Al final, un
2% de las 4500 secuencias que comparé
eran idénticas o muy similares a elementos
genéticos como plasmidos o virus. Fue un
«big data» manual.

Para mi, lo primero que hicimos relevante
en el campo CRISPR fue demostrar que esas
agrupaciones eran una caracteristica de los
procariotas, ahora sabemos que «s6lo» estan
en un 50%. Y para detectarlos no habia una
herramienta informatica fiable que pudiera
reconocer estas agrupaciones. Entonces, un
estudiante de Biologia llamado César Diez
Villasefior, disefio un programa capaz de
hacerlo. Y gracias a eso pudimos demostrar
que esas agrupaciones no sélo se encontra-
ban en E. coli o en las haloarqueas, sino que
eran muy frecuentes.

Lo primero que hicimos rele-

vante en el campo CRISPR fue

demostrar que esas agrupacio-

nes eran una caracteristica de
los procariotas.

Hasta cierto punto lo entiendo, porque hay
mucho dinero en juego. Pero por otro lado
es una verdadera lastima porque algo tan
importante y con tanta repercusion como la

tecnologia CRISPR se empafie por un asunto
como este. Intento estar al margen.

Y en el personal también. En el cientifico si,
en el sentido de que lo tengo completamente
desatendido. Hace mucho que no hablo de
Ciencia con mis colaboradores. Y precisa-
mente podemos ponerle fecha: desde que
salio el articulo de Lander en Cell, basica-
mente. En cuanto al académico, sigo dando
mis clases hasta donde puedo. He tenido
que pedir en alguna ocasion que alguien me
sustituyera. Pero lo que mas me ha afectado
es no poder atender a muchisima gente que
esta intentando que les conceda entrevistas.

Realmente empezo con la concesion del
Princesa de Asturias. Los periodistas contac-
taron conmigo a través de Lluis Montoliu que
esta en el Centro Nacional de Biotecnologfa. I
es uno de los usuarios de la técnica CRISPR y
fue quien les inform¢ a los periodistas del ori-
gen de dicha técnica. Sin embargo aquello no
duré mucho. La locura se inici6 con la publica-
cion del articulo de Lander en enero de 2016.

Jennifer Doudna y Emannuelle Charpentier durante la
entrega del Premio Princesa de Asturias en 2015 (EFE).
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Las revistas y las personas. Uno de mis
directores de tesis, el profesor Francisco
Rodriguez-Valera, publicd en NoticiaSEM (Noti-
ciaSEM 75) un articulo sobre mi implicacion en
el descubrimiento de este sistema y aquello
no tuvo mucha repercusion, a pesar de que
Rodriguez-Valera es uno de los mejores cien-
tificos de este pais y un microbidlogo muy bien
reconocido a nivel internacional. Sin embargo
cuando Eric Lander, fundador del Broad Institu-
te del MIT y Harvard, y promotor del proyecto
Genoma Humano, escribe algo en Cell, pues
la repercusion es mucho mas grande. Tras
escribirlo le llamé para agradecerle que me
hubiera reconocido como descubridor aunque
no estaba muy de acuerdo con algunas cosas.
Las repeticiones CRISPR se descubrieron en
1987 por un grupo japonés, pero él me dijo
que yo si era el descubridor, ya que no es lo
mismo encontrar algo, que encontrar algo,
preocuparse por ello, investigarlo y explicarlo.

No es lo mismo encontrar algo,
que encontrar algo, preocuparse
por ello, investigarlo y explicarlo.

Yo no le quitaria mérito a Jennifer Doudna
y Emmanuelle Charpentier, en cuanto a que
ellas fueron las que definieron cuales eran los
componentes de estos sistemas, suficientes y
necesarios, para cortar el DNA de una forma
dirigida. Lo hicieron in vitro y ademas fueron
las primeras que dijeron que podia servir para
editar genomas. Pero quienes realmente dieron
ese paso fueron Feng Zhang del Broad Institute
y George Church de Harvard, que trabajando
independientemente publicaron back to back en
la misma revista, la demostracion experimental
de que se podia usar el CRISPR para modificar
células de ratén o células humanas. Desde mi
punto de vista ese fue el auténtico bombazo.



Ahi es nada. Financiacion estamos todos de
acuerdo que falta. Pero claro, en eso estamos
de acuerdo los que somos cientificos y los
que estudian otros campos. No deberia enfo-
carse tanto en la ciencia aplicada, sino tam-
bién en la basica. No hay que olvidar que algo
tan grande como es la tecnologia CRISPR ha
derivado de la investigacion basica. Hasta el
2012 lo que se publicaba en este campo era
investigacion basica pura y dura. Y precisa-
mente por eso se ha encontrado un sistema
con muchisimas aplicaciones, en medicina,
en agricultura, en ganaderia, etcétera. Hay
que potenciar la investigacion basica aunque
muchos puedan pensar que es a fondo perdi-
do. Por ejemplo, los proyectos EXPLORA son
una idea genial. Permiten financiar proyectos
arriesgados, y son estos proyectos los que
pueden dar lugar a sorpresas muy agrada-
bles. También hay que financiar a los grupos
pequefos. La mayor parte de la financiacion
se la llevan los grupos grandes. Eso hace
que estos cada vez sean mas grandes y que
consigan mas dinero. Yo creo que no hace
falta tener un grupo muy grande, ni muchisi-
mo menos, para hacer grandes cosas. En el
caso de CRISPR, Luciano Marraffini publico
mucho y muy bien, trabajando él solo.

Yo tengo la esperanza de que CRISPR sea un
ejemplo. Y muchos intentan convencerme de
que, por el bien de la Ciencia en Esparia, haga la
mayor divulgacion posible de este gran éxito de

Yo creo que no hace falta tener
un grupo muy grande, para hacer
grandes cosas.

la ciencia basica, para que quien no sepa verlo,
con un ejemplo tan claro lo vea. La divulgacion
de la ciencia es fundamental. Los profesores de
universidad nos pasamos la vida dando clases,
realizando gestiones, papeleos, realizando infor-
mes e investigando. Hay muchas cosas que
hacer y lo que dejamos en el fondo del cajon
es la divulgacion. Nunca habia dado una charla
de divulgacion hasta principios de este afio. Y
te puedo decir que es lo mas gratificante que
he hecho en cuanto a actividades relacionadas
con la Ciencia. Es una maravilla ver la cara de
la gente cuando le cuentas cosas que escapan
un poco a la comprension del ciudadano de a
pie, pero cuando consigues hacérselo entender
y que vean la repercusion de la Ciencia en sus
vidas, eso es muy grande. Ademas, nosotros los
cientificos debemos ver a la divulgacion como
una tarea que tenemos que hacer.

Los cientificos debemos ver a la
divulgacion como una tarea que
tenemos que hacer.

Yo creo que si. Creo que la Microbiologia esta
infravalorada. A nivel nacional, nunca entendi
como la Microbiologia no es una asignatura
basica en los grados de Ciencias de la Salud.
Para mi es totalmente incomprensible. Sin
embargo a nivel internacional el grupo Nature
ha lanzado el Nature Microbiology el pasado
mes de enero. Asi que algo esta cambiando y
me gusta pensar que CRISPR tiene algo que ver
con ello. Al ritmo actual, este afio se publicaran
unos 2000 articulos sobre dicha técnica.

Responderia con un ejemplo personal. Voy
a darle la vuelta a la pregunta. Si yo tuviera
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18 afios y tuviera que decidir qué hacer, volveria
a hacer lo mismo que he hecho y me dedica-
ria a la investigacion. No hay nada mas apasio-
nante. Quizas no saldria tan bien, pero desde
luego no te ibas a aburrir. Cuando uno cree en
algo, tiene que ir a por ello. Y si te financian,
maravilloso. Y si no te financian, pues te pones
a hacer cosas que no consuman mas que elec-
tricidad: un ordenador y a buscarte la vida.

Si yo tuviera 18 afos y tuviera
que decidir qué hacer, volveria a
hacer lo mismo que he hecho y
me dedicaria a la investigacion.

Ahora esté el sistema CRISPR-Cas9. En
estos proximos diez afios se va a empezar a
hablar de CRISPR-Cpf1, y de CRISPR-C2C1,
y de CRISPR-C2C2. Se esta explotando sdlo
uno de los sistemas CRISPR de la naturaleza
y hay muchos mas. Ahora mismo estamos
empezando a sacarle partido a esta tec-
nologia. Recientemente se ha publicado la
estructura tridimensional de una de las pro-
teinas de otro de esos sistemas que sirven
para la edicion de genomas, asi que cada
vez se irda mejorando su eficacia y precision.
Hay que ser muy cautos en el aspecto de
que CRISPR-Cas9 pueda ser usado como
un «medicamento» que se administre a un
paciente para curar una enfermedad genéti-
ca. Eso podria ser, pero puede haber efectos
colaterales que desconocemos. No hay tanta
restriccion para su uso en modelos animales
y €S0 va a permitir estudiar y conocer esas
enfermedades intratables, lo que puede per-
mitir que aumente la posibilidad de cura o de
tratamiento. Ademas no debemos olvidar que
esta tecnologia se puede utilizar para modi-
ficar plantas o animales de interés econémi-
co. Por ejemplo, se ha conseguido eliminar
retrovirus enddgenos en cerdo, lo cual puede
permitir el uso de dichos animales para rea-
lizar xenotransplantes seguros. Son s6lo unos
gjemplos de lo mucho que se puede hacer.
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http://jornades.uab.cat/workshopmrama

XIV WORKSHOP "METODOS RAPIDOS Y AUTOMATIZACION EN MICROBIOLOGIA ALIMENTARIA"

Facultat de Veterinaria, Universitat Autonoma de Barcelona %
Bellaterra (Cerdanyola del Valles), 24 a 27 de noviembre de 2015 &%é

Del 24 al 27 de noviembre de 2015, tuvo
lugar el XIV workshop sobre Métodos rapidos
y automatizacion en microbiologia alimentaria
(MRAMA), en la Facultad de Veterinaria de
la Universitat Autonoma de Barcelona (UAB;
Bellaterra, Cerdanyola del Valles), dirigido por
la Dra. Marta Capellas Puig y el Dr. Josep Yus-
te Puigvert, profesores de Ciencia y Tecnolo-
gia de los alimentos, y organizado por el Cen-
fre Especial de Recerca Planta de Tecnologia
dels Aliments (CERPTA) y el Departamento de
Ciencia animal y de los alimentos de la UAB.
Celebrado anualmente, el workshop MRAMA,
de un contenido aplicado y de futuro, amplia
y difunde los conocimientos tedricos y practi-
c0s sobre métodos innovadores para detectar,
contar, aislar y caracterizar rapidamente los
microorganismos, y sus metabolitos, habitua-
les en los alimentos y el agua.

Como cada afio, el ponente principal fue
el profesor Dr. Daniel Y. C. Fung, catedrati-

co emérito de Ciencia de los alimentos y de
Industria y Ciencias animales en la Kansas
State University (KSU; Manhattan, Kansas,
EUA). Su especialidad es la microbiologia de
los alimentos y, dentro de este campo, es
un cientifico de prestigio internacional en el
ambito de los métodos rapidos y miniaturi-
zados y la automatizacion. Director del wor-
kshop internacional sobre Métodos rapidos
y automatizacion en microbiologia, celebrado
anualmente durante 30 afios en Manhattan,
KS (1980-2010). Ganador del Premio Interna-
cional del Institute of Food Technologists (IFT)
en 1997, por la organizacion de esta serie de
workshops; el Premio Waksman al Educador
Excepcional de la Society for Industrial Micro-
biology en 2001; el Premio a la Excelencia en
la Docencia Universitaria del College of Agri-
culture de la KSU en 2005; el Premio Carl
R. Fellers del IFT en 2006, por su destacada
trayectoria en Ciencia y Tecnologia de los
alimentos; el Premio Inaugural al Educador
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Excepcional en Seguridad Alimentaria de la
revista Food Safety y ConAgra Foods Inc en
2007, por su carrera docente: mas de 20.000
alumnos y director de 121 estudiantes gra-
duados (36 doctorados y 85 masteres); el
Premio al Servicio Distinguido de la Chinese
American Microbiology Society en 2009, por
sus excepcionales funciones como presi-
dente, tesorero y secretario (2000-2009); y
el Premio de la Seguridad Alimentaria de la
International Association for Food Protection
(IAFP) en 2012, por la serie Unica de works-
hops en la KSU. Fundador y editor del Journal
of Rapid Methods and Automation in Micro-
biology (1992-2009). Miembro de Honor del
IFT, la American Society for Microbiology
(ASM) y la International Academy of Food
Science and Technology (AFoST), de los EUA,
y el Institute of Food Science and Technology
(IFST), del Reino Unido; y Promacion Inaugural
de Miembros de Honor de la IAFoST (1998).
En 1995, fue invitado a dar una conferencia



en el Instituto Pasteur de Paris (Francia) con
motivo de la conmemoracion del 100° ani-
versario de la muerte de Louis Pasteur. El Dr.
Fung tiene, pues, una larga experiencia en los
temas del workshopy, de hecho, se le conoce
como el «padre» de los métodos microbiold-
gicos miniaturizados, porque en este campo
fue pionero y uno de los investigadores mas
expertos y especializados del mundo, y ha
ensayado con resultados positivos y ha apor-
tado un alto nimero de técnicas innovadoras.

El workshop conté con otros conferencian-
tes de renombre. Se encargo de la ponencia
inaugural la Dra. Gécile Lahellec, directo-
ra honoraria de investigacion de la Agence
Frangaise de Sécurité Sanitaire des Aliments
(AFSSA), en Alfort (Francia), que narr¢ la saga
de las salmonelas, una breve historia sobre
un largo periodo de interaccion con las bac-
terias de la carne de ave. EI Dr. Armand
Sanchez Bonastre, director del Servicio
Veterinario de Genética Molecular de la UAB
y profesor de nuestro Departamento, infor-
mo exhaustivamente sobre la técnica de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
método genético, en constante evolucion,
para detectar e identificar microorganismos.
El Dr. Norbert Langfeldt, del Zentrales Ins-
titut des Sanitéatsdienstes der Bundeswehr
Kiel, en Kronshagen (Alemania), participd
con una interesante ponencia acerca de la
aplicacion de métodos rapidos en un labora-
torio de campo para mejorar la higiene y la
seguridad alimentarias en regiones en crisis.
El Sr. Jon Basagoiti Azpitarte, consultor y
auditor de Imagining Management Systems,
en Ermua, explico su experiencia en gestion
de la calidad y la inocuidad de los alimen-
tos, e hizo especial hincapié en los analisis
microbioldgicos como parachoques del sis-
tema de la empresa y/o como garantia de
la salud de los consumidores. EI Dr. Daniel
Ramén Vidal, director cientifico y consejero
delegado de Biopolis, en Paterna, transmitio
a los asistentes sus amplios conocimientos
sobre la secuenciacion gendmica masiva
aplicada a la seguridad alimentaria, lo que
genero un interesante debate en la mesa
redonda posterior a su ponencia. La Sra.
Ana Maria Hernandez Andaluz, de Pre-
miumlab, en Sant Boi de Llobregat, habld
sobre la validacion de kits ELISA para deter-

minar alérgenos. La Dra. Alicia Subires
Orenes, de nuestro Departamento, expuso
la implementacion y el uso de la poco cono-
cida técnica de la citometria de flujo para
detectar bacterias patgenas lesionadas en
alimentos. Y el Sr. David Tomas Fornés,
investigador cientifico de Nestec, Centro de
Investigacion de Nestlg, en Lausana (Suiza),
presento un tema de gran importancia como
es la preparacion de muestras para analisis
microbioldgicos y los retos e innovaciones
que ello implica en la industria alimentaria.

Ademas, asistieron importantes empresas
de microbiologia, que explicaron y mostra-
ron sus productos y sus servicios (funciona-
miento, ventajas y limitaciones, y técnicas en
que se basan). Estas empresas, que patroci-
naron el XIV workshop MRAMA, fueron: 3M
Espafa, BD Biosciences, BioGeNETIcS, bioMé-
rieux Espafia, Bio-Rad Laboratories, Bioser,
Eppendorf Ibérica, Gomensoro, ibexx Labora-
torios, iMICROQ, INGENASA, imram HigiENE, 1UL,
Laboratorios microkiT, MicroPlanet Laborato-
rios, Neogen Europe, Nirco (parte de Grupo
Deltalab), PanReac AppliChem, Sigma-Aldrich
Quimica, Thermo Scientific, y Werfen — qiaGen.

También colaboran con el workshop MRA-
MA: Premiumlab, Grupo Bonmacor, el Centro
Nacional de Tecnologia y Seguridad Alimenta-
ria (CNTA), Productos Florida, Cirad (Francia),
la Associacid Catalana de Ciencies de I'Ali-
mentacio (ACCA), Publica — Revista Técnicas
de Laboratorio, Estrategias Alimentarias —
Revista eurocarne, Sweet Press — Revista Tec-
nifood, ainia.centro tecnoldgico, la Sociedad
Espafiola de Microbiologia (SEM), la Asocia-
cion de Consultores y Formadores de Espa-
fia en Seguridad Alimentaria (ACOFESAL), la
Sociedad Espariola de Seguridad Alimentaria
(SESAL), la Agencia de Salud Publica de Bar-
celona, la Agencia de Salut Publica de Cata-
lunya, y la Sociedad Espafiola de Quimicos
Cosméticos (SEQQC).

El workshop ha sido una actividad exito-
sa, tanto por los ponentes y sus ponencias,
como por la asistencia de publico y la parti-
cipacion de las empresas de microbiologia.
Reunié a 192 personas, de diversos colecti-
vos nacionales e internacionales: (i) Labora-
torios, asesorias y consultorias, e industrias
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de los ambitos agroalimentario (entre otros,
los sectores carnico y avicola, lacteo, comi-
das preparadas, panificacion y bolleria, olei-
cola, bebidas analcohdlicas —aguas, licuados
vegetales, bebidas refrescantes— y alcohdli-
cas —cervecero, vitivinicola—, ingredientes y
aditivos), biotecnoldgico, etc.; (i) Profesores
y estudiantes de la UAB (titulaciones de Cien-
cia y Tecnologia de los alimentos, Veterinaria;
tercer ciclo), otras universidades y centros
docentes; (iii) Otros centros de investigacion;
(iv) Administracion.

Durante tres dias, se realizaron unas sesio-
nes practicas en el laboratorio, en las que
se trabajé con algunos equipos y los productos
mas innovadores del campo de los métodos
rapidos y la automatizacion. Y se organizaron
tres talleres: (i) Uso de los recursos para
microbiologia predictiva disponibles en inter-
net, a cargo de la Sra. Montse Vila Brugalla
(Servicio de Control alimentario de mercados
centrales de la Agencia de Salud Publica de
Barcelonay); (ii) Desviaciones tipicas en las audi-
torfas de certificacion de sistemas de inocuidad
alimentaria (BRC, IFS y FSSC22000), a cargo
de SGS ICS Ibérica; (iii) Tecnologia PlasmlA:
deteccion facil, rapida y multiple de patdgenos
mediante un nuevo ensayo inmuno-dptico en
el laboratorio de andlisis de hoy, a cargo de
Prestodiag (Francia).

La mesa redonda previa a la clausura
oficial del workshop, con varios ponentes y
profesionales de empresas de microbiolo-
gia, estuvo moderada por el Dr. José Juan
Rodriguez Jerez (investigador principal del
grupo AMicS de la UAB y profesor de nuestro
Departamento), fue sobre la instrumentacion
en microbiologia de los alimentos, las tenden-
cias del mercado mundial y otros temas de
actualidad del sector, y constato, junto con las
ponencias del workshop, la importancia del
muestreo y su influencia en los resultados; la
relevancia de la automatizacion en el labora-
torio; la diversidad de necesidades en cuanto
a métodos microbioldgicos, segun el sector;
asi como los progresos en el desarrollo de
soluciones que aportan rapidez, precision,
sensibilidad y especificidad.

El XV workshop MRAMA se celebrara
del 22 al 25 de noviembre de 2016.
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Evaluacion rapida (4h.), por el Método del Doble Tubo de

Fung de la contaminacion fecal de aguas de baino en playas

Daniel Y. C. Fung', Josep Yuste? y Marta Capellas?

"Kansas State University, Department of Animal Sciences and Industry, Call Hall, Manhattan, Kansas (EUA). 2Universitat Autonoma de Barcelona, Centre d’Innovacio, Recerca i
Transferencia en Tecnologia dels Aliments (XaRTA, TECNIO), Departament de Ciencia Animal i dels Aliments, Facultat de Veterinaria, Bellaterra (Cerdanyola del Valles)

Las aguas de bafo (playas, rios, lagos, estan-
ques, etc.) son areas importantes para usos
recreativos tales como nadar, bafarse, jugar,
etc., pero pueden contaminarse con vertidos
conteniendo a veces materia fecal proceden-
tes de zonas urbanas, y entonces contendran
bacterias fecales y otros microorganismos que
suponen un riesgo para la salud publica de las
personas usuarias de dichas aguas. Por tanto,
es importante analizar periodicamente en estas
aguas la presencia o la ausencia de contami-
nacion fecal para proteger la seguridad de los
nadadores, los bafiistas y demas publico usuario.

La deteccion convencional de la contami-
nacion fecal en agua conlleva 1 o 2 dias, de
manera que, cuando se obtienen los resulta-
dos, la calidad del agua puede haber cam-
biado considerablemente, lo que hace que
los datos obtenidos tengan un valor limitado.

Entre los afos 2011 y 2013, el Water
Research Group del Public Health Department
en Honolulu, Hawai (EUA), bajo la direccion del
Dr. Roger Fujioka, ha estado probando nue-
vos métodos mas rapidos para determinar
la potencial contaminacion fecal del agua de la
playa usando el Método del Doble Tubo de
Fung, el cual puede proporcionar datos en
4 horas, desde el momento de afadir al siste-
ma la muestra de agua a analizar hasta el
momento de la lectura positiva 0 negativa
de los resultados sobre contaminacion
fecal. Actualmente, este método es el mas
rapido para detectar bacterias
fecales en agua. El grupo en
Honolulu concluye que el sis-
tema del doble tubo es muy
facil de usar y limpiar y per-
mite, efectivamente, obtener
resultados en 4 horas, de
manera que pueden tomarse
decisiones rapidas de cara a abrir o cerrar
las playas para uso recreativo.

AgarTSC
o SFP

Colonias

negras de
Clostridium _
perfringens

Clostridium perfringens es una bacteria
anaerobia esporulada ubicua en la materia
fecal (animal y humana). Asi, su presencia en
el agua de mar indica una alta probabilidad de
contaminacion fecal. EI método convencional
para detectar C. perfringens en agua conlleva
de 24 a 48 horas, lo que hace que los resulta-
dos tengan poco valor para advertir al publico
del peligro potencial del agua. El Dr. Daniel Y.
C. Fung, profesor de Ciencia de los Alimentos
en la Kansas State University, disefid el Método
del Doble Tubo, que puede detectar y enume-
rar C. perfringens en agua en solo 4 horas:
es el test mas rapido para organismos indi-
cadores fecales. La clave es el rapido tiempo
de generacion de C. perfringens (7,1 minutos
a 41 °C); de hecho, es la bacteria que crece
mas rapidamente conocida hasta el momento.

El Método del Doble Tubo de Fung consis-
te en dos tubos, uno mas pequefio que se
colocara en el interior de otro mas grande (v.
Figs.). Primero, se vierten en el tubo grande
10 ml de agar Shahadi Ferguson Perfringens
(SFP; formulado especialmente para detectar
C. perfringens) liquido, se cierra dicho tubo
con un tapon de rosca, se esteriliza todo ello,
y después se mantiene a 42 °C para que el
medio de cultivo no solidifique. Para el ana-
lisis, 10 ml de la muestra de agua (de mar,
rio, etc.) se afiaden al agar contenido en
el tubo grande. El Ultimo paso consiste
en introducir el tubo pequefo, también
estéril, en el interior del tubo grande, lo

que hace que los 20 ml (agar
SFP mas muestra de agua)
se compriman, asciendan
por el espacio existente
entre los dos tubos, y se aca-
be formando una capa fina en
dicho espacio. Entonces, se cie-
rra el tubo con el tapon y asi se genera
un ambiente altamente anaerobio. Si la
muestra de agua contiene C. perfringens,
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se habran formado pequefias colonias de color
negro en 4 horas (aumentan de tamario con el
paso del tiempo), lo que ya permite determinar
si el agua contiene o no la bacteria y en qué
numero (colonias/ml de agua).

Si no crecen colonias de color negro, el
agua analizada esta libre de materia fecal y
€s segura para nadar, bariarse, etc. Si crecen
1-10 colonias, el nivel de contaminacion es
bajo y el agua puede ser segura para 10s usua-
rios pero con precaucion. En cambio, si crecen
10-100 colonias, el agua no es segura para
uso recreativo y la playa deberia cerrarse.

El Método del Doble Tubo de Fung también
puede aplicarse para detectar C. perfringens,
como indicador de contaminacion fecal, en
aguas de bebida.
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Todo llega... y aqui se hace realidad el
segundo numero especial de SEM@foro
dedicado al Grupo de Microbiologia del
Medio Acudtico. Hace casi 6 afios desde que
se publico el primer monogréafico en la anti-
gua Actualidad SEM (Numero 50, Diciem-
bre 2010), nimero en el que participaron
12 grupos de investigacion. Esta publicacion
cred mucha expectacion y también recibi
algunas criticas, criticas de algunos inves-
tigadores que no habian sido invitados a
participar o criticas centradas en la limitada
extension del monografico. Por ello, durante
alguin tiempo insisti, primero con Fede Nava-
rro y después con Victor Cid, en la necesidad
de tener otro nimero dedicado a nuestro
Grupo Especializado, pero... todo llega y ha
llegado ahora. Por ello, estoy muy satisfe-
cho de que tengamos esta oportunidad de
«saldar esta deuda pendiente» con algunos
grupos de investigacion.

Desde 2010 hasta ahora el Grupo de
Microbiologia del Medio Acuatico ha seguido
creciendo y creo, sin triunfalismos, que se ha
consolidado. Contamos con 180 socios, pero
lo mas importante que hemos conseguido es
crecer manteniendo las directrices funda-
mentales de nuestro Grupo, lo que coloquial-
mente llamamos «el espiritu de Hortaleza», es
decir que el Grupo sea dindmico, participati-
Vo, y que dé el protagonismo fundamental a
nuestros jovenes investigadores.

En estos afios se han producido cambios
en la Junta Directiva del Grupo, y es de jus-
ticia agradecer el esfuerzo y dedicacion de

nuestros compaiieros que han finalizado en
sus cargos en la Junta: Alicia Carolina Estévez
Toranzo que ocupd el puesto de Vicepresiden-
ta (2007-2015), Sara Isabel Pérez Prieto que
ocupd el puesto de Secretaria (2003-2011),
M2 Carmen Marquez Marcos (2009-2013) y
Vicente Catalan (2009-2013), que ocuparon
sendas Vocalias. La Junta Directiva actual
esta formada por: Juan José Borrego (Univ.
Malaga), como Presidente (2013-2017); Rosa
Pint6 (Univ. Barcelona), como Vicepresidenta
(2015-2019); Dolores Castro (Univ. Mala-
ga), como Secretaria (2015-2019); M2 Car-
men Macian (Univ. Valencia), como Tesorera
(2013-2017), y como Vocales; M? José Figue-
ras (Univ. Rovira i Virgili) (2013-2017), Inma-
culada Solis (IPROMA) (2013-2017), José
Agustin Guijarro (Univ. Oviedo) (2015-2019)
y Teresa Pérez Nieto (Univ. Vigo) (2015-2019).
Ademas, desde 2015 contamos con Inés Ara-
na (Univ. Pais Vasco) como la nueva figura de
Delegada de Difusion del Grupo.

El Grupo ha seguido colaborando con los
Congresos Nacionales de la SEM en la orga-
nizacion de Mesas Redondas. Desde 2010
ha participado en los Congresos Nacionales
celebrados en Salamanca (2011), I'Hospitalet
(2013), y Logrofio (2015), con la siguiente
composicion:

— XXl Congreso Nacional (Salamanca,
2011):
Moderadores: Elena Alcaide (Univ. Valen-
cia) y Rosa Pint6 (Univ. Barcelona)
Ponentes: Antonio Alcami (CBM, Madrid),
José Agustin Guijarro (Univ. Oviedo),
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Consuelo Esteve (Univ. Valencia) y Gary
Toranzos (University of Puerto Rico).

— XXIV Congreso Nacional (I’Hospitalet,
2013):

Moderadores: Dolors Furones (IRTA) y
Carles Borrego (Univ. Girona).
Ponentes: Luis Bafieras (Univ. Girona),
Jesus L. Romalde (Univ. Santiago),
Ramon Roselld (Univ. llles Balears) y
Remy Guyoneaud (Univ. Pau et des Pays
de I'’Adour, Francia).

— XXV Congreso Nacional (Logrofio, 2015);

Moderador: Manuel Lemos (Univ. San-
tiago).
Ponentes: Isabel Esteve (Univ. Auténo-
ma Barcelona), Carlos P. Dopazo (Univ.
Santiago), M? José Figueras (Univ. Rovira
i Virgili) y Silvia G. Acinas (ICM, CSIC,
Barcelona).

Desde Vigo (2010), el Grupo especializado
ha seguido organizando Congresos Cien-
tificos, en 2012 en Barcelona, en 2014 en
Elche-Orihuela, y este afo se celebrara nues-
tro XI Congreso en Qviedo.

Para terminar, sirvan estas letras a modo
de despedida. En 2017 dejo irremediable-
mente la presidencia del Grupo, a cuya Jun-
ta Directiva he estado vinculado desde su
formacion en 1994 (23 afos). Creo que el
balance, a nivel personal, ha sido muy posi-
tivo y enriquecedor para mi, y siempre me
he sentido muy orgulloso de formar parte y
de representar a este colectivo no solo de
comparieros, sino sobre todo de amigos...
Por ello os doy las gracias.
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Respuesta bacteriana al estrés
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En los ecosistemas naturales las bacterias se
enfrentan a cambios continuos en las condi-
ciones ambientales que inducen el despliegue
de diferentes estrategias de supervivencia
que aseguren su éxito. En el caso de las bac-
terias aldctonas, el desarrollo de mecanismos
de adaptacion condiciona su capacidad de
sobrevivir en ambientes hostiles. En los sis-
temas acuaticos, los factores abigticos mas
estresantes incluyen variaciones de la tem-
peratura, limitacion en la disponibilidad de
nutrientes o exposicion a la radiacion solar.
La presencia de la microbiota natural de
dichos sistemas, que también esta sujeta al
efecto de los factores abidticos, es otro fac-
tor determinante del éxito de las poblaciones
bacterianas.

Nuestro grupo comenzo su andadura bajo
el nombre «Supervivencia bacteriana en los
sistemas acuaticos» con la direccion de la Dra.
Barcina y, en los dltimos afios, hemos cambiado
de direccion, denominacion e, incluso, objeto de

estudio. Los trabajos realizados en los inicios se
centraron fundamentalmente en el estudio de la
respuesta de Escherichia coli a factores abid-
ticos estresantes y de la estrategia de super-
vivencia subyacente en diferentes sistemas
acuaticos, que incluyeron los ambientes marino
y lotico y un ambiente artificial, las plantas de
tratamiento de aguas residuales.

Los resultados obtenidos mostraron que
E. coli, bajo condiciones de estrés, adop-
ta el estado Viable No Cultivable (VNC). En
este estado, parte de la poblacién pierde su
cultivabilidad, si bien mantiene la integridad
de la membrana citoplasmatica y es capaz
de reducir sales de tetrazolio (indicativo del
funcionamiento de la cadena de transporte
de electrones), entre otras actividades cons-
tatables. Uno de los principales, y mas estu-
diados, factores inductores del estado VNC es
la temperatura. Para E. coliencontramos una
relacion indirecta entre la temperatura y la
pérdida de cultivabilidad. Asi, a temperaturas

SEMgm

Foto de grupo.

Inés Arana (Profesora Titular), Maite Orrufio (Pro-
fesora Adjunta), Vladimir R. Kaberdin (Investigador
lkerbasque), Zaloa Bravo y Claudia Parada (Investi-
gadoras Postdoctorales), Ander Hernandez, ltxaso
Montanchez, Elixabet Ogayar y Olatz Ruiz-Larrabeiti
(Investigadores Predoctorales), Angela Arabiotorre y
Aitor Gonzalez-Uriarte (Alumnos de Master), Raquel
Catediano, Asier Escobero, Beatriz Gallego, Leire Ra-

mos (Alumnos de Grado).

inferiores a 10°C, ocurre una ralentizacion del
metabolismo, lo que retrasa la degeneracion
celular. Por otra parte, establecimos que los
componentes de la radiacion solar (luz visi-
ble, UV-A, UV-B) ejercen un efecto negativo
mediante la generacion de formas reactivas
del oxigeno y/o la accion fotobiologica directa
que deriva en la induccion del estado VNC en
funcion de la radiacion estudiada. Ademas,
el estudio del subproteoma de la membrana
externa indico que la exposicion de pobla-
ciones de E. coli a condiciones ambientales
adversas se acompafa del cambio en la
expresion de proteinas tales como OmpA,
TolC, la lipoproteina 28, entre otras.

Durante el proceso de supervivencia de
E. coli en los sistemas acuaticos, las células
VNC liberan al medio circundante proteinas,
aminodcidos y carbohidratos, que son utiliza-
dos por las células cultivables supervivientes
con el fin de asegurar su persistencia en el
sistema.
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Se ha indicado que la importancia del esta-
do VNC como estrategia de supervivencia de
las bacterias no diferenciadas radica en la
capacidad de resucitacion (recuperacion de
la cultivabilidad) de una fraccion de estas
células cuando revierten las condiciones
estresantes, lo que permitiria la recoloniza-
cion del sistema. En el caso de E. col, tras el
disefio de un complejo protocolo de resucita-
cion, no se observo reversion de la cultivabi-
llidad de la fraccion VNC y si crecimiento de
la subpoblacion cultivable remanente. Estos
resultados confirman que, para E. coli, la
induccion del estado VNC supone una estra-
tegia de supervivencia orientada a asegurar la
permanencia de la fraccion cultivable.

En los Ultimos afios, hemos integrado el
género Vibrio en nuestro trabajo desde varias
vertientes. Asi, en el contexto de los previsi-
bles cambios originados por el calentamiento
global y, considerando la escasez de estu-
dios sobre la distribucion del género Vibrio
en la costa vasca, comenzamos a realizar
camparias anuales orientadas al aislamiento
e identificacion mediante secuenciacion del
16SRNA y tipificacion multilocus de secuen-
cias (MLST) de bacterias de este género. En
una primera etapa nos hemos centrado en la
costa vizcaina, pero con la colaboracién de
AZTI se recogeran muestras a lo largo de toda
la costa vasca. Ademas, utilizando una cepa
modelo (V. harveyi CECT 525) hemos verifi-
cado la induccion del fenotipo VNC por efec-
to de las bajas temperaturas y su capacidad
de revertir nuevamente al estado cultivable.
Estos resultados confirman que, a pesar de
que tanto V. harveyi como E. coli adoptan el
estado VNG, esta estrategia de supervivencia
tiene un significado bioldgico diferente en
ambos microorganismos. Para V. harveyi, el
estado VNC en si mismo es un mecanismo
de perdurabilidad de la especie en situacio-
nes adversas, aunque hemos encontrado
diferencias en el comportamiento de cepas
ambientales respecto a la cepa patron.

Por otra parte, los analisis comparados de
la variacion del subproteoma de las mem-
branas externas de estos microorganismos
muestran que, si bien ambas bacterias con-
servan proteinas relacionadas con el mante-
nimiento de la estructura celular, el transpor-
te y la conservacion de la energia, V. harveyi
experimenta extensos cambios que afectan,
por ejemplo, a la respuesta a estimulos qui-
micos y la movilidad. En el caso de E. coli,
sin embargo, los cambios son mas limitados.

El estudio de la expresion génica de V. har-
veyi muestra que, cuando adn no se detectan
cambios morfoldgicos y fenotipicos por efecto
del estrés ambiental, esta bacteria responde
variando la expresion de numerosos genes
implicados en el metabolismo central del
carbono, en la biosintesis de nucledtidos
y aminodcidos, en la reparacion del DNA,
la homeostasis del hierro y la respuesta al
estrés oxidativo.

Otra linea de investigacion incluye el scree-
ning de alto rendimiento y andlisis funcional
de RNAs antisentido con nuevas funciones en
las respuestas frente al stress en E. coliy V.
harveyi. Dadas la importancia de los sSRNAs
en la adaptacion y virulencia bacteri anas, el
principal objetivo de esta linea es, mediante
una combinacion de metodologias bioquimi-
cas, genéticas y de biologia molecular de alto
rendimiento, caracterizar SRNAs identificados
experimentalmente y predichos por analisis
in silico que no han sido estudiados previa-
mente, establecer su papel en las respuestas
bacterianas al estrés y determinar sus funcio-
nes reguladoras usando E. coliy V. harveyi
como organismos modelos. Ademas, también
se plantea investigar como la formacion de
complejos de SRNA/mRNA afectan al destino
de los sRNAs seleccionados y sus dianas, y
determinar la contribucion de la chaperona
Hfq y de ribonucleasas celulares a los pasos
subsiguientes de desensamblaje y procesa-
miento de esos complejos in vivo.
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El grupo de Patologia de Organismos Acudti-
cos y Biotecnologia Acuicola, es relativamente
joven, se formd en el afio 2010 con la incor-
poracion del Dr. Ruben Avendafio-Herrera
al Departamento de Ciencias Bioldgicas de
la Universidad Andrés Bello, quien dejo su
labores en una reconocida empresa farma-
céutica en donde centraba sus esfuerzos en
el desarrollo de vacunas para peces. Desde
entonces, se ha convertido en un grupo multi-
disciplinario constituido por profesionales con
una fuerte formacion bioldgica, destacando
Ingenieros en Acuicultura, Biotecnologia y
Agrénomos, Bidlogos Marinos, y Bidlogos
asi como estudiantes de pre- y post-grado.
Nuestro grupo es muy versatil y con capaci-
dad de afrontar desafios con bacterias de las
mas variadas caracteristicas y grupos taxono-
micos, aportando a Chile en el conocimiento
no solo del microorganismo (patdgeno o no),
sino la generacion de nuevas herramientas
de diagnostico y de medidas de control y
prevencion.

Actualmente, hemos consolidado colabora-
ciones cientificas y de amistad con diversos
grupos de investigacion tanto en Chile como

en Espana, Francia, México, Alemania e Ingla-
terra, fortaleciendo nuestras capacidades y
productividad. Ademas, hemos sido recono-
cido como Miembro del Grupo de Acuicultura
(AWG) del Clinical and Laboratory Standars
Institute y parte del Comité de Expertos para
el Servicio Nacional de Pesca y Acuicultura de
Chile. Desde 2010, hemos obtenido financia-
miento para mas de 15 proyectos en convo-
catorias competitivas tanto nacionales como
internacionales, que han dado como resulta-
do 42 publicaciones cientificas en revistas de
prestigio, también el tnico libro en espariol de
patologia titulado «Enfermedades infecciosas
del cultivo de salmonidos en Chile y el mun-
do» y la formacion de mas de 12 estudiantes
de pre- y post-grado. Es de destacar que
uno de los hitos del grupo, es ser miembro
del tnico Centro de Excelencia financiado por
el Gobierno de Chile para el desarrollo de la
acuicultura sustentable (www.incar.cl).

Entre los aportes realizados por nuestro
grupo podemos destacar las siguientes: a) El
Unico método de diagndstico molecular para
Vibrio ordalii, b) el desarrollo de una técnica
de diagndstico y genotipificacion para el virus
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Algunos de los miembros del grupo «Patologia de Orga-
nismos Acuaticos y Biotecnologia Acuicola» (de izquier-
da a derecha): Beatriz Carnicero, Jorn Bethke, Felipe
Moran, Diana Tapia-Cammas, Matias Poblete-Morales,
Johan Quezada y Rubén Avendano-Herrera.

de la necrosis pancreatica infecciosa (IPNV)
usando como matrices cultivos celulares y
tejidos de 6rganos de peces, ¢) el desarro-
llo del primer medio liquido para el cultivo
microbioldgico del patogeno intracelular Pis-
cirickettsia salmonis, d) la estandarizacion y
validacion de un método de susceptibilidad
a antimicrobiano para P. salmonis, la cual
se incluyd en la directriz CLSI y €) el conoci-
miento de la estructura poblacional del prin-
cipal agente causante de mortalidades de
salmonidos en agua dulce, Flavobacterium
psychrophilum.

En la actualidad las lineas de trabajo que
nuestro grupo desarrolla se pueden resumir
en las siguientes:

— Estudio de mecanismos de patogenici-
dad de bacterias causantes de enfer-
medades en organismos acuaticos de
interés comercial, incluyendo vias de
infeccion y la respuesta inmune innata
de los peces.

— Identificacion, caracterizacion y tipifica-
cion de microorganismos patogenos de
especies de cultivo, coleccionando bac-
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terias representante de los principales
patdgenos bacterianos que afectan la
salmonicultura chilena que permitan
conocer la estructura y distribucion de
estos microorganismos.

— Desarrollo de métodos innovadores de
diagndsticos, evaluando nuevos siste-
mas de diagnosticos moleculares y anti-
génicos en bacterias y virus que afectan
a organismos acuaticos.

— |dentificacion de nuevas especies bacte-
rianas asociadas a ambientes acuaticos,
evaluando su potencial patogénico y/o
biotecnoldgico.

— Estandarizacion de procedimientos de
control y validacion del apropiado uso
de antibiéticos, permitiendo conocer la
susceptibilidad de diversos patogenos
bacterianos que afectan la acuicultura
chilena y reportando los valores y cri-
terios que permiten diferenciar entre
un aislado silvestre de aquellos que
no lo son.

— Disefio de modelos de infeccion para
evaluar vacunas para patologias acui-
cola, estudiando los mecanismos de
patogenicidad y seleccionando aque-
llos aislados bacterianos que afectan
la salmonicultura chilena en orden a
probarlos en infecciones controladas.
Asi, mediante la aplicacion de distintas
estrategias de inoculacion se proponen
modelos de infeccion para patdgenos
de las bacterias mas prevalentes en
nuestro pais.

Ademas, los distintos financiamientos
asociados a proyectos en terreno han per-
mitido obtener una importante coleccién de
bacterias aisladas en la Antartida Chilena y
otras fuentes acuaticas en distintas areas
geogréficas de Chile (i.e. FIA PYT 2013-04,
INACH_08-13, FONDAP 1511027, FONDE-
CYT 1190054, FONDECYT 1110219, FON-
DECYT 1150695). Asimismo, hemos colec-
cionado bacterias a partir de ejemplares
silvestres de salmén Chinook (Oncorhynchus
tshawytscha) (FIP 2014-87), asi como peces
cultivados, incluyendo salmén del Atlantico
(Salmo salan), trucha arcoiris (Oncorhyn-
chus mykiss) y salmén coho (Oncorhynchus
kisutch). En este sentido, durante los Ultimos
afos nos hemos interesado por el desarrollo
de la acuicultura de especies nativas, estu-
diando la microbiota asociada al congrio
colorado (Genypterus chilensis, FONDECYT

Post-Doctorado N° 3140296) y lenguado
chileno (Paralichthys adspersus). Esta enri-
quecida coleccion bacteriana nos ha permi-
tido realizar estudios de distinta naturaleza,
incluso en algunos casos siendo identificadas
nuevas especies taxonomicas.

Contamos con infraestructura y las capaci-
dades humanas para desarrollar una inmensa
variedad de analisis en areas de la bacte-
riologia, biologia molecular, cultivo celular
y dos unidades experimentales en donde
mantenemos especies salmonidas y nativas
(lenguados y congrios colorados). Asimismo,
una fuerte componente de nuestras investiga-
ciones se sustentan en las necesidades cien-
tifico-técnicas de los principales actores de
la industria salmonera chilena, con quienes
trabajamos en pos de generar innovacion y
dar soluciones a los mas diversos problemas
sanitarios.

PUBLICACIONES SELECCIONADAS
RECIENTES

Ruiz P, Balado M, Toranzo AE, Poblete-Morales M,
Lemos ML y Avendaiio-Herrera A. (2016) Iron as-
similation and siderophore production by Vibrio ordalii
strains isolates from diseased Atlantic salmon Salmo
salarin Chile. Dis Aquat Org 118: 217-226.

Sandoval C, Infante J, Abad J, Ferguson HW, Pare-
des E, Valdebenito S, Yaiiez AJ, llardi P y Aven-
dano-Herrera R. (2016) Case report: Strawberry di-
sease in farmed Chilean rainbow trout. J Aquat Anim
Health 28: 1-10.

Salazar S, Oliver C, Yafiez AJ y Avendaio-Herrera
R. (2016) Comparative analysis of innate responses to
Streptococcus phocae strains in Atlantic salmon (Sal-
mo salar) and rainbow trout (Oncorhynchus mykiss).
Fish Shellfish Immunol 51: 97-103.

Oliver C, Valenzuela K, Hernandez M, Sandoval
R, Haro RE, Avendaiio-Herrera R, Carcamo JG,
Villar MT, Artigues A, Garduiio R y Yaiiez AJ.
(2016) Characterization and pathogenic role of outer
membrane vesicles produced by the fish pathogen
Piscirickettisia salmonis under in vitro conditions. Vet
Microbiol 29: 184-194.

Avendaio-Herrera R, Irgang R, Sandoval C, More-
no-Lira P, Houel A, Duchaud E, Poblete-Morales
M, Nicolas P y llardi P. (2016) Isolation, characte-
rization and virulence potential of Tenacibaculum di-
centrarchiin salmonid cultures in Chile. Transbound
Emer Dis 63: 121-126.

Avendanio-Herrera R y Poblete-Morales M. (2016) Ge-
nome sequence of Streptococcus phocae subsp. phocae
strain ATCC 51973 isolated from Harbor seal (Phoca
vituling). Genome Announc 19:3 (6), €01307-15.

Levican A y Avendaiio-Herrera R. (2015) Bacteria
associated with mass mortality of post-larvae of red
conger eel (Genypterus chilensis) cultured in a Chilean
farm. Bull Eur Assoc Fish Pathol 35: 162-169.
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(2015) Neutrophil migration in the activation of the
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Immunol Res 215: 515-517.
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JF, Godoy M, Nicolas P y Duchaud E. (2014) In-
troduction, expansion and coexistence of epidemic
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fish farms. Vet Microbiol 170: 298-306.

Avendaio-Herrera R, Balboa S, Castro N, Gon-
zalez-Contreras A, Magariios B, Fernandez J,
Toranzo AE y Romalde JL. (2014) Comparative
polyphasic characterization of Streptococcus phocae
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the subspecies Streptococcus phocae subp. salmonis
subsp. nov. Int J Syst Evol Microbiol 64: 1775-1781.
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te-Morales M y Irgang R. (2014) Flavobacterium
chilensis and Flavobacterium spartansii, two novel
non-pathogenic species to rainbow trout (Oncorhy-
nchus mykiss, Walbaum) obtained from «Rio Bran-
co» fish farm in Chile. Bull Eur Assoc Fish Pathol 34:
130-137.

Avendafo-Herrera R, Maldonado JP, Tapia-Cam-
mas D, Feijoé CG, Calleja F y Toranzo AE. (2014)
PCR protocol for detection of Vibrio ordalii by ampli-
fication of the vohB (hemolysin) gene. Dis Aquat Org
107:223-234.

Avendano-Herrera R, Suarez R, Lazo E, Bravo D,
Llegues KO, Romalde JL y Godoy MG. (2014)
Genome sequence of Streptococcus phocae subs.
salmonis strain C-4T, isolated from Atlantic salmon
(Salmo salar). Genome Announc 2(6): e01269-14.

Yaiiez AJ, Valenzuela K, Matzner C, Olavarria V, Fi-
gueroa J, Avendaiio-Herrera R y Carcamo JG.
(2014) Broth microdilution protocol for minimum inhi-
bitor concentration (MIC) determinations of the intra-
cellular salmonid pathogen Piscirickettsia salmonis to
florfenicol and oxytetracycline. J Fish Dis 37: 505-509.

Godoy MG, Kibenge MJT, Suarez R, Lazo E, Heisin-
ger A, Aguinaga J, Bravo D, Mendoza J, Llegues
KO, Avendaiio-Herrera R, Vera G, Mardones F y
Kibenge FSB. (2013) Infectious salmon anaemia
virus (ISAV) in Chilean Atlantic salmon (Salmo salar)
aquaculture: emergence of low pathogenic ISAV-HPRO
and re-emergence of virulent ISAV-HPRDelta: HPR3
and HPR14. Virol J 10: 344.

Barbier P, Lunazzi A, Fujiwara-Nagata E, Avenda-
fio-Herrera R, Bernardet J-F, Touchon M y Du-
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clusters. FEMS Microbiol Lett 348:26-35.
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JG y Avendaiio-Herrera R. (2013) Two novel blood-
free solid media for the culture of the salmonid patho-
gen Piscirickettsia salmonis. J Fish Dis 36: 587-591.

Hedrera MI, Galdanes JA, Jimenez-Reyes MF,
Reyes AE, Avendaio-Herrera R, Romero J y
Feijod CG. (2013) Soybean meal induces intestinal
inflammation in zebrafish larvae. PLoS One 8 (7):
£69983.

Yafiez AJ, Godoy MG, Gallardo A y Avendafio-Herre-
ra R. (2013) Identification of Streptococcus phocae
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Bull Eur Assoc Fish Pathol 33: 58-63.
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Tras una trayectoria inicial en la investi-
gacion de diversos aspectos relacionados
con el ciclo de vida de especies del géne-
ro Streptomyces, en el afno 1997 José Agus-
tin Guijarro Atienza materializo su interés
en la acuicultura, y mas concretamente en
las infecciones bacterianas que ocasionan
importantes pérdidas econdmicas en el
sector, con la formacion del grupo Patolo-
gia Microbiana y Diagndstico en Acuicultura
adscrito al Departamento de Biologia Fun-

cional de la Universidad de Qviedo. Asi, en
colaboracion con el SERIDA, concretamente
con el Laboratorio de Sanidad Animal de
Jove, inicié una linea de investigacion sobre
patologia infecciosa de salménidos cuyo eje
ha sido el estudio de tres importantes bac-
terias patogenas: Flavobacterium psychro-
philum causante de la Enfermedad del agua
fria (CWD), Yersinia ruckeri, agente causal de
Yersiniosis 0 ERM y Lactococcus garvieae
responsable de la lactococosis.
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Grupo de Patologia y Diagndstico en Acuicultura (de
izquierda a derecha): Desirée Cascales, Ana Isabel
Garcia, José Agustin Guijarro y Jessica Méndez.

En este ambito los trabajos de investiga-
cion del grupo se han centrado en dos lineas
principales. Por un lado el desarrollo pionero
de sistemas de diagndstico basados en ensa-
yos Tag-man de gran utilidad para el diagnds-
tico de la CWD y de una PCR mdiltiple que
permitio identificar en muestras naturales,
ademas de F. psychrophilum, otros patdgenos
como Y. ruckeriy Aeromonas salmonicida. El
desarrollo de esta metodologia que ha sido
implementada en laboratorios de diagndstico
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fue reconocida con la concesion del V Premio
JACUMAR de Investigacion en Acuicultura
concedido por el entonces Ministerio de Agri-
cultura, Pesca y Alimentacion en el afio 2004
y el IV Premio ProAqua 2005, actualmente
BioMar, para distinguir las aportaciones de
sistemas Utiles para la acuicultura.

Actualmente, el trabajo del grupo se centra
en una segunda linea de investigacion que
tiene como objetivo el estudio de los meca-
nismos de virulencia de los tres patogenos
anteriormente mencionados. En todos los
casos el objetivo de partida fue la puesta a
punto de sistemas de manipulacion genética
que permitiesen la seleccion, identificacion y
el estudio de los genes relacionados con la
virulencia asi como de aquellos mecanismos
de regulacion que controlan su expresion.

Asi, en el caso de F. psychrophilum una
bacteria calificada como «fastidiosa» por la
dificultad que presenta su manipulacion, el
grupo ha conseguido desarrollar diferentes
medios de cultivo y sistemas de manipula-
cion genética como la mutagénesis insercio-
nal, mutacion por delecion o transposicion,
que han permitido obtener mas de trescien-
tos mutantes intragénicos, algunos de ellos
defectuosos en importantes factores de viru-
lencia, lo que resulta de gran importancia de
cara a conocer la interaccidn bacteria-hospe-
dador y para el desarrollo de vacunas, una de
las lineas que actualmente esta desarrollando
el grupo.

No menos importantes han sido los avan-
ces en el desarrollo de técnicas de mani-
pulacion genética de Lactococcus garvieae
(transformacion, mutagénesis insercional o
transposicion). Destacar el aplicacion de la
técnica Signature tagged mutagenesis (STM)
que ha permitido seleccionar y analizar
mutantes con el crecimiento limitado in vivoy
con ello la identificacion de genes esenciales
para la progresion del proceso infeccioso. Se

desarrollé un modelo infeccioso en ratones y
ademas, ha sido esta bacteria la primera con
la que el grupo ha incorporado la bioinforma-
tica a su campo de trabajo con la secuen-
ciacion y analisis del genoma de la cepa L.
garvieae UNIOV74 aislada de trucha arcoiris.

En cuanto a Y ruckeri, indicar que el grupo
comenzo a trabajar con este microorganismo
a finales de los noventa con la caracterizacion
de la proteasa extracelular Yrp1 implicada en
su virulencia y se continud con una linea bien
definida y fructifera que se mantiene hasta la
actualidad. Resaltar en este aspecto la aplica-
cion de la Tecnologia IVET en este patogeno, la
cual permiti¢ identificar y posteriormente estu-
diar, numerosos factores de virulencia como
los implicados en la captacion de hierro, una
hemolisina, un sistema de secrecion de tipo IV
y otro de captacion de cisteina. Recientemente,
el grupo siempre con la idea de buscar vias
novedosas de abordaje al estudio de las rela-
ciones bacteria-hospedador, ha desarrollado
una serie de técnicas que permiten la identi-
ficacion de genes cuya expresion se induce a
18 °C, temperatura a la que ocurren los brotes
de la enfermedad, y/o en presencia de una
atmosfera reductora, condiciones presentes
en determinadas zonas del tracto intestinal.
Una caracteristica interesante de este método
de seleccion es que al generar mutaciones
en los genes identificados permite estudiar
la implicacion de éstos tanto en la fisiologia
como en la virulencia de la bacteria, ademas
de poder analizar los factores o condiciones
que influyen en su expresion. Actualmente, los
integrantes del grupo (Ana I. Garcia, Desirée
Cascales, Jessica Méndez y José Agustin Gui-
jarro) se plantean un reto adicional: mediante
el desarrollo de una nueva estrategia funda-
mentada en un proceso de doble transposicion,
identificar nuevos sistemas de regulacion de
genes de virulencia, en particular los depen-
dientes de temperatura y/o de una atmdsfera
reductora y al mismo tiempo, determinar qué
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factores fisico-quimicos regulan la expresion
de los propios genes reguladores.

PUBLICACIONES RECIENTES

Gomez E, Alvarez B, Duchaud E y Guijarro JA.
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rature-dependent expression of virulence genes in
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Ecologia Microbiana y Biogeoquimica: La vida secreta

del sedimento
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Los sedimentos de los ecosistemas acuaticos
costeros, tales como estuarios, lagunas ma-
reales y marismas, estan habitados por una
comunidad microbiana muy compleja y diver-
sa, tanto metabolicamente como taxondmi-
camente que, sin embargo, pasa totalmente
desapercibida. Los componentes principales
de esta comunidad desde un punto de vista
funcional son: el componente fotoautotrofico,
que de forma parecida a las plantas terres-
tres, produce materia organica usando ener-
gia solar, CO,y otros nutrientes inorganicos;
y el componente quimioheterdtrofo, cuyo
metabolismo es parecido al de los animales,
es decir, consumen materia organica para
obtener su energia y crecer.

La comunidad de microorganismos fotoau-
totrofos del sedimento (conocidos colectiva-

mente como microfitobentos) esta constitui-
da por microalgas (diatomeas) y procariotas
autotrofos (principalmente cianobacterias),
mientras que los microorganismos hetero-
trofos pertenecen a diversos grupos de pro-
cariotas (Bacteria y Archaea) y de protozoos.
Todos estos microorganismos constituyen
junto con los detritus organicos acumulados
en los sedimentos los recursos alimentarios
para una comunidad taxonémicamente muy
diversa de animales pequefos (50-500 pm)
llamados colectivamente meiofauna. Por ul-
timo, los animales mas grandes (>500 pm),
la macrofauna, se alimentan de la comunidad
microbiana, la meiofauna y el detritus organi-
co con distintos niveles de seleccion.

El fuerte acoplamiento funcional que existe
entre las distintas comunidades bentonicas, y
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Figura 1.

Miembros del grupo durante la
-edicion de La Noche Europea de
los Investigadores del 2015. De
izquierda a derecha: Eddy Go-
mez Ramirez, Sara Soria Piriz,
Sokratis Papaspyrou, Silvia Rayo
Mato, Alfonso Corzo Rodriguez,
Juan Luis Jiménez Arias y Julio
Bohdrquez Ferrando.

que es especialmente intenso en los primeros
milimetros del sedimento, permite que una
fraccion importante de la materia organica
que sedimenta o es producida in situ sea re-
mineralizada rapidamente. Los nutrientes in-
organicos procedentes de la materia organica
remineralizada, son devueltos a la columna
de agua en forma disuelta para ser utilizados
por otros productores primarios caracteris-
ticos de este tipo de ecosistemas someros
como son el fitoplancton, las macroalgas y
las faner6gamas marinas, que junto con el
microfitobentos y el detritus forman la base
de las cadenas troficas en sistemas someros.
Otra parte de la materia organica, sin em-
bargo, queda enterrada miles de afios dentro
del sedimento dando estabilidad al sistema
climatico y llegando a controlar la concentra-
cion en la atmosfera de gases como el 0,y
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el CO,. Por todo ello, los sedimentos juegan
un papel clave en la productividad primaria y
secundaria de sistemas acuaticos costeros,
y en el reciclado de nutrientes y el clima a
nivel global.

Los sistemas costeros se caracterizan por
presentar una gran variabilidad espacial y
temporal a distintas escalas y un fuerte for-
zamiento fisico (estacionalidad anual, ciclos
de dia y noche, mareas, oleaje). A su vez,
la interfase agua-sedimento es un sistema
biogeoquimico muy complejo dado que se
caracteriza por gradientes fisicoquimicos in-
tensos a escalas muy pequefias. Muchas va-
riables ambientales relevantes para la comu-
nidad microbiana, tales como la irradiancia, el
pH y la concentracion de 0,, CO,, nutrientes,
entre otros, cambian considerablemente con
la profundidad en el sedimento, en escalas
que van de micras a unos pocos milimetros.
Por tanto, es importante conocer las interac-
ciones entre estas variables fisico-quimicas
y los organismos bentonicos en diversas es-
calas espacio-temporales para poder evaluar
correctamente el funcionamiento global del
ecosistema costero.

El trabajo en el laboratorio de Ecologia Mi-
crobiana y Biogeoquimica de la Universidad
de Cadiz (http://www?2.uca.es/grup-invest/
microbentos/) se centra en el estudio de
los procesos biogeoquimicos que ocurren
en el sedimento, especialmente en medios
acuaticos y en la interfase agua-sedimento,
intentando entender el papel de los orga-
nismos, y en particular de los microorganis-
mos, en el funcionamiento del ecosistema.
Nuestro interés y pasion por la ecologia y la
biogeoquimica a «micro» -escala empezd en
los afnos 2000 cuando el Profesor Alfonso
Corzo, el responsable del laboratorio, inicio
esta linea de investigacion en la Universidad
de Cadiz. El laboratorio durante los ultimos
afnos ha crecido notablemente y actualmente
esta constituido ademas del IP, de un profesor
sustituto interino, 2 becarios postdoctorales,
7 doctorandos y un nimero variable de es-
tudiantes de master y de grado (Fig. 1). Para
la realizacion de nuestros estudios utilizamos
diferentes enfoques experimentales, combi-
nando estudios de campo y experimentos,
tanto in situ como de laboratorio, y emplean-
do diferentes herramientas biogeoquimicas
modernas. No obstante, la herramienta fun-
damental de nuestro grupo son los microelec-

trodos, —los cuales nos permiten determinar
gradientes quimicos de diversos dadores y
aceptores de electrones a microescala en los
sedimentos.

La linea prioritaria de investigacion du-
rante varios afnos ha sido el estudio del mi-
crofitobentos en sedimentos intermareales.
El microfitobentos contribuye de manera
importante al total de la produccion primaria
en sistemas someros (hasta un 50%) y, por
lo tanto, representa una fuente importante
de oxigeno y carbono para los organismos
heterdtrofos en este tipo de sistemas. Ade-
mas, una funcion ecoldgica importante y poco
conocida del microfitobentos, y que también
estudiamos, ocurre a través de la produccion
de sustancias extracelulares poliméricas
(EPS, de las siglas en inglés Extracellular Po-
limeric Substances). Aparte de ser una fuente
adicional de carbono para los heterdtrofos,
los EPS (predominantemente polisacaridos)
contribuyen al mantenimiento de la estructura
fisica del sedimento impidiendo de ese modo

Figura 2.
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Su erosion y resuspension. Gracias al trabajo
realizado a lo largo de estos afios en la Bahia
de Cadiz, nuestro grupo ha constatado la gran
importancia ecoldgica del microfitobentos en
este tipo de ambientes someros, con especial
énfasis en la dinamica de nutrientes.

La segunda linea de investigacion mas
importante ha sido el estudio del efecto de
las proliferaciones masivas (blooms) de ma-
croalgas verdes (del genero Ulva, conocida
como lechuga de mar) sobre la biogeoqui-
mica del sedimento (Fig. 2). Los blooms de
macroalgas son la manifestacion mas comun
en sistemas someros de la eutrofizacion, pro-
vocada por el aumento de nutrientes antropi-
€os (agricultura, residuos urbanos, etc.). Las
acumulaciones de macroalgas tienen efectos
importantes sobre el ecosistema debido a que
atentan la luz, lo cual afecta negativamente
a la produccion primaria del microfitobentos,
y alteran la composicion del resto de la co-
munidad. Ademas, las macroalgas reducen la
disponibilidad de oxigeno de forma particular-

A. Proliferacion masiva de macroalgas verdes sobre la superficie una zona intermareal dentro del saco interno de la
Bahia de Cadiz. B. Testigos de sedimento recolectados en zonas con macroalgas (izquierda) y sin macroalgas (derecha).
A la izquierda casi no se aprecia la zona oxidada (color marrén) debajo de la capa de macroalgas, mientras que a la
derecha esta zona se extiende varios centimetros. La reduccion de hierro con el sulfhidrico producido por la sulfato-
reduccion es la causa del color negro de la parte baja. C. Experimento de laboratorio con biopeliculas procedentes
de una EDAR. Puede observarse el uso conjunto de microelectrodos de oxigeno, sulfhidrico y pH para este tipo de
estudios a microescala. D. Imagen de la punta de un microelectrodo de oxigeno cerca de la superficie del sedimento
durante la realizacion de otro experimento. El didmetro de la punta puede variar entre 10-500 pm dependiendo del

tipo de sedimento y la resolucion del perfil vertical deseada.
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mente grave durante la descomposicion de
los blooms, cuando se producen condiciones
hipdxicas 0 andxicas incluso en la columna de
agua. Tales condiciones favorecen la activi-
dad de las bacterias anaerobias que respiran
sulfato en lugar de oxigeno. Dichas bacterias
producen sulfuro de hidrogeno como subpro-
ducto, el cual es altamente toxico para la flora
y la fauna bentdnica, provocando en muchos
casos gran mortandad. Hasta el momento,
nuestro grupo ha contribuido a la descripcion
de los efectos de las distintas etapas del de-
sarrollo del bloom (proliferacion, senescencia,
degradacion) sobre los ciclos del carbono y el
nitrégeno en el sedimento, la produccion pri-
maria microfitobentonica, y los cambios que
se producen en la estructura de la comunidad
bacteriana y de la meiofauna.

Otro ambito donde hemos desarrollado una
intensa actividad ha sido la microbiologia de
biopeliculas en estaciones de depuracion
de aguas residuales (EDAR). La produccion de
sulfuro de hidrogeno por las bacterias sulfa-
torreductoras constituye uno de los principa-
les problemas en este tipo de instalaciones.
Aparte de su olor muy desagradable a huevos
podridos, el sulfuro de hidrdgeno es un se-
rio peligro para los trabajadores debido a su
toxicidad, provocando pérdidas econdmicas
importantes debidas a la corrosidon metalica
y al deterioro de las estructuras de hormigon.
Uno de los métodos propuestos para controlar
la produccion de esta sustancia es la adicion
de nitrato durante el tratamiento del agua re-
sidual. Nuestro grupo ha demostrado la pre-
sencia en las biopeliculas de un grupo poco
conocido de bacterias, las denominadas bac-
terias oxidadoras de sulfuro y reductoras de
nitrato (NR-SOB). Las bacterias NR-SOB son
capaces de oxidar el sulfuro de hidrogeno y el
azufre elemental a sulfato, utilizando nitrato.
Las aplicaciones potenciales de este grupo
de bacterias es muy alto ya que el problema
del sulfuro de hidrogeno es comun también

en otros tipos de industrias (petrolifera, pa-
pelera, etc.).

Durante los ultimos afios, y gracias a va-
rios proyectos de cooperacion internacional y
otros nacionales y regionales, hemos expandi-
do nuestro ambito de estudio a sistemas mas
«ex0ticos». En Costa Rica estamos estudiando
el acoplamiento entre la produccion primaria
en la columna de agua y su mineralizacion
en el sedimento en uno de los estuarios mas
productivos del mundo, el Golfo de Nicoya. En
Honduras, estamos involucrados en el estudio
de la ecologia microbiana y biogeoquimica en
la laguna de Los Micos. Més cerca de noso-
tros, en la provincia de Huelva, estamos tra-
bajando en sistemas acudticos impactados
por drenaje acido de minas (con un pH que
puede ser tan bajo como 1.5y altas concen-
traciones de metales). Ese tipo de ambientes
son una excelente oportunidad de estudiar
microorganismos extremofilos que tienen
una gran variedad de metabolismos poco
estudiados y que pueden tener un potencial
biotecnoldgico grande.

Cabe destacar que el trabajo que reali-
zamos, bastante interdisciplinar, se debe en
gran parte a las colaboraciones que mante-
nemos tanto dentro de la propia universidad
como con investigadores de otras institucio-
nes a nivel nacional e internacional. En este
sentido, mantenemos colaboraciones con ex-
pertos en el uso de microelectrodos (Prof. N.P.
Revsbech, Aarhus University), la ecologia del
microfitobentos (Prof. G.C. Underwood, Essex
University), el ciclo del hierro en el sedimento
(Prof. S. Poulton, Leeds University), los es-
tuarios tropicales (Prof. A. Morales, CIMAR),
técnicas moleculares para el andlisis de co-
munidades microbianas (Prof. T. McGenity,
Essex University, RU; Dr. J.M. Gonzalez, IR-
NAS-CSIC; Dr. José Antonio Morillo, Universi-
dad de Granada) y la geoquimica de sistemas
impactados por drenaje acido de minas (Dr. C.
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Ayoray Dra. E.Torres, IDAEA-CSIC; Prof. J.M.
Nieto, Universidad de Huelva).
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El gran desarrollo de la piscicultura ha supues-
to un aumento de la incidencia de las enferme-
dades infecciosas, debido en gran medida a las
propias condiciones de produccion intensiva
en las que actualmente se cultivan las espe-
cies de interés comercial. Nuestro grupo de
la Facultad de Veterinaria, en el area de la
Sanidad Animal ha contribuido, desde hace
varias décadas, a la identificacion de diversos
microorganismos patdgenos en peces cul-
tivados: L. garvieae como agente causal de
la lactococosis, Pseudomonas anguilliseptica
como agente implicado en la enfermedad de
invierno de la dorada, Streptococcus phocaey
Mycobacterium peregrinum como patdgenos
de peces. También se han descrito nuevas
especies bacterianas (Flavobacterium oncor-
hynchiy Chryseobactrium shigense) a partir de
alevines de truchas con sintomatologia clinica.
El grupo de investigacion posee, también un
amplio bagaje en el diagnostico y prevencion
de las enfermedades infecciosas en piscifac-
torfas, y ha colaborado en el estudio de casos
clinicos que han surgido de forma esporadica
en instalaciones piscicolas. Ejemplos de esta
actividad son la deteccion de una infestacion
por &caros en tilapias, o la micosis causada
por Fusarium oxysporum. Ademas, el grupo ha
desarrollado diversos sistemas de diagnosti-
co basados en técnicas moleculares (PCR) y
ha estudiado los mecanismos de resistencia
a antibioticos de bacterias patdgenas, como
Yersinia ruckeri,implicada en la enfermedad de
la boca roja, y diversos agentes responsables
de estreptococosis en peces.

El tema principal de trabajo del grupo ha sido
y sigue siendo, el estudio de la lactococosis en
peces, producida por Lactococcus garvieae.
La enfermedad se describi6 por primera vez
en 1990 en Japdn, y un afo después surgie-
ron brotes en ltalia, Francia y Esparia, princi-
palmente en las piscifactorias de truchas. La

Foto de grupo.

De izquierda a derecha: Alicia Gibello,
Mar Blanco, Lucas Dominguez, Ana
. Vela, M.T. Cutuli y José F. Fernan-

dez-Garayzabal.

lactococosis es una enfermedad septicémi-
ca generalizada, que en la trucha se asocia
al aumento de la temperatura del agua. Los
animales afectados suelen presentar hiperpig-
mentacion, exoftalmos y hemorragias oculares
(Fig. 1), y a nivel interno una marcada enteritis
y hepatomegalia. La lactococosis es dificil de
tratar con antimicrobianos, ya que es frecuente
la resistencia a quinolonas, tetraciclinas y otros
antibioticos y, aunque en la actualidad existen
vacunas que reducen la incidencia de esta
infeccion, se trata de vacunas inactivadas que
resultan eficaces, frente a la biovariedad pre-
dominante en un pais. Hasta el momento, 0s
estudios genotipicos y epidemiologicos de las
cepas de L. garvieae aisladas de peces indican
la existencia de grupos genéticos adaptados a
distintas especies y areas geograficas.

Aunque la mayor importancia clinica de
L. garvieae reside en su incidencia en la acui-
cultura de los paises de la cuenca mediterranea,
desde su descripcion en 1983 como agente
productor de mastitis bovina, esta bacteria ha
sido relacionada con infecciones en ganado
bovino y porcino y con diversas infecciones en
humanos. En los Ultimos afios, ha aumentado
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el nimero de publicaciones sobre infecciones
causadas por L. garvieae en humanos, que
en algunos casos, se han lliegado a relacionar
con el consumo de pescado y otros alimentos
contaminados con esta bacteria. A diferen-

Figura 1.

Trucha con lactococosis. A) Se aprecia la hiperpigmen-
tacion y exoftalmos; B) se aprecia una marcada enteritis.
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cia de lo que ocurre con otros patogenos de
peces, algunas cepas de L. garvieae se aislan
de leche cruda y productos lacteos, como que-
S0s artesanales, en los que contribuye a sus
caracteristicas organolépticas. Por este motivo,
nuestros Ultimos trabajos se han centrado en la
comparacion genética de aislados procedentes
de muestras clinicas de peces, humanas y de
alimentos, mediante MLST. Por primera vez se
ha observado que existe un complejo clonal que
retine aislados de infecciones humanas y algu-
nas cepas procedentes de peces y alimentos.
Sin embargo, los estudios para determinar el
caracter patdgeno de esta bacteria estan poco
desarrollados. Uno de los marcadores distintivos
propuestos entre las cepas aisladas de peces y
de productos lacteos es la capacidad de meta-
bolizar la lactosa en estos Ultimos, pero hemos
observado que existen cepas lactosa positivas
aisladas de carnes y de muestras clinicas en
otras especies animales, incluido el hombre.

Entre los factores de patogenicidad, la pre-
sencia de capsula resulta importante para
resistir la fagocitosis, pero en el caso de L. gar-
vieae, 1as cepas no capsuladas también son
patogenas para las truchas. De hecho, nuestro
grupo se ha centrado en la caracterizacion de
la cepa epidémica de la lactococosis en trucha
en Espania desde 2004, y esta cepa carece
de capsula. La DL, en infecciones experi-
mentales mediante inyeccion intraperitoneal
se ha determinado en torno a 10%-10° UFC/
pez. Esta DL50 es similar a la de las cepas de
L. garvieae italianas de truchas y ligeramente
superior a la de las cepas japonesas que afec-
tan a otros peces. Uno de los hallazgos mas
significativos de la cepa con la que trabajamos,
es su capacidad para adherirse e internalizar-
se en células no fagociticas. Estos estudios de
adherencia e internalizacion se han realizado
en cultivos celulares in vitro, e in vivo en el
modelo de pez cebra.

El desarrollo de las tecnologias de secuen-
ciacion masiva durante los Gltimos afios ha
llevado a la publicacion de los genomas
completos de 15 cepas de L. garvieae, que
incluyen dos cepas japonesas aisladas casos
clinicos en jurel y tres de truchas en ltalia y
Espafa. El andlisis in silico de estos genomas
indica la existencia de genes potencialmente
implicados en virulencia (hemolisinas, adhe-
sinas, colagenasas,...). En este sentido, los
mutantes en el gen de la Sortasa C y/o en
los genes adyacentes que codifican protei-

nas con dominios pilina y LPXTG, presentan
menor virulencia. Asi pues, tal y como sucede
en otros patdgenos, las fimbrias o pili que
presentan algunas cepas de L. garvieae ais-
ladas de peces (Fig. 2), podrian estar impli-
cadas en la adhesion y colonizacion de los
tejidos durante la infeccion. También, los
genes implicados en el metabolismo bac-
teriano a la temperatura a la que suceden
los brotes pueden ser importantes ya que,
por ejemplo, mutantes de L. garvieae en los
genes que intervienen en el transporte de glu-
tamina presentan menor virulencia. En este
contexto, nuestros estudios sobre el efecto
que tiene la temperatura en el transcriptoma
de L. garvieae mediante microarrays, indican
que genes que codifican la Glutamina sinte-
tasa, estan sobreexpresados a la temperatura
a la que suceden los brotes.

Otros estudios que hemos abordado inclu-
yen la caracterizacion de proteinas de L. gar-
vieae que inducen una respuesta humoral. Los
ensayos experimentales realizados por otros
investigadores indican que algunas de estas
proteinas inmundgenas confieren proteccion
y podrian utilizarse en el desarrollo de nuevas
vacunas. Ademas, nuestro grupo ha conse-
guido la purificacion y caracterizacion de una
bacteriocina producida por una cepa de L. gar-
vieae, aislada de una infeccion en humanos,
que es totalmente especifica para inhibir el
crecimiento de otras cepas de L. garvieae. La
actividad y especificidad de esta Garvicina A
hace pensar en su futura utilizacién en pis-
cicultura. Nuestro trabajo actual consiste en
el estudio de las proteinas del surfoma en las
cepas de L. garvieae, con el fin de conocer las
proteinas implicadas en la interaccion patoge-
no-hospedador durante los primeros momen-

Figura 2.

Imagen de Microscopia Electronica de Transmision en la
que se observa las fimbrias o pili de un aislado clinico
de L. garvieae procedente de jurel.
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tos de la infeccion (adhesion y colonizacion) y
conocer la respuesta inmunitaria de la trucha
frente a la infeccion de esta bacteria.
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Foto de grupo.
El grupo VirBaP de la Universidad de Barcelona.

El equipo VirBaP de la Universidad de Barcelo-
na, de la Facultad de Biologia, estd compues-
to por investigadores de dos departamentos,
el Departamento de Genética, Microbiologia
y Estadistica y Departamento de Biologia
Evolutiva, Ecologia y Ciencias Ambientales.
El equipo de trabajo esta reconocido como
grupo de investigacion consolidado con el
apoyo de la Generalitat de Catalunya. El equi-
po esta formado por los equipos de Rosina
Girones y Silvia Bofill especialistas en virus
(http://www.ub.edu/microbiologia_virology),
Rosa Araujo en patdgenos bacterianos que
se encuentran en el agua, y Humbert Salvado,
en protistologia de tratamiento de aguas. El
equipo esta formado un total de 15 miembros
entre profesores, investigadores doctores, e
investigadores en formacion.

El objetivo general del grupo es estudiar de
manera integrada contaminacion microbiana
de agua y alimentos, la eficiencia de los dife-
rentes tratamientos de depuracion y desin-
feccion y patogenos e indicadores de interés
en salud publica. Se estudian todo tipo de
matrices acuaticas: aguas superficiales, sub-

terraneas, de distribucion, aguas residuales, y
regeneradas, aguas de bafrio y fangos activos.
Las principales areas de trabajo y retos plan-
teados se distribuyen en 5 puntos descritos
a continuacion:

ANALISIS DE LA BIOCENOSIS
DE PROCESOS DE DEPURACION

El andlisis de los componentes bioldgicos
en los procesos de depuracion sigue siendo
en muchos aspectos un enigma. La cuantifi-
cacion y la identificacion de sus componentes
mediante microscopia dptica se utiliza hoy en
dia como herramienta complementaria y ruti-
naria en el control del proceso de depuracion
de aguas residuales urbanas e industriales
en fangos activos asi como en sistemas con
biofilms y en cultivos mixtos. Dentro de los
microorganismos con mas capacidad bioin-
dicadora mediante microscopia clasica estan
los protistas. Hemos caracterizado en siste-
mas avanzados de eliminacion de amonio
SCNR (Short-Cut Nitrogen Removal) y NIPAR
(nitritification partial) previo al Anammox con
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alta carga amoniacal y en cultivos mixtos, la
dindmica de los protistas tanto en la matriz
del biofilm como en el liquido intersticial en
MBBR (Canals et al. 2013; Canals y Salvado
2016). En paralelo la puesta a punto de téc-
nicas de citometria de flujo, asi como del ana-
lisis cuantitativo con FISH nos ha permitido
el estudio amplio y comparativo de técnicas
para analizar la dindmica en EDAR urbanas y
en plantas piloto (Abzazou et al. 2016).

PATOGENOS BACTERIANOS
TRANSMITIDOS POR AGUA

El agua es un vehiculo de transmision de
bacterias patdgenas para el hombre. Algunas
son bacterias acudticas como Legionella sp.
y otras procedentes del hombre u otros ani-
males como Campylobacter o Helicobacter. E|
estudio de la presencia, persistencia y control
en el medio acuatico han sido objeto de estu-
dio del grupo. Hemos estudiado la presencia y
persistencia de especies termotolerantes de
Campylobacter en aguas superficiales en las
diferentes épocas del afio y también en aguas
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residuales de origen urbano y animal. Legio-
nellay su relacion con protozoos en el medio
hidrico y en tratamientos de desinfeccion han
sido largamente estudiados por el grupo. La
endosimbiosis que establece con Acantha-
moeba u otros protozoos ha demostrado ser
de suma importancia para su persistencia en
el los sistemas de distribucion de agua con
recirculacion y su resistencia frente a pro-
cesos de desinfeccion (Serrano et al. 2013;
Cervero et al. 2015). Actualmente estamos
trabajando con sistemas de electroquimicos
integrados de oxidacion avanzada para des-
contaminar y desinfectar aguas residuales
urbanas e industriales.

NUEVOS INDICADORES DE
CONTAMINACION FECAL/RIESGO/
TRATAMIENTO Y MARCADORES DEL
ORIGEN DE LA CONTAMINACION (MST)

La calidad del agua utilizada para beber,
irrigacion, procesamiento de alimentos o
fines recreativos tiene un impacto signifi-
cativo en la salud publica a escala mundial.
El desarrollo de nuevos indicadores de con-
taminacion/riesgo/tratamiento, incluyendo
procesos de desinfeccion de virus en agua
(Rusifol et al. 2015, Calgua et al. 2014,
Girones et al., 2014) es un tema que se ha
estado trabajando intensamente en nuestro
grupo. Hemos desarrollado nuevas técnicas
de cuantificacion y estudio de virus y hemos
definido nuevos indicadores, adenovirus
humanos (HAdV) y poliomavirus que son los
marcadores virales mas utilizados para la
identificacion del nivel de contaminacion de
origen humano, ya que son excretados por
un alto porcentaje de la poblacion humana y
tienen una alta prevalencia en todo el mun-
do. También hemos desarrollado ensayos
de virus especificos que pueden ser utiliza-
dos para rastrear la contaminacion bovina,
ovina, porcina y aviar. Las nuevas técnicas
desarrolladas se han aplicado en diferentes
estudios; en el proyecto VIROCLIME se han
analizado los niveles de contaminacion fecal,
indicadores y patdgenos virales en 5 cuencas
fluviales, en Brasil, Suecia, Grecia, Hungria
y Esparia (Rusifiol ef al. 2014) identificando
el origen de la contaminacion fecal en cada
zona («Microbial Source Tracking» (MST)).
Se necesita un conocimiento detallado de
las fuentes de contaminacion para disefiar
estrategias eficientes y rentables de gestion

y un sistema de evaluacion de riesgos como
parte de los planes de seguridad del agua
recomendados por la OMS.

ESTUDIOS DE CONTAMINACION ViRICA
DEL AGUA EN CONTEXTOS DE CRISIS
HUMANITARIAS

Parte de las actividades de investigacion
del equipo estan destinadas a la coopera-
cioén internacional, y varios proyectos se han
desarrollado haciendo estudios y actividades
formativas en paises o zonas de bajo nivel
sanitario. Se ha trabajado en cooperaciones
de investigacion y formacion en Floriandpolis
(Brasil), Haiti, Guatemala, Chad y Sudan. Es
en esta linea de investigacion del grupo en la
que se enmarca la cooperacion con OXFAM
INTERMON para contribuir a la reduccion de
las infecciones virales de transmision hidrica
en regiones con emergencias humanitarias.
Recientemente se ha finalizado el proyecto
financiado por Humanitarian Innovations
Fund, el proyecto WADHE que se ha desarro-
llado en colaboracion de MSF y realiza estu-
dios de desinfeccion de agua y diseminacion
de virus transmitidos por agua a campos de
refugiados de Sudan del Sur. (Guerrero-Lato-
rre et al. 2014, 2015).

NUEVOS PATOGENOS EMERGENTES Y
TECNICAS DE SECUENCIACION
DE NUEVA GENERACION

Hemos publicado el primer estudio de
metagendmica de virus en agua residual
(Cantalupo et al. 2011) en el que se analiza
el «VViroma» excretado en la poblacion de Bar-
celona, Pittsburg (USA) y Addis Abeba (Etiopia)
detectando virus de 51 familias diferentes
incluyendo 17 virus diferentes que infectan
humanos. Hemos seguido trabajando en el
estudio de virus desarrollando protocolos
de metagendmica mas eficientes, trabajan-
do actualmente dentro del programa Water
JPI, en el proyecto METAWATER coordinado
por Rosina Girones con el principal objetivo
de estudiar virus, bacterias y protozoos del
agua residual y agua de riego utilizada en
Europa usando técnicas de secuenciacion
de nueva generacion. Aunque la metageno-
mica presenta una oportunidad Unica para
obtener informacion sobre el contenido de
las especies presentes simultdneamente en
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una muestra, la deteccion directa de acidos
nucleicos usando técnicas de secuenciacion
de nueva generacion (NGS) todavia no es tan
sensible como, por ejemplo, PCR anidada. Por
lo tanto, el desarrollo y validacion de méto-
dos sensibles usando técnicas de NGS para el
analisis de aguas potencialmente contamina-
das sera de gran valor. Ademas se necesitan
algoritmos de bioinformatica precisos y rapi-
dos para permitir la interpretacion correcta
de los datos generados por secuenciacion
masiva.

Los proyectos del grupo tienen objetivos
relacionados con aspectos basicos de la bio-
logia, ecologia y la patogenicidad de los virus,
bacterias y protozoos estudiados, y también,
objetivos aplicados, que incluyen la colabo-
racion con empresas y organismos regula-
dores vy la evaluacion de aspectos técnicos
y de gestion, importantes para el control y
la mejora de la calidad microbiologica del
medio, el agua y los alimentos.
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Sus principales lineas de investigacion son:
(1) el aislamiento y caracterizacion de patdge-
nos acuicolas con vistas al disefio de vacunas
efectivas y (2) la seleccion de microorganis-
mos para su empleo como probidticos.

AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE
PATOGENOS ACUICOLAS

El principal modelo de estudio abordado
por el equipo es el constituido por el len-
guado senegalés (Solea senegalensis) y l0s
patogenos Photobacterium damselae subsp
pisciciday Vibrio harveyi. El lenguado sene-
galés es una especie de pez plano con una
alta relevancia econdmica ademas de ser un
candidato ideal para la diversificacion de la
produccion acuicola en el Sur de Europa. Sin
embargo, su cultivo tiene varios cuellos de
botella uno de los cuales son las patologias,
siendo Vibrio harveyiy P. damselae subsp pis-
cicida dos de las patdgenos mas relevantes.

En este contexto, nuestra investigacion
ha estudiado la capacidad de estimulacion
del sistema inmune del lenguado expues-
to al patdgeno por via intraperitoneal o por
inmersion. Se ha podido demostrar que la
capacidad de activacion del sistema inmune
por parte del patdgeno es esencialmente muy
similar independientemente de la via de infec-
cion empleada (Nufiez-Diaz et al., en prensa).

Diseio de vacunas

En la actualidad, en esta linea se estan
desarrollando proyectos de investigacion enca-
minados a la identificacion de proteinas de los
patdgenos expresadas o sobreexpresadas tan-
to in vitro como in vivoy que sean altamente
inmunogénicas para el lenguado con vistas a
su empleo en el disefio de vacunas. Asi, los
resultados obtenidos hasta el momento han
permitido la identificacion de varias proteinas
de la membrana externa de V/ harveyi expre-
sadas in vitroy que fueron altamente inmuno-
génicas para lenguado (Medina et al., 2015).

SELECCION DE MICROORGANISMOS
PARA SU EMPLEO COMO PROBIOTICOS

El control de los patdgenos bacterianos
en acuicultura normalmente implica la admi-

nistracion de antimicrobianos. Sin embar-
go, el excesivo uso de los mismos conlleva
no solo la aparicion de microorganismos
resistentes con el consiguiente riesgo para
la salud humana, sino también el impacto
que su empleo puede tener sobre el medio
ambiente circundante de las instalaciones
piscicolas. En consecuencia, la acuicultura
moderna demanda alternativas encaminadas
a conseguir unas practicas mas sostenibles
que permitan la lucha contra la enfermedad
y el mantenimiento de la salud ambiental. En
esta linea, el uso de los probicticos se esta
planteando como una herramiento muy Uil
para la acuicultura.

Nuestro equipo ha aislado una bacteria
a partir de ejemplares sanos de dorada
(Sparus aurata), la cual ha sido identifica-
da como Shewanella putrefaciens Pdp11
(SpPdp11) y que ha mostrado poseer capa-
cidad antagoénica frente a Photobacterium
damselae subsp piscicida y Vibrio harveyi,
por la produccion de sustancias antimicro-
bianas y por la interferencia adhesiva. Por
ello, se ha planteado su uso como probidtico
en el cultivo de dorada y lenguado senega-
lés, teniendo las patentes para el preparado
de bacterias probidticas para su adminis-
tracion oral a peces cultivados basado en
la encapsulacion en hidrogeles de alginato
(N.° de publicacion: 2 390 428) y el procedi-
miento de preparacion, conservacion, y uso
en peces del probidtico para el control de
enfermedades y la mejora en el crecimiento
(N.° de publicacion: 2 389 364).

Posteriormente nuestras investigaciones,
nos han permitido demostrar que la adminis-
tracion en la dieta de este microorganismo
gjerce distintas actividades que permiten
considerarle como un probidtico. Entre estas
actividades cabe citar aquellas que tienen su
efecto sobre:

La resistencia a la enfermedad

Los resultados obtenidos han mostrado
una menor susceptibilidad a infecciones
por V. harveyi (Tapia-Paniagua et al., 2014)
y P damselae subsp piscicida (Garcia de la
Banda et al., 2012), en los ejemplares de len-
guado que alimentados con una dieta suple-
mentada con SpPdp11 en comparacion con
los ejemplares que recibieron la misma dieta
pero sin suplementar con SpPdp11,y se han
podido constatar incrementos significativos
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en la transcripcion de genes relacionados
con el sistema inmune de lenguado en los
peces alimentados con dieta adicionada con
SpPdp11 (Tapia-Paniagua ef al., 2015).

El desarrollo de los peces

Se han observado incrementos significati-
VoS en las tasas de crecimiento de los juve-
niles de lenguado (Garcia de la Banda et al.,
2012) o dorada (Varela et al., 2010), asi como
reducciones en la dispersion del tamafio en
el caso del primero (Garcia de la Banda et
al., 2010a).

El tracto gastrointestinal

Nuestros resultados mostraron una reduc-
cién del nimero de inclusiones lipidicas en
los enterocitos y hepatocitos de ejemplares
de lenguado alimentados con la dieta adicio-
nada con SpPdp11 en comparacion con las
observadas en aquellos especimenes que
habian recibido una dieta sin el microorga-
nismo (Garcia de la Banda et al., 2010).

La microbiota intestinal

La microbiota intestinal s un ecosistema
dindmico que tiene importantes efectos en
la fisiologia e inmunidad de su hospedador,
pero que es muy susceptible a muchos fac-
tores, entre lo que los probidticos pueden
ser un factor a considerar. Este aspecto
constituye en la actualidad uno de los prin-
cipales objetivos de investigacion de nuestro
equipo.

En este contexto, los trabajos que hemos
llevado a cabo han demostrado la capaci-
dad de SpPdp11 para modular la micro-
biota intestinal tanto de dorada (Cordero
et al., 2015) como de lenguado senegalés
(Tapia-Paniagua et al., 2010), incluso bajo
condiciones no idoneas de cultivo como son
estrés por cultivo en altas densidades de indi-
viduos (Tapia-Paniagua ef al., 2014a) o que
requieren la administracion de antibicticos
(Tapia-Paniagua et al., 2015).

La modulacion de la microbiota intestinal
inducida por SpPdp11 esta implicada en la
menor presencia de inclusiones lipidicas
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observada en enterocitos y hepatocitos de
los lenguados alimentados con la dieta suple-
mentada con este microorganismo (Tapia-Pa-
niagua et al., 2014b).

Las larvas de los peces cultivados estan
expuestas a importantes desdrdenes aso-
ciados con la microbiota intestinal ya que
la alimentaciéon comienza cuando el tracto
digestivo no esta completamente desarro-
llado. La administracion de SpPdp11 a las
larvas a través de su bioencapsulacion en
Artemia indujo una modulacion temprana de
su microbiota intestinal (Tapia-Paniagua et al.,
2014c) y este efecto se ha relacionado con un
adelanto de la metamorfosis, un mayor cre-
cimiento y una menor dispersion del tamafio
larvario (Lobo et al., 2014a,b).
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La adquisicion de hierro es un proceso indis-
pensable para todas las bacterias, ya que es
un elemento fundamental en el metabolismo
celular. Sin embargo, a pesar de la concentra-
cion micromolar requerida para el crecimiento
celular, el hierro es un compuesto bioldgica-
mente limitante debido a su baja solubilidad
(108 M) en los ambientes aerobios y de pH
neutro. Por esta razon los seres vivos han
desarrollado complejos mecanismos para la
asimilacion de este elemento fundamental.
Uno de los mas importantes en las bacte-
rias es la biosintesis de agentes quelatantes,
denominados siderdforos. Estos compues-
tos de bajo peso molecular (300-2.000 Da)
son secretados al medio circundante don-
de quelatan muy eficazmente al Fe®*. Los
microorganismos adquieren luego el com-
plejo Fe*-siderdforo mediante un transporte
activo especifico a través de receptores de la
pared, situados en la membrana externa en
las bacterias Gram-negativas. Existen cientos

de sideroforos distintos producidos por bac-
terias y hongos, pero se pueden agrupar por
su estructura quimica en catecoles, hidroxa-
matos y alfa-hidroxicarboxilatos.

Esta demostrado que la produccion de
sideroforos es un factor de virulencia clave
para que una bacteria potencialmente pato-
gena pueda desarrollar el proceso infeccio-
s0. Las bacterias que causan infecciones en
los peces en cultivo no son una excepcion
y nuestro grupo, en estrecha colaboracion
con el grupo del Prof. Carlos Jiménez del
Departamento de Quimica Fundamental de
la Universidad de A Corufia, ha contribuido a
esclarecer algunos de estos mecanismos de
asimilacion de hierro en diferentes patogenos
de peces, desgranando la genética y bioqui-
mica de estos sistemas, asi como determi-
nando la estructura quimica de los siderdfo-
ros sintetizados (Fig. 1) (Soengas et al, 2006;
Souto et al, 2012; Balado et a/ 2015).
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Algunos miembros y colaboradores del grupo. De izquierda
a derecha Soledad Nufiez, Miguel Balado, Pamela Ruiz y
Manuel Lemos.

Vibrio anguillarum es uno de los principa-
les agentes causales de vibriosis en peces.
Sus aislados se clasifican segun el antige-
no O en 23 serotipos diferentes, siendo los
aislados de los serotipo 01, 02 y, en menor
medida, 03 los causantes de los brotes infec-
Ciosos. En esta especie se han descrito dos
sistemas de siderdforos diferentes: el de la
anguibactina, presente Unicamente en las
cepas virulentas del serotipo 01 que portan
el plasmido pJM1, y el de la vancrobactina
(Fig. 1), codificado en el cromosoma y que
se cree que es el siderdforo primigenio de
esta especie (Lemos et al, 2010) y que ha
sido caracterizado por nosotros. El sider6foro
vancrobactina esta codificado por el cluster
de genes vab, donde vabABCDEFG participan
en los procesos de sintesis, mientras que frtA
codifica el receptor de la ferri-vancrobactina
FvtA (Balado et al, 2006; 2008; 2009). En
contraposicion con la gran variedad seroldgi-
ca de los aislados, se ha comprobado que las
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Estructuras de los siderdforos aislados e identificados por nuestro grupo en Vibrio anguillarum (vancrobactina), Photobobacterium damselae subsp piscicida (piscibactina) y
Aeromonas salmonicida subsp salmonicida (acinetobactina y amonabactina) (J. Rodriguez).

cepas de los serotipos 01, 02,y 03, produz-
can 0 no vancrobactina, expresan el receptor
FvtA (Balado ef al, 2009). El aislamiento de
este siderdforo a partir de sobrenadantes nos
permitié determinar su estructura quimica y
proponer una metodologia exitosa de sintesis
quimica en laboratorio (Soengas et al, 2006).
También se disefiaron andlogos estructurales
capaces de interaccionar con el receptor FvtA
que, en un futuro, podrian ser utilizados para
el disefio de nuevos agentes terapéuticos
(Soengas et al, 2008; Balado et al, 2009).

Aeromonas Salmoniciaa subsp. salmonici-
daes el agente causal de la forunculosis, una
enfermedad devastadora que afecta de modo
recurrente principalmente a salmon y rodaba-
llo de cultivo causando importantes pérdidas
econdmicas. Aunque se conoce desde hace
décadas que los aislados de A. salmonicida
producen al menos un siderdforo de tipo
catecol, es en trabajos realizados por nuestro
grupo donde se demostrd que A. salmonicida
produce simultaneamente acinetobactinay 4
formas diferentes de amonabactina (Fig. 1),
dos sideroforos previamente descritos en
Acinetobacter baumanniiy Aeromonas hydro-
phila, respectivamente. Hay que destacar que
ambos siderdforos son de tipo catecol y que
su produccion depende de la sintesis del 4ci-
do 2,3-dihidroxibenzoico (DHBA), codificada

por los genes entABCDE. Una vez sintetizado
el DHBA (que es el grupo de union al hie-
rro) los genes asbDF codifican la sintesis de
acinetobactina y los genes amoGH codifican
las amonabactinas. Aunque ambos sistemas
de siderdforos estan presentes en todas las
cepas analizadas, ciertas cepas portan una
mutacion en el gen amoG que inactiva la sin-
tesis de amonabactina. Sorprendentemente
todos los aislados estudiados procedentes
de rodaballo portan esta mutacion inacti-
vante, sin embargo, son capaces de utilizar
amonabactina como fuente de hierro pues
mantienen intactos los componentes para su
tranporte. En contraposicion, todas las cepas
aisladas de salmon producen y utilizan aci-
netobactina y amonabactina simultaneamen-
te (Balado et al, 2015). Si este hecho tiene
algun significado bioldgico en la seleccion de
hospedadores es todavia una incognita por
resolver.

Photobacterium damselae es una miembro
de la familia Vibrionaceae que esta dividido en
dos subspecies: damselaey piscicida. Ambos
son patdgenos marinos pero causan enfer-
medades muy diferentes y afectan a hospe-
dadores muy distintos. La subsp damselae
causa una forma de vibriosis en una amplia
variedad de especies marinas, y es incluso
un patégeno oportunista para el hombre. Por
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el contrario la subsp piscicida infecta Unica-
mente a varias especies de peces, pero tiene
una gran repercusion al afectar a especies
de alto interés comercial como dorada, lubi-
na o lenguado. Nuestro grupo ha descrito y
caracterizado el sideréforo piscibactina en
P damselae subsp. piscicida (Osorio et al,
2006; Souto et al, 2012). Dicho sistema esta
codificado en el plasmido pPHDP70, que es
movilizable por conjugacion y porta todos los
determinantes necesarios para la sintesis y
utilizacion de la piscibactina (Fig. 2) (Osorio et
al, 2015). Mediante ensayos de mutagénesis
hemos demostrado que la sintesis de este
siderdforo es un factor de virulencia clave
para la subsp piscicida. Este plasmido puede
ser transmitido y expresado en otras especies
como Vibrio alginolyticus, 1o que demuestra
su posible expansion por transferencia hori-
zontal. En la subsp damselae hemos podido
demostrar la produccion del siderdforo vibrio-
ferrina, ya descrito en otros vibrios como V.
parahaemolyticus o V. alginolyticus, pero
Unicamente es producido por algunas cepas,
por lo que el sistema utilizado por el resto de
cepas permanece aun desconocido.

En los Ultimos afios se ha evidenciado que
un mismo sistema de sideroforos puede estar
presente en varias especies bacterianas dis-
tintas, y que una misma bacteria puede pro-
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Mapa genético y ruta bioqui-
mica de sintesis del sidero-
\*‘ foro piscibactina mediante
enzimas multimodulares de
tipo NRPS en P damselae
subsp piscicida (Souto et al,
Eur J Org Chem, 2012).

ducir mas de un siderdforo. Asi, ciertas cepas
virulentas de V. anguillarum tienen insertado
en el cromosoma Il los genes de sintesis de la
piscibactina (identificado en P damselae subsp
piscicida), asi como un homologo de su recep-
tor FrpA. Por otra parte, se ha detectado la
produccion de mono- di- y tri-vancrobactina en
aislados ambientales de V. campbellii (Sandy et
al, 2010). Ademds, nosotros hemos demos-
trado que el gen fvtA, que codifica el receptor
de vancrobactina, esta presente en todas las
cepas de V/ anguillarum (Balado ef al, 2009).
Asimismo, una busqueda detallada en el Gen-
Bank de los genes que codifican el sistema de
la vancrobactina, demuestra que estos genes
0 homdlogos cercanos, estan presentes en
otros Vibrios como V. metschnikovii, V. harveyi
0 V/ ordalii. Por tanto, el sistema de la vancro-
bactina esta presente en todas las cepas de
V. anguillarum pero también en otros vibrios
patogenos. Asimismo, resultados recientes de
nuestro grupo demuestran la produccion de
piscibactina por cepas virulentas de /. ordali,
especie responsable de la vibriosis atipica en
salmones que, en paises Latinoamericanos
como Chile, causa grandes pérdidas econo-
micas (Ruiz et al, 2016).

Por tanto, parece claro que los sistemas de
sintesis de siderdforos estan extendidos por
todas las bacterias patdgenas de peces y que

algunos de ellos son compartidos por especies
muy diversas, lo que avala su papel clave en el
desarrollo de l0s procesos infecciosos. En este
sentido, uno los intereses actuales y futuros de
nuestro grupo es aprovechar la ubicuidad e
importancia de estos sistemas para el desarro-
llo de nuevos métodos de prevencion y control
de las enfermedades infecciosas en acuicultura.
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UN POCO DE HISTORIA

En la década de los 80, el grupo de investiga-
cion fundado por Esperanza Garay y dedicado
al estudio de la microbiota bacteriana de las
aguas del lago de la Albufera de Valencia
expandi6 su drea de estudio a las aguas mari-
nas costeras colindantes, iniciandose asi una
linea de trabajo ampliada al medio marino
dentro de la cual realizaron sus tesis doc-
torales Maria J. Pujalte (1985) y Rosa Aznar
(1991), hoy investigadoras senior y catedra-
ticas del equipo. M. Carmen Macian, curator
de procariotas en la CECT, se form¢ como
doctora en el seno de este grupo (2001), lo
mismo que Teresa Lucena y Maria A. Ruvira
algunos arios mas tarde (2012 y 2013, res-
pectivamente). Por su parte David R. Arahal,
se incorpor¢ a la Universidad de Valencia en
2004 con un contrato Ramdn y Cajal y, por su
historial en taxonomia de haldfilos (doctor por
la U. de Sevilla en 1998), no tuvo problemas

en sumar casi toda su dedicacion investiga-
dora a esta linea.

EVOLUCION RECIENTE

El grupo ha desarrollado su actividad cen-
trado sobre todo en aspectos taxonémicos de
la microbiota marina cultivable, con especial
dedicacion al trabajo en sistematica, pero con
conexiones con el diagnostico de patdgenos
bacterianos en organismos marinos (bivalvos,
peces cultivados) y estudios sobre la inciden-
cia y distribucion anual de bacterias autdcto-
nas marinas en diferentes tipos de muestras.
En los Ultimos diez afos el enfoque taxono-
mico se ha acentuado notablemente gracias
a la financiacion recibida a nivel nacional con
los proyectos ‘TAXPROMAR - Taxonomia, filo-
genia y conservacion de bacterias marinas’
(CGL2005-02292/B0OS) y ‘TAXPROMAR2010’
(CGL2010-18134/B0S) y, a nivel autondmico,
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con el proyecto ‘Exploracion de la diversidad
microbiana y de su potencial biotecnoldgico’
(PROMETEO/2012/040) dentro de las ayudas
de la Generalitat Valenciana para Grupos de
Investigacion de Excelencia.

Desde el punto de vista metodoldgico, nues-
tro grupo ha hecho un esfuerzo por incorporar
las técnicas mas resolutivas y de mayor aplica-
bilidad al trabajo de rutina. Entre las primeras
podemos nombrar el andlisis de secuencias
génicas multilécicas (MLSA) y, mas reciente-
mente, el calculo de indices gendmicos como
criterios para la definicion de especies bacte-
rianas y para establecer relaciones evolutivas.
Entre las segundas se encuentran la obtencion
de perfiles de 4cidos grasos de membrana
metil esterificados (FAME) y de perfiles protei-
cos totales por MALDI-TOF MS.

El célculo de indices genomicos tales como
el Average Nucleotide Identity (ANI) o la Hibri-
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dacion DNA-DNA estimada in silico (eDDH),
implica trabajar con secuencias gendmicas
(completas o borrador), lo que a su vez posi-
bilita nuevas vias de estudio y caracteriza-
cion de microrganismos mediante el andlisis
genomico y la gendmica comparada. Asi, el
analisis de las secuencias genomicas permi-
te hacer la anotacion de genes y clisteres,
deteccion de islas gendmicas, secuencias
regulatorias, y otros rasgos descriptivos.
Pero ademas, se pueden hacer estudios de
inferencia fenotipica para establecer corres-
pondencias entre las secuencias genomicas
observadas y los caracteres fenotipicos de la
cepa. Asi mismo, permiten desvelar la pre-
sencia de genes y rutas metabolicas, que no
siendo esperadas pueden ser valiosas para la
descripcion del microorganismo y, mas adn,
para su potencial aplicacion biotecnoldgica.

PRESENTE Y FUTURO

Actualmente, el grupo participa en el pro-
yecto Retos Colaboracion ‘Drinking Water
Library’ (RTC-2015-4496-2) junto con
Aigiies de Barcelona y la Fundacion Bosch
i Gimpera - Universitat de Barcelona. La
investigadora principal por la Universitat de
Valencia es la Dra. Rosa Aznar, directora
de la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo. El
objetivo del proyecto es el desarrollo de una
biblioteca de perfiles MALDI-TOF MS para la
identificacion de microorganismos aislados
de aguas de consumo (redes de distribu-
cion y embotelladas). El papel del grupo en
el proyecto viene avalado por la experiencia
de haber participado en el proyecto europeo
‘European Consortium of Microbial Resour-
ce Centres —EMbaRC’ (FP7- 228310), en el
que se generaron mas de 1000 perfiles MAL-
DI-TOF MS consensuados y representantes
de diversas especies bacterianas, asi como
por la experiencia de los miembros del grupo
en la taxonomia de bacterias de origen acua-
tico. La colaboracion del grupo contribuira al
desarrollo de una base de datos especifica
de microbiota de aguas de consumo, amplia
y validada que facilitara la implementacion de
la espectrometria de masas MALDI-TOF como
técnica de rutina en el andlisis microbiologico
del agua. Junto a proyectos como éste con
metas aplicadas, mantenemos el interés de

seguir haciendo ciencia basica, explorando y
describiendo la diversidad microbiana en un
ambiente tan importante como es el medio
acuatico.
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Izquierda a Derecha): Silvia Pifieiro (alumna en practicas),
Yolanda Torres Corral, Raquel Lama Lopez y Clara Fernan-
dez Alvarez (alumnos Pre-doctorales), Andrea Raipal Atdn
(Alumno de FP en practicas), Angeles Mufioz Crego, Rafael
Seoane Prado e Ysabel Santos (Profesores Universidad de
Santiago). Nancy Saltos Rosero (Investigadora Predocto-
ral SENESCYT, Republica de Ecuador) y Alba (Alumna de

Biologia en practicas).

El grupo de Investigacion Diagnostico, Pre-
vencion y control de enfermedades bacteria-
nas en Acuicultura forma parte del Grupo de
Investigacion Consolidado de la Universidad
de Santiago denominado Diagnostico, trata-
miento y prevencion de enfermedades infec-
ciosas (GI.1218-DITAPREIN) coordinado por
el Profesor Rafael Seoane Prado. El grupo se
formd en el afio 2004 y esta constituido por
6 profesores del Departamento de Micro-
biologia y Parasitologia de la Universidad de
Santiago de Compostela, 4 investigadores
en formacion y 3 colaboradores externos
pertenecientes a centros publicos y priva-
dos, Los miembros del grupo que realizan
actividades de investigacion relacionadas
con el medio acuatico son Angeles Mufioz
Crego, Rafael Seoane Prado e Ysabel Santos
(Profesores de Universidad), Raquel Lama

Lépez, Clara Fernandez Alvarez, Yolanda
Torres Corral (alumnos predoctorales) y Nan-
cy Saltos Rosero (Investigadora Predoctoral
SENESCYT, Republica de Ecuador), ademas
de un numero variable de técnicos de For-
macion Profesional en practicas y alumnos
de las Facultades de Biologia y Farmacia
que realizan en nuestro laboratorio précti-
cas externas y trabajos de iniciacion a la
investigacion.

Desde su creacion el grupo ha centrado su
actividad el estudio de las patologias de etio-
logia bacteriana que afectan a las especies de
peces en cultivo y en la blsqueda de métodos
para su prevencion y control. Desde el afio
2002 hemos ampliado el marco de nuestra
investigacion al estudio de los mecanismos
implicados en la respuesta inmune de los
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peces frente a la infeccion o frente a inmu-
nogenos. Actualmente nuestra investigacion
se centra en tres lineas basicas: i) Desarrollo,
optimizacion y validacion de medios de cultivo
y técnicas para el diagnostico de enfermeda-
des bacterianas, i) Caracterizacion de pato-
genos bacterianos causantes de epizootias y
estudio de la interaccion hospedador-pato-
geno y i) Busqueda de nuevos métodos de
prevencion y control de enfermedades bac-
terianas de peces en acuicultura y estudio de
la respuesta inmune.

La primera, es una de las lineas en las que
el grupo lleva trabajando mas tiempo y con
resultados satisfactorios tanto en el disefio
de medios de cultivo, técnicas seroldgicas
y moleculares aplicables a la de deteccion y
tipificacion de bacterias patogenas. Entre los

45



ESPECIAL MICROBIOLOGIA DEL MEDIO ACUATICO

SEM@FORO NUM. 61 | JUNIO 2016

resultados de interés dentro de esta linea
cabe sefalar:

— Disefio y validacion de medios bacte-
riologicos que facilitan el aislamiento y
el cultivo de bacterias exigentes como
Flavobacterium psychrophilum'y Tena-
cibaculum spp.

— Disefio y validacion de métodos serolo-
gicos para la identificacion y deteccion
de bacterias patdgenas de peces per-
tenecientes a las especies Listonella
anguillarum, F. psychrophilum'y Tena-
cibaculum maritimum.

— Disefio y validacion de métodos de
diagnostico molecular basados en la
reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) y en el uso de microarrays para la
identificacion de los principales agentes
causantes de mortalidad en acuicultu-
ra marina y continental. En el caso de
T maritimumy T. soleae, los métodos de
PCR disefiados por nuestro grupo fueron
los primeros descritos para la deteccion
de dichos patdgenos en los tejidos de
peces enfermos, mejorando el diagnos-
tico de la tenacibaculosis.

Con respecto a la segunda linea de inves-
tigacion, los estudios de caracterizacion de
bacterias filamentosas aisladas de peces
afectados por sindromes ulcerativos nos han
permitido:

— La descripcion de cuatro nuevas espe-
cies dentro del género Tenacibaculum
(Tenacibaculum discolor, T. soleae,
T. gallaicumy T. dicentrarchi) y demos-
trar que dos de estas especies, 7. soleae
y T. discolor suponen un riesgo potencial
para los cultivos de lenguado, lubina,
rodaballo y lenguado en cultivo.

— Establecer la existencia de siete sero-
tipos con una estrecha relacion con el
hospedador en la especie F. psychro-
philum, siendo los serotipos 02a, 02b 'y
03 los principales responsables de las
mortalidades en trucha arcoiris a nivel
mundial. También se ha demostrado la
existencia de heterogeneidad seroldgica
en las especies T. Soleae, T. discolory
T gallaicum.

En relacion a los estudios de la interaccion
hospedador-patdgeno, la investigacion reali-
zada en colaboracion con el grupo de Anato-

mia Patologica de la Facultad de Veterinaria
de la Universidad de Santiago dirigido por la
Profesora Maria Isabel Quiroga Berdeal, nos
han permitido:

— Corroborar que la piel constituye una
puerta de entrada para 7, maritimumy
que las escamas, podrian actuar como
una fuente de nutrientes para 7. mariti-
mum. Asimismo, se ha demostrado que
en la periferia de las lesiones, ademas
de la pérdida de la epidermis se pro-
duce agregacion de los melandforos en
la capa pigmentaria de la dermis, cau-
sando una despigmentacion local que
podria explicar el aspecto blanquecino
de los bordes de las lesiones, descri-
to como signo caracteristico en peces
afectados de tenacibaculosis.

— Otro hallazgo relevante es la deteccion
de T maritimum en el lumen gastrointes-
tinal intacto de peces que habian sufrido
infecciones naturales por T. maritimum,
lo cual sugiere que el tracto digestivo
podria actuar como un reservorio del
patdgeno.

— Se ha establecido un modelo de infec-
cion experimental que ha facilitado el
estudio de la patogenia de la tenaci-
baculosis y el andlisis de la respuesta
inmune de los peces a la infeccion.

La investigacion centrada en la busqueda
de nuevos métodos de prevencion y con-
trol de enfermedades bacterianas de peces
nos ha permitido:

— Desarrollar vacunas y estrategias de
inmunizacion eficaces adaptadas a las
diferentes especies de peces y sistemas
de cultivo que han contribuido a reducir
los problemas asociados a las patolo-
gias bacterianas en acuicultura. Entre
estos disefios cabe destacar la vacuna
frente a la tenacibaculosis causada por
T. maritimum que es la Unica comercia-
lizada en la actualidad. Actualmente,
trabajamos en el disefio de vacunas y
métodos de inmunizacion eficaces para
la prevencion de las enfermedades cau-
sadas por £ psychrophilum.

— Demostrar la eficacia de nuevos farma-
cos derivados de cumarinas para el con-
trol de las principales enfermedades que
afectan a los cultivos de peces marinos
y continentales. Este trabajo ha sido
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posible gracias a la colaboracion con el
grupo de los profesores Eugenio Uriarte
y Lourdes Santana del Departamento
de Quimica Organica de la Facultad de
Farmacia de la Universidad de Santiago.
Los resultados obtenidos nos han per-
mitido seleccionar diferentes compues-
tos que muestran una actividad frente a
T. maritimum superior (10 a 11 veces)
a la observada con algunos farmacos
de uso comun en acuicultura como la
enrofloxacina.

— Estudio de la actividad antimicrobiana
de compuestos fitobidticos frente a
F. psychrophilum. Este estudio, realizado
en el marco de un proyecto CDTI, nos ha
permitido demostrar mediante ensayos
«in vitro» la elevada capacidad anti-
microbiana de compuestos de origen
natural frente a este microorganismo.
Ademas, los estudios de infeccion expe-
rimental asi como los ensayos de campo
han demostrado que la alimentacion de
los peces con dietas suplementadas con
fitobidticos incrementa su capacidad de
supervivencia en procesos infecciosos
causados por F. psychrophilum.

Por dltimo, el trabajo realizado a lo largo
de todos estos afos se ha consolidado en
el establecimiento de una oferta de servicios
encaminados a la evaluacion y solucion de
los problemas encontrados en las empresas
y organizaciones publicas y privadas.

PUBLICACIONES RELEVANTES
DEL GRUPO DE INVESTIGACION
EN LOS ULTIMOS ANOS

Coscelli GA, Bermudez R, Losada AP, Santos Y y
Quiroga MI. (2015). Vaccination against Aeromonas
salmonicida in turbot (Scophthalmus maximus L.):
Study of the efficacy, morphological changes and an-
tigen distribution. Aquaculture 445: 22-32.

Failde LD, Bermudez R, Losada AP, Riaza A, Santos
Y y Quiroga MI. (2014). Immunohistochemical diag-
nosis of tenacibaculosis in paraffin embedded tissues
of Senegalese sole, Solea senegalensis Kaup 1858. J
Fish Dis 37: 959-968.

Failde LD, Losada AP, Bermiidez R, Santos Y y Qui-
roga MI. (2014). Evaluation of immune response in
turbot (Psetta maxima L.) tenacibaculosis: Haema-
tological and immunohistochemical studies. Microb
Pathog 76: 1-9.

Fernandez-Alvarez C, Torres-Corral Y, Coscelli G,
Sanchez Arévalo AR, Martinez A, Quiroga Ml y
Santos Y. (2015). Nutraceutics for control of bacterial
cold water diseases. International Aquafeed 18: 15-16.
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Garcia-Gonzalez P, Garcia-Lamas N, Fuentes Edfuf
C y Santos Y. (2011). Development of a PCR method
for the specific identification of the marine fish patho-
gen Tenacibaculum soleae. Aquaculture 319: ¢1-4.

Matos MJ, Vazquez-Rodriguez S, Santana L, Uriarte
E, Fuentes-Edfuf C, Santos Y y Mufioz-Crego A.
(2013). Synthesis and structure-activity relationships
of novel amino/nitro substituted 3-arylcoumarins as
antibacterial agents. Molecules 18: 1394-1404.

Muiioz Atienza E., Araujo C, Magadan S, Hernandez
PE, Herranz G, Santos Y y Cintas LM. (2014). In vitro
and /n vivo evaluation of lactic acid bacteria of aquatic
origin as probiotics for turbot (Scophthalmus maximus
L) farming. Fish Shellfish Immunol 41: 570-580.

Pifieiro-Vidal M, Riaza A y Santos Y. (2008). Tenaci-
baculum discolor sp. nov. and Tenacibaculum gallai-
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Evol Microbiol 58: 21-25.

Pifieiro-Vidal M, Carballas CG, Gomez-Barreiro 0,
Riaza A y Santos Y. (2008). Tenacibaculum soleae
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galensis, Kaup). Int J Syst Evol Microbiol 58: 881-
88521-25.

Pifeiro-Vidal M, Gijon D, Zarza C y Santos Y. (2012).
Tenacibaculum dicentrarchi sp. nov. a novel marine
bacteria of the family Flavobacteriaceae isolated from
European sea bass (Dicentrarchus labrax, L.). Int J
Syst Evol Microbiol 62: 425-429.
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mus maximus (1.): evaluation of immersion, oral and
injection delivery. J Fish Dis 28: 165-172.

Vilar P, Failde LD, Bermudez R, Vigliano F, Riaza A,
Silva R, Santos Y y Quiroga MI. (2012). Morpho-
pathological features of a severe ulcerative disease
outbreak associated with Tenacibaculum maritimum
in cultivated sole, Solea senegalensis (L.)-J Fish Dis
35: 437-445,

Vazquez-Rodriguez S, Lama-Lépez R, Matas MJ,
Armesto-Quintas G, Serra S, Uriarte E, Santana
L, Borges F, Muiioz A y Santos Y. (2015). Design,
synthesis and antibacterial study of new potent and
selective coumarin-chalcone derivatives for the treat-
ment of tenacibaculosis. Bioorgan Med Chem 23:
7045-7052.

Departamento de Genética, Microbiologia i Estadistica de la Facultad de Biologia y Departamento de Biologia, Sanidad y Medio Ambiente de la Facultad de Farmacia y Ciencias

de la Alimentacion de la Universidad de Barcelona

Tapetes microbianos del Delta del Ebro. Foto aérea, vista
general y macrofotografia de una seccion.

El grupo de Ecogenética i Diversidad Micro-
bianas (ECODIVEM) de la Universidad de
Barcelona cuenta con una dilatada y amplia
experiencia en el campo de la ecologia
microbiana tanto en comunidades planc-

tonicas lacustres como en comunidades
bentdnicas costeras. El grupo fue creado
por el Prof. Ricardo Guerrero al conseguir
en 1988 una catedra en el Departamento
de Microbiologia de la Facultad de Biologia
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de la Universidad de Barcelona, dejando
el cargo de Director del Departamento de
Genética y Microbiologia de la Universidad
Auténoma de Barcelona, que ocupaba en
ese momento. En sus inicios el grupo esta-
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ba centrado en el estudio de las dindmicas
poblacionales de las bacterias fototroficas
de los lagos del sistema carstico de Ban-
yoles y en la dinamica de acumulacion de
biopolimeros de reserva, como los poli-p-hi-
droxialcanoatos, en los microorganismos y
sus aplicaciones biotecnoldgicas. El grupo
fue también pionero, junto con el grupo de
Ecologia Microbiana de la UAB, en iniciar
los estudios de los tapetes microbianos
del Delta del Ebro. Estos estudios se han
continuado de forma ininterrumpida hasta
el momento actual, siendo la linea principal
de trabajo del grupo. A continuacion se deta-
llan las principales lineas de investigacion
llevadas a cabo por el grupo.

BIODIVERSIDAD ORGANiISMICA
Y MOLECULAR DE LOS TAPETES
MICROBIANOS

Los tapetes microbianos son comunidades
procariéticas que representan los anélogos
actuales de los primeros ecosistemas que se
dieron sobre la Tierra. El estudio de estos eco-
sistemas revela las estrategias microbianas
para la supervivencia bajo una amplia gama
de ambientes. Estos ecosistemas son siste-
mas complejos formados por poblaciones de
microorganismos fotoautotrofos, fotoheterd-
trofos, quimioautétrofos y quimioheterdtrofos.
Las distintas poblaciones se distribuyen a lo
largo del perfil vertical segun las caracteris-
ticas fisicoquimicas presentes. Las poblacio-
nes de cianobacterias, bacterias fototréficas
y sulfatorreductoras constituyen la biomasa
principal de estas comunidades, pero estu-
dios recientes demuestran la presencia de
una gran diversidad de otros microorganis-
mos que desempefian un papel basico en el
reciclaje de los nutrientes en estos ecosis-
temas.

En primer lugar se localizaron todos los
tapetes microbianos que habia en la Punta
de la Banya del Delta del Ebro, realizando un
mapeado y estudiando los diferentes grados
de desarrollo que mostraban en los diferentes
puntos. Se realizaron observaciones micros-
copicas y andlisis de biomasa y pigmentos a
lo largo de ciclos circadianos. Trabajos reali-
zados en colaboracion con la Prof. Lynn Mar-
gulis, de la Universidad de Massachussetts
(Amherst), dieron como resultado la observa-
cion y caracterizacion de la espiroqueta libre

de mayor tamario descrita hasta el momento,
Spyrosymplokos deltaeiberi.

Para obtener una buena aproximacion a
la biodiversidad y al estado fisioldgico de la
comunidad de los tapetes microbianos es
preciso utilizar diferentes enfoques metodo-
l6gicos. En el grupo se han realizado estu-
dios combinados de biomarcadores lipidicos
y de las secuencias del RNA ribosémico 16S
en muestras de los tapetes microbianos del
Delta del Ebro y del delta del Rddano, en
la Camarga. La extraccion, identificacion y
cuantificacion de los acidos grasos de los
fosfolipidos (PLFA) ha proporcionado infor-
macion sobre la biomasa microbiana viable y
sobre el estado metabdlico y fisioldgico de la
comunidad. A pesar de la gran cantidad de
informacion aportada por los analisis lipidi-
¢0s, han sido necesarios métodos basados en
los &cidos nucleicos para realizar un estudio
taxondmico mas exacto. La combinacion del
analisis lipidico con una técnica basada en la
amplificacion por PCR del 16S rDNA, seguida
de un andlisis DGGE (denaturing gradient gel
electrophoresis), permitié enumerar e iden-
tificar los componentes microbianos de la
comunidad y establecer su estado fisiologico.

ACUMULACION Y BIODEGRADACION

DE POLI-3-HIDROXIALCANOATOS

POR BACTERIAS. IMPORTANCIA A NIVEL
ECOLOGICO Y BIOTECNOLOGICO

La mayor parte de las inclusiones de
reserva en organismos procarioticos son de
poli-B-hidroxialcanoatos (PHA). Los PHA son
polimeros formados por subunidades de B-hi-
droxicarboxiacidos unidos por enlaces éster.
Segun el nimero de carbonos que posee
cada subunidad tenemos diferentes tipos
de PHA, entre los que destaca el poli-p-hi-
droxibutirato (PHB), con subunidades de 4
carbonos. Estos biopolimeros se acumulan
bajo condiciones de estrés metabdlico o bajo
condiciones de crecimiento no equilibrado
(alta disponibilidad de carbono y escasez
de otros nutrientes, como el nitrdgeno v el
fosforo). Asi, tal y como se ha establecido en
diferentes estudios, la acumulacion de estos
biopolimeros se puede relacionar con el esta-
do fisiologico del microorganismo.

Se han realizado estudios de la acumula-
cion de estos biopolimeros en bacterias y de
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biodegradacion en sedimentos anaerdbicos.
También se ha utilizado la cuantificacion de los
PHA como indicadores del estado fisiologico y
nutricional de las comunidades de los tapetes
microbianos a lo largo de un ciclo circadiano.

En el momento actual, las nuevas insta-
laciones de tratamiento de aguas residuales
deben incluir la generacion de nuevos pro-
ductos de valor afadido, con el fin de redu-
cir su impacto ambiental. Por ello, el grupo
también ha participado en un proyecto para
analizar el potencial de produccion de biopo-
limeros (como los PHA) dentro del mismo
reactor bioldgico utilizado para el tratamiento
de aguas residuales. De esta forma, contro-
lando ciertas variables del proceso, es posible
obtener, junto al tratamiento del agua resi-
dual, una cantidad importante de productos
de elevado interés biotecnoldgico.

ESTUDIOS DE PROCESOS

DE REDUCCION DE NITRATO

POR MICROORGANISMOS
QUIMIOLITOTROFOS QUE PUDIERAN
SER APLICADOS A LA
DESCONTAMINACION DE ACUIiFEROS

La contaminacion de los acuiferos por
nitratos supone, cada vez mas, un serio
problema a nivel medioambiental. La des-
nitrificacion es el proceso mas importante
para la atenuacion de esta contaminacion La
reduccion del nitrato se puede producir por la
oxidacion de la materia organica y/o de distin-
tos compuestos reducidos de azufre. No hay
pruebas de que el nitrato pueda actuar como
oxidante de la pirita en condiciones abitticas.
En cambio, algunos estudios de campo apor-
tan pruebas indirectas de la oxidacion de la
pirita, un reservorio muy importante de azufre
reducido en muchas zonas. Esa oxidacion se
produciria mediante la respiracion anaerobica
del nitrato por parte de bacterias desnitrifi-
cantes quimiolitoautotraficas

Experimentos realizados en microcosmos
de laboratorio han demostrado la capacidad
de Thiobacillus denitrificans de reducir el
nitrato creciendo autotréficamente utilizan-
do la pirita como Unica fuente de electrones
También se ha podido observar que la reduc-
cion de nitrato es mayor en los experimentos
con pirita de tamafio de particula menor (es
decir, con mayor superficie reactiva).



ESPECIAL MICROBIOLOGIA DEL MEDIO ACUATICO

Se han utilizado técnicas quimicas, iso-
topicas y microbioldgicas para estudiar, en
experimentos de laboratorio, la capacidad de
la pirita de estimular la actividad desnitrifi-
cante de la microbiota autoctona en aguas y
sedimentos provenientes de un acuifero con-
taminado por nitrato. Ademas de los experi-
mentos de hioestimulacion, también se han
llevado a cabo experimentos de bioaumento
mediante la inoculacion de una bacteria des-
nitrificante autotréfica conocida, Thiobacillus
denitrificans.

En acuiferos, la mayor proporcion de la
biomasa microbiana esta adherida a los soli-
dos y sdlo una pequefia parte vive de forma
plancténica. Los estudios realizados nos indi-
can la capacidad de adhesion de la bacteria
desnitrificante autotrdfica 7. denitrificans a
la superficie de la pirita y que la poblacién
de bacterias desnitrificantes planctdnicas
sobrevive a expensas del material solubilizado
por parte de la poblacion adherida. La gran
cantidad de bacterias planctonicas viables
favorece su dispersion vy la colonizacion de
nuevos nichos.

SIMBIOSIS Y COMUNIDADES
MICROBIANAS. ANALISIS
DE ECOSISTEMAS MiNIMOS

El rapido avance en el estudio del micro-
bioma, especialmente en los Ultimos 15
afos, ha revelado la contribucion crucial de
las comunidades microbianas a muchas fun-
ciones fisiologicas de animales, entre otras
la digestion, la inmunidad y la reproduccion.
La coexistencia permanente de los diversos
biontes forma el holobionte (segun definio
Joshua Lederberg), que es el conjunto del
hospedador y su microbiona. Hemos analiza-
do las relaciones a nivel de ecosistema tanto
de ecosistemas minimos, como los tapetes

microbianos o el intestino de insectos xilofa-
gos, para intentar comprendrer la constancia,
0 equivalencia funcional, de las poblaciones
procariéticas a través de generaciones y a lo
largo de la historia evolutiva de cada especie.
Las interacciones simbioticas, tanto a nivel
organismico, como funcional o de sistemas,
han desempefiado un papel esencial en la
constancia, resiliencia y capacidad de adap-
tacion a nuevos nichos ecoldgicos no explo-
tados que muestran deficiencias nutricionales
o factores ambientales no favorables o dele-
téreos. Nuestros Ultimos trabajos permiten
conocer los mecanismos de las poblaciones
microbianas que permiten la resistencia,
autonomia y evolucion de todo el ecosistema.

PUBLICACIONES DESTACADAS

Berlanga M, Llorens C, Comas J y Guerrero R.
(2016). Gut bacterial community of the xylopha-
gous cockroaches Cryptocercus punctulatus and
Parasphaeria boleiriana. PLoS ONE 11: e0152400.
doi:10.1371/journal.pone.0152400.

Guerrero R y Berlanga M. (2016). From the cell to the
ecosystem: The physiological evolution of Symbiosis.
Evol Biol (June). DOI 10.1007/s11692-015-9360-5.

Berlanga My Guerrero R. (2016). The holobiont concept:
the case of xylophagous termites and cockroaches.
Symbiosis 68:49-60 DOI 10.1007/s13199-016-0388-9

Guerrero R, Margulis L y Berlanga M. (2013). Sym-
biogenesis: the holobiont as a unit of evolution. Int
Microbiol 16: 133-143.
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Torrento C, Urmeneta J, Otero N, Soler A, Viiias My
Cama J. (2011). Enhanced denitrification in groundwa-
ter and sediments from a nitrate-contaminated aquifer
after addition of pyrite. Chem Geol 287: 90-101.
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A. (2010). Denitrification of groundwater with pyrite
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Guerrero R. (2007). Analysis of diurnal and vertical
microbial diversity of a hypersaline microbial mat. Arch
Microbiol 188: 137-146.

Wierzchos J, Berlanga M, Ascaso, C y Guerrero R.
(2006). Micromorphological characterization and lithi-
fication of microbial mats from the Ebro Delta (Spain).
Int Microbiol 9: 289-295.

Villanueva L. Navarrete A, Urmeneta J, White DC y
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En el nimero anterior (n° 60; diciembre de 2015), en la seccion Nuestros Grupos (Microbiologia de los Alimentos) en la pagina 4. Donde
dice “la Dra. Capita Garcia” debe decir “la Dra. Capita Gonzalez”.

Asimismo, en el pie de figura de la pagina 15, correspondiente al articulo “Imaginando Microbios”, donde dice: “Una vorticela en
microscopia de campo oscuro” deberia poner “Un Stentor en microscopia de campo oscuro”; y en el pie de foto de la pagina 16, en
lugar de “Una colonia de protozoos” deberia decir “Grupo de ciliados del género Parameciun’.
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LA CONSERVACION DE LA ACTIVIDAD ANCESTRAL EN LAS INTEGRASAS DEL INTEGRON REVELA UNA TRANSICION SUAVE
DURANTE LA INNOVACION FUNCIONAL.

Informa: José Escudero

La vida evoluciona explorando una cantidad astronémica de posibles caminos. Todos ellos deben de ser funcionales para ser viables, es decir,
que ninguno puede conllevar una pérdida de funcion porque puede ser letal para el organismo o entrafiar una desventaja competitiva que lo
lleve a su extincion. Los procesos evolutivos que aportan al organismo capacidades novedosas son considerados como finnovacion evolutiva,
y son especialmente interesantes para entender la evolucion.

Los integrones son plataformas genéticas que permiten a las bacterias evolucionar rapidamente mediante la captacion de nuevos genes
codificados en elementos genéticos maviles llamados cassettes (Fig. A). Las integrasas que rigen estas reacciones de recombinacion perte-
necen a la familia de las recombinasas a tirosina. Sin embargo, ciertas caracteristicas estructurales y funcionales hacen de estas integrasas y
de las reacciones de recombinacion que desempefian un nuevo paradigma dentro del mundo de la recombinacion: un ejemplo de innovacion
funcional. Las peculiaridades de este sistema de recombinacion son consecuencia de la estructura singular de los sitios de recombinacion de
los cassettes, 1os sitios attC (Fig. B), que se pliegan sobre si mismos para formar una horquilla (Fig. C). Para reconocer estos sitios, y procesar
la reaccion de recombinacion de forma adaptada, las integrasas de integron han adquirido un dominio adicional en su centro catalitico, de
aproximadamente 20 aminodcidos. Esto es ciertamente paradojico. ;,Como puede una integrasa adquirir un dominio entero, con lo potencial-
mente desestabilizador que esto puede ser, para reconocer un sitio nuevo y procesar la reaccion de forma novedosa? Ademas, ¢qué aparecio
primero: el dominio en la proteina, o el sitio de recombinacion?

Estudiando como las integrasas recombinan sitios canénicos, que no forman estructuras secundarias, demostramos que adin conservan su actividad
ancestral. Esto a pesar de los 300 millones de afios transcurridos desde que las integrasas se empezaron a diferenciar, y de que poseen un dominio
completo en el centro catalitico para recombinar de forma innovadora. Nuestros resultados demuestran que estas proteinas son increiblemente robustas,
y resuelven la paradoja de qué aparecio primero, ya que ahora entendemos que el dominio pudo aparecer antes de que tuviera una funcion, ya que la
funcion ancestral quedaba conservada. A partir de ahi la innovacidn hacia lo que el integron es hoy pudo ser un proceso «suave».

Escudero JA, Loot C, Parissi V, Nivina A, Bouchier C, Mazel D. (2016) Unmasking the ancestral activity of integron integrases reveals a smooth evolutionary transition during
functional innovation. Nat Commun. 7:10937. doi: 10.1038/ncomms10937.
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LOS GENES phoP-phoR Y LA EVOLUCION DEL GENERO Mycobacterium PARA ADAPTARSE A DIFERENTES HOSPEDADORES

Informa: Jesus Gonzalo Asensio

Dos personas elegidas al azar tienen el doble de diversidad genética que dos especies del complejo Mycobacterium tuberculosis. Teniendo
en cuenta que las especies de este complejo son capaces de infectar un rango de hospedador tan diverso como humanos (M. tuberculosis),
bovidos (M. bovis), roedores (M. microti) o focas (M. pinnipedi), surge una pregunta interesante: ;,qué polimorfirsmos son responsables de la
interaccion patégeno-hospedador?

Responder esta cuestion implicaria evaluar el papel de los aproximadamente 2000 polimorfismos presentes entre dos especies del com-
plejo M. tuberculosis 1o cual es practicamente inabordable dada la dificil manipulacion genética de estas bacterias. En este trabajo se relata
la extraordinaria implicacion que han tenido varios polimorfismos en el sistema regulador de la virulencia phoP-phoR en la evolucion tanto in
vivo como in vitro del género Mycobacterium. A lo largo del trabajo se descifran las bases moleculares de la atenuacion in vitro de cepas mun-
dialmente utilizadas como H37Ra o la vacuna BCG. También se profundiza en el papel de un polimorfismo que posiblemente ha determinado
la adaptacion del bacilo de la tuberculosis bien para infectar a humanos o para infectar animales. Finalmente estos conocimientos se han
utilizado para desentrafiar el mecanismo por el cual la vacuna MTBVAC -basada en la inactivacion del gen phoP- protege frente a la enfermedad.

Broset E, Martin C, Gonzalo-Asensio J. (2015). Evolutionary landscape of the Mycobacterium tuberculosis complex from the viewpoint of PhoPR: implications for virulence
regulation and application to vaccine development. MBio. 6(5):e01289-15. doi: 10.1128/mBi0.01289-15.
http://mbio.asm.org/content/6/5/e01289-15

PROTISTOLOGIA, MICROBIOLOGIA CELULAR

ESTUDIANDO EL REPERTORIO DE ESTRATAGEMAS MOLECULARES PARA EL PARASITISMO INTRACELULAR EN LEGIONELLA
EN AMEBAS

Informa: Ana Martin

En los Ultimos afios se ha demostrado que algunos protozoos actian como reservorios de importantes bacterias patdgenas humanas,
como Legionella pneumophila o las causantes de fiebres tifoideas, tuberculosis o fiebre Q. La etapa en el reservorio, no sélo incrementa la
supervivencia del patégeno, sino que también le protege de agentes antimicrobianos y ademas, aumenta su virulencia. Sin embargo, nunca se
habia encontrado una evidencia de una interaccion genética entre el protozoo reservorio natural y el patégeno. El género Legionella contiene
mas de 50 especies, de las cuales al menos 20 estan asociadas a enfermedades humanas. La mas importante es L. pneumophila (causante
de la legionelosis y la fiebre de Pontiac), que tiene 300 proteinas asociadas con su virulencia, denominadas efectores porque manipulan los
procesos hioldgicos de la célula hospedadora. Mediante secuenciacion y analisis gendmico comparado de 38 especies de Legionella, se ha
comprobado que la mayoria de efectores son especificos de especie y tan sélo siete son universales, que parecen ser imprescindibles para el
desarrollo intracelular en el protista reservorio Acanthamoeba castellanii. Algunos de los genes que son potencialmente codificantes de efectores
especificos de especie, tienen caracteristicas inusuales, mas propias de genomas eucariotas. Los autores postulan que dichas secuencias
habrian sido adquiridas por las bacterias, mediante trasferencia horizontal del protozoo reservorio, a lo largo del proceso de co-evolucion.
Este parece ser también el origen de un buen porcentaje de genes del genoma de los Mimivirus (virus gigantes), que también tienen como
hospedador a amebas del género Acanthamoeba .

Burstein D, Amaro F, Zusman T, Lifshitz Z, Cohen 0, Gilbert JA, Pupko T, Shuman HA y Segal G. (2016). Genomic analysis of 38 Legionella species identifies large and
diverse effector repertoires. Nature Genetics 48: 167-175.
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Salmonella no tifoidea, uno de los patdgenos
zoonoticos de mayor impacto, causa brotes
en humanos debido al consumo de alimentos
contaminados, siendo las aves de corral su
principal reservorio. A raiz de la prohibicion
del uso de antibiéticos como promotores del
crecimiento en produccién animal, se han
aplicado diferentes medidas, como el uso de
vacunas, probidticos, prebidticos y simbidti-
cos, para el control de Salmonella en aves
con una eficacia todavia limitada. Por ello,
se ha planteado el uso de la terapia fagica
como un medio alternativo de control de Sal-
monella.

Nuestro grupo demostro previamente que
la terapia fagica oral, basada en un coc-
tel compuesto por los fagos UAB_Phi20,
UAB_Phi78 y UAB_Phi87, reduce eficien-
temente la colonizacion de Salmonella en
un modelo de pollo de engorde libre de
patdgenos especificos. Para completar la
caracterizacion de estos fagos, en el presen-
te trabajo se ha determinado que el inicio de
la replicacion del DNA del fago UAB_Phi78
se produce a los 10 min de la infeccion de
Salmonella, siendo este tiempo de 20 min
para los otros dos fagos. Se detectdo DNA
en células de Salmonella infectadas con los
fagos UAB_Phi20 y UAB_Phi78 durante 40
min. Este tiempo fue de mas de 120 min
para el fago UAB_Phi87. Los extremos del
cromosoma del bacteriéfago UAB_Phi20
son permutaciones ciclicas y su mecanis-
mo de empaquetamiento es el de llenado de
cabeza de los fagos del género tipo P22. En
cambio, los fagos UAB_Phi78 y UAB_Phi87
presentaron repeticiones terminales directas
cortas en los extremos de sus cromosomas

similares a las de los fagos de los géneros
tipo SP6 (UAB_Phi78) y tipo Felix01 (UAB_
Phi87), respectivamente.

Los retos inherentes a la terapia fagica oral
estan relacionados con la falta de estabilidad
del fago en el estémago y su reducido periodo
de residencia en el tracto gastrointestinal. En
este trabajo se han desarrollado dos méto-
dos de encapsulacion de bacteriofagos (lipo-
somas y alginato-CaCO,) y se ha estudiado
si la terapia fagica con fagos encapsulados
supera los inconvenientes indicados. Para
este estudio, se ha desarrollado un modelo
animal de experimentacion (pollos de engor-
de/Salmonella) que mimetiza las condiciones
de las granjas de produccion.

La encapsulacion en lipidos catidnicos
permitié obtener fagos encapsulados con
un diametro de 308,6 a 325,8 nm, una car-
ga positiva entre 31,6 y 35,1 mV (pH 6,1)
y una eficiencia de encapsulacion cercana
al 50%. El diametro medio de los fagos
encapsulados en alginato-CaCO, vario
entre 123,7 y 149,3 um, con eficiencias de
encapsulacion superiores al 90%. Ademas,
ambas formulaciones son estables a 4°C
como minimo 6 meses. En fluido gastrico
simulado (pH2,8), el titulo de los fagos sin
encapsular disminuy6 entre 5,7 y 8 log,
tras 60 min, mientras que el de los fagos
encapsulados en liposomas vy alginato-Ca-
CO0, solo disminuyo entre 3,7 y 5,4 log,
y <3,5 log,,, respectivamente. Los fagos
encapsulados en liposomas o alginato-Ca-
GO0, se detectaron, respectivamente, en el
38,1% y el 71,4% de los animales a las
72 hy sblo en un 9,5% de los animales
tratados con fagos no encapsulados. Ade-
mas, el contenido cecal y el fluido intesti-
nal simulado promueven la liberacién de los
fagos de las capsulas lipidicas y de algina-
to-CaCQ,, respectivamente. Finalmente, en
experimentos de terapia fagica, la disminu-
cién de la concentracion de Salmonella se
prolongd como minimo 7 dias mas en los
animales tratados con fagos encapsulados
que en los tratados con fagos no encapsu-
lados tras la interrupcion del tratamiento.

La metodologia utilizada permite la encap-
sulacion de bacteriéfagos de diferentes
morfologias en liposomas y alginato-CaCO0,
y muestra que la encapsulacion mejora sig-
nificativamente la terapia fagica oral.

SEMgm

La imagen muestra un esquema de un bacteriéfago en
el interior de un liposoma (arriba a la izquierda) y una
microfotografia de Crio-TEM de dos bacteriéfagos encap-
sulados en un liposoma (abajo a la izquierda). El fondo
es una imagen de microscopia confocal de liposomas
marcados (rojo) conteniendo bacteriéfagos.

Maria José Ledn Leon
Dr. Antonio Ventosa Ucero y
Dra. Cristina Sdnchez-Porro Alvarez
Dpto. Microbiologia y
Parasitologia, Universidad de Sevilla.

Estudios recientes han puesto de manifiesto
que la biodiversidad microbiana presente en
ambientes hipersalinos con salinidades inter-
medias es muy superior a lo que se pensod
en un principio. En un estudio realizado en
2011 por Ghai y colaboradores, se describio
la poblacion procariota presente en estan-
ques con diferentes salinidades de las sali-
nas de Santa Pola (Alicante) basandose en
el analisis del ADN metagenomico, poniendo
de manifiesto la presencia de nuevos gru-
pos de bacterias y arqueas predominantes
en dichos ambientes. Concretamente, una
Gammaproteobacteria relacionada con 10s
géneros Alkalilimnicolay Nitrococcus ha sido
el objetivo de la presente Tesis Doctoral. Este
y otros estudios metagenomicos realizados
con posterioridad han sido clave para dise-
fiar los medios y las condiciones de cultivo
que han posibilitado el aislamiento de siete
cepas relacionadas filogenéticamente con
dichos géneros, las cuales, sabemos actual-



mente, constituyen especies predominantes
en ambientes hipersalinos. La caracterizacion
taxonomica de estos aislados ha permitido
su descripcion como especies de un nuevo
género dentro de la familia Ectothiorhodospi-
raceae, el género Spiribacter.

Las especies del género Spiribacter se
caracterizan por presentar una morfologia
muy peculiar. Al inicio de la fase exponencial
las células poseen principalmente una mor-
fologia de bacilo curvado mientras que al
final de la fase exponencial adoptan forma
de espirales superenrrolladas, con nume-
rosas inclusiones de polihidroxialcanoatos.
Por otro lado, las especies de Spiribacter
poseen 10s genomas mas pequefos des-
critos hasta el momento para miembros de
la familia Ectothiorhodospiraceae (1,7-1,9
Mb), presentan un unico operon ribosémico
y un contenido en G+C del ADN relativa-
mente alto, comprendido entre 62,7-66,5
%, lo cual esta en concordancia con el
porcentaje descrito para miembros de la
familia Ectothiorhodospiraceae. Sus geno-
mas se caracterizan por ser «streamlined>,
con una gran simplicidad metabdlica, con la
ausencia de las vias de fijacion de carbono
y quimiolitotréfica, un reducido nimero de
secuencias de insercion y otros elementos
genéticos mdviles y la ausencia del sis-
tema CRISPR y de flagelos. Por otro lado
destaca la presencia en todas las cepas de
genes codificantes de xantorrodopsinas.
Todas estas caracteristicas son frecuen-
tes en microorganismos oligotroficos con
genomas reducidos (streamlined) que han
demostrado alcanzar altas densidades de
poblacion en ambientes acuaticos y poseer
un modo de vida muy eficiente, como es
el caso de Pelagibacter en los océanos de
todo el mundo.

A pesar del reducido tamafo de sus
genomas las cepas pertenecientes al géne-
ro Spiribacter presentan los mecanismos de
osmorregulacion tipicos de microorganismos
que utilizan la estrategia salt-out. Un estu-
dio llevado a cabo a nivel fisiologico en la
especie tipo del género, Spiribacter salinus,
combinado con un estudio detallado a nivel
genomico, nos ha permitido conocer en
detalle los mecanismos de osmorregulacion
utilizados por dicha bacteria. En este senti-
do, el analisis gendmico de las especies de
este género nos ha permitido identificar la

maquinaria enzimatica implicada en la sin-
tesis de ectoina. Destacar que, en contras-
te con la organizacion de dichos genes en
otras bacterias, dichas especies presentan
una deslocalizacion de los genes implicados
en la sintesis de ectoina en sus genomas.
No obstante, a pesar de dicha desviacion,
S. salinus M19-40 sintetiza el soluto com-
patible ectoina, observandose una relacion
lineal entre la sintesis de ectoina y el estrés
osmotico. Adicionalmente poseen nume-
rosos transportadores relacionados con el
estrés osmotico, como el transportador ABC
OpuA, el transportador OpuD de la familia
de transportadores betaina-colina-carnitina
y el transportador TeaABC de la familia de
transportadores TRAP. Existen otros solutos
compatibles que pueden ser captados del
medio externo y utilizados por S. salinus
M19-40 como agentes osmoprotectores
para hacer frente a las altas concentracio-
nes salinas, como es el caso de la glicina
betaina, el dimetilsulfoniopropionato y en
menor medida, la colina-o0-sulfato.

Con el objetivo de determinar si las espe-
cies del género Spiribacter se corresponden
con la Gammaproteobacteria asociada a los
géneros Nitrococcus y Alkalilimnicola que
por estudios metagenomicos habia revelado
ser una parte dominante de la comunidad
microbiana presente a salinidades interme-
dias, se llevaron a cabo los reclutamientos
de los genomas de las cepas aisladas frente
a diversas bases de datos metagendmicas
de ambientes hipersalinos. Los resultados
asi obtenidos, junto con el analisis de com-
ponentes principales de la frecuencia de
tetranucleotidos (PCA) normalizada de los
contigs de diversas bases de datos meta-
genomicas, muestran que las especies del
género Spiribacter son muy abundantes
en estanques con salinidades intermedias,
disminuyendo bruscamente su presencia a
bajas y a elevadas salinidades. Esto pone
de manifiesto que constituyen auténticas
bacterias halofilas moderadas, definidas
desde un punto de vista «ecoldgico», que se
encuentran de forma abundante y posible-
mente muy bien adaptadas a las condiciones
de salinidad intermedia de los estanques de
las salinas y posiblemente en otros ambien-
tes hipersalinos, pero ausente en ambien-
tes con bajas salinidades (5% o ambientes
marinos), asi como en los cristalizadores de
las salinas.
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Las salinas son ambientes hipersalinos muy
estudiados desde el punto de vista microbio-
ldgico. Los recientes estudios moleculares
independientes de cultivo derivados de éstas
han puesto de manifiesto que una gran parte
de la microbiota presente en las mismas no
se corresponde con las especies aisladas y
caracterizadas hasta la fecha. Los andlisis
de diversos metagenomas obtenidos de dis-
tintos estanques de salinas han permitido
determinar que existe una mayor diversidad
microbiana de la descrita mediante estudios
dependientes de cultivo y que la misma dis-
minuye a lo largo del gradiente de salinidad.
Por ello, el objetivo principal de esta Tesis
Doctoral ha sido aislar y caracterizar los gru-
pos de arqueas y bacterias que han puesto
de manifiesto los estudios metagendmicos
y que todavia no han sido aislados hasta la
fecha. Para ello se han realizado muestreos
en diferentes habitats: en las salinas de Santa
Pola (Alicante), Isla Bacuta, Aragonesas ¢ Isla
Cristina (Huelva), en una salina del desierto de
Namibia y en Cabo Rojo (Puerto Rico).

Durante el desarrollo de esta tesis se han
aislado 1238 cepas, los resultados filoge-
néticos revelaron que 816 cepas eran bac-
terias y 422 cepas eran haloarqueas. Estos
resultados se compararon con los obtenidos
mediante los andlisis metagendmicos y se
observo que los géneros predominantes eran
diferentes entre dichos estudios y los aislados
en el laboratorio, excepto el género Haloru-
brum (clase Halobacteria), que si coincidia en
ambos casos.

En esta Tesis Doctoral hemos abordado un
estudio polifasico detallado de los microor-
ganismos aislados que presentaban bajos
valores de semejanza (ARNr 16S) con res-
pecto a las especies descritas previamente.
Estos estudios han permitido la descripcion
de cuatro nuevas especies, de las cuales dos
son bacterias: Fodinicurvata halophila sp. nov.
y Aquisalimonas luteasp. nov. y otras dos son
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arqueas: Halovenus salina sp. nov. y Haloru-
brum grantii Sp. nov.

Para completar el estudio polifasico y poder
analizar con mas profundidad estos microor-
ganismos se seleccionaron algunas de estas
nuevas cepas para proceder a la secuencia-
cion de sus genomas y el posterior analisis
comparativo de los mismos. Por un lado, se
secuencio el genoma completo de las cepas
tipo de Aquisalimonas luteay de las otras dos
especies pertenecientes al género Aquisali-
monas. De esta forma pudimos completar los
estudios taxonémicos moleculares mediante
la determinacion de parametros como son el
ANl'y GGDC. También se realizd un estudio de
gendmica comparada entre las tres especies
de este género, asi como con otras especies
relacionadas. Por otro lado, el estudio del
genoma de Halorubrum grantiiy otras cepas
de Halorubrum nos ha permitido determinar
mediante técnicas de reclutamiento fren-
te a los metagenomas de referencia, que
estas cepas son abundantes especialmente
en la base de datos metagenomica IC21,
correspondiente a una muestra de agua de
un estanque con un 21 % de sales de las
salinas de Isla Cristina (Huelva). También se
han estudiado con detalle los genes que se
encuentran implicados en la produccion de
bacteriorrodopsinas, genes fotosintéticos y
genes implicados en los ciclos del nitrégeno
y del fosforo y en la degradacion del glicerol.

Debido a que los representantes del géne-
ro Halorubrum son muy abundantes en los
estanques intermedios de las salinas, resul-
t0 interesante llevar a cabo un estudio mas
detallado de este género. En este estudio se
incluyeron 15 genomas de cepas del género
Halorubrum disponibles en las bases de datos
NCBI 'y 4 genomas obtenidos en este estudio
que correspondian a cepas de Halorubrum ais-
ladas de diferentes ambientes hipersalinos y
que estaban relacionadas con la especie Halo-
rubrum chaoviator. Para la clasificacion filoge-
nética de estos microorganismos se utilizd un
andlisis por secuenciacion multildcica (MLSA).
El resultado de este estudio ha permitido clasi-
ficar las nuevas cepas de Halorubrum estudia-
das en dos grupos. El grupo 1 lo comprendian
cepas relacionadas con Halorubrum chaoviator
y Halorubrum ezzemoulense'y el grupo 2 lo
formaban cepas que podrian representar un
nuevo taxon. Los resultados filogenéticos estu-
vieron en concordancia con los valores calcula-

dos de ANI, GGDC e hibridacion ADN-ADN. Por
otro lado, este andlisis detallado de especies
del género Halorubrum permitié determinar la
existencia de dos sinonimias entre especies ya
descritas: por una parte, éntrelas especies Hrr.
chaoviatory Hrr. ezzemoulensey por otra entre
las especies Halorubrum arcis, Halorubrum
litoreum, Halorubrum diistributumy Halorubrum
terrestre. En ambos casos los valores de ANl'y
GGDC fueron superiores a los aceptados para
la delineacion de especies diferentes, por lo
que indican que estas especies constituyen
en realidad una misma especie; ademas, en
el caso de Hrr. chaoviatory Hrr. ezzemoulense
se obtuvieron porcentajes de hibridacion ADN-
ADN muy elevados (superiores al 70 %), que
corroboran estos resultados. Para demostrar
estas sinonimias se realizaron estudios apli-
cando diferentes técnicas gendmicas: dia-
grama de Venn, sintenias y alineamientos. En
todos los casos estos resultados mostraron
que los genomas compartian mas del 80 % de
los genes totales anotados; ademas, la sinte-
nia estaba muy conservaba entre los genomas.
Por lo tanto, estos estudios genémicos apoyan
la propuesta de una reclasificacion de especies
del género Halorubrum.

Julio A. Belinchdn Vergara
Diego A. Moreno y Ana M. Garcia
Escuela Técnica
Superior de Ingenieros Industriales-Universi-
dad Politécnica de Madrid

Resumen: Recientemente se ha demostra-
do la existencia de microorganismos en las
piscinas de almacenamiento de combustible
nuclear gastado en las centrales nucleares
utilizando técnicas convencionales de cultivo
en el laboratorio. Estudios posteriores han
puesto de manifiesto que los microorganis-
mos presentes eran capaces de colonizar las
paredes de acero inoxidable de las piscinas
formando biopeliculas. Adicionalmente se ha
observado la capacidad de estas biopeliculas
de retener radiondclidos, lo que hace pensar
en la posibilidad de utilizarlas en la desconta-
minacion de las aguas radiactivas de las pis-
cinas. En la presente tesis se plantea conocer
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mas profundamente la biodiversidad micro-
biana de las biopeliculas utilizando técnicas de
biologia molecular como la clonacion, ademas
de desarrollar un sistema de descontamina-
cion a escala piloto con el objetivo de valorar
si el proceso podria resultar escalable a nivel
industrial. Para ello se disefiaron y fabricaron
dos biorreactores en acero inoxidable com-
patibles con las condiciones especificas de
seguridad sismica y proteccion frente a la
radiacion en la zona controlada de una cen-
tral nuclear. Los biorreactores se instalaron
en la Central Nuclear de Cofrentes (Valencia)
en las proximidades de las piscinas de alma-
cenamiento de combustible nuclear gastado
y precediendo a las resinas de intercambio
idnico, de forma que reciben el agua de las
piscinas permitiendo el analisis in situ de la
radiacion eliminada del agua de las mismas.
Se conectd una lampara de luz ultravioleta a
uno de los biorreactores para poder comparar
el desarrollo de bipeliculas y la retencion de
radiactividad en ambas condiciones. En estos
biorreactores se introdujeron ovillos de ace-
ro inoxidable y de titanio que se extrajeron
a diversos tiempos, hasta 635 dias para los
ovillos de acero inoxidable y hasta 309 dias
para los ovillos de titanio. Se analizaron las
biopeliculas desarrolladas sobre los ovillos
por microscopia electronica de barrido y por
microscopia de epifluorescencia. Se extrajo el
ADN de las hiopeliculas y, tras su clonacion, se
identificaron los microorganismos por técnicas
independientes de cultivo. Asimismo se deter-
mind por espectrometria gamma la capacidad
de las biopeliculas para retener radionticlidos.
Los microorganismos radiorresistentes identi-
ficados pertenecen a los grupos filogenéticos
Alpha-proteobacteria, Gamma-proteobacteria,
Actinobacteria, Deinococcus-Thermusy Bac-
teroidetes. Las secuencias de estos microor-
ganismos se han depositado en el GenBank
con los numeros de acceso KR817260-
KR817405. Se ha observado una distribucion
porcentual ligeramente diferente en relacion
con el tipo de biorreactor. Las biopeliculas han
retenido fundamentalmente radionclidos de
activacion. La suma de Co-60 y Mn-54 ha
llegado en ocasiones al 97%. Otros radionticli-
dos retenidos han sido Cr-51, Co-58, Fe-59,
Zn-65y Zr-95. Se sugiere un mecanismo del
proceso de retencion de radiondclidos relacio-
nado con el tiempo de formacion y desapari-
cion de las biopeliculas. Se ha valorado que el
proceso escalable puede ser econdmicamente
rentable.
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En el sector veterinario, la enfermedad de
Glasser es un proceso patogénico frecuente
que conduce a pérdidas econdémicas con-
siderables. Esta enfermedad es causada
por Haemophilus parasuis. Aunque se ha
llevado a cabo un esfuerzo importante hacia
la comprension de los factores que inter-
vienen en el desarrollo y la evolucion de la
enfermedad, las medidas de control efecti-
vas actuales se limitan al uso de antibioti-
cos. La falta de proteccion completa de las
vacunas comerciales apoya la realizacion
de mas investigacion del estudio de este
proceso patogénico con el fin de disenar
una vacuna eficaz universal.

Para aumentar el conocimiento en pato-
génesis desarrollamos una serie de experi-
mentos. ES bien sabido que existen diferentes
cepas de H. parasuis, desde no virulentas a
altamente virulentas. Ciertos mecanismos
patogénicos se atribuyen a la virulencia
de algunas cepas, mientras que las cepas
no virulentas solamente colonizan el tracto
respiratorio superior y no son capaces de
causar enfermedad. Estos diferentes grados
de virulencia podrian ser apreciados durante
los primeros pasos de la infeccion. De este
modo, usando muestras secuenciales de las
vias respiratorias de lechones infectados con
dos cepas virulentas (Nagasaki y IT29755)
y dos cepas no virulentas (SW114 y F9), se
desarrollaron métodos de inmunohistoqui-
mica e inmunofluorescencia, asi como una
doble tincion de H. parasuis y macrdfagos/
neutrdfilos. Nuestros resultados revelaron que
las cepas virulentas de H. parasuis estaban

presentes en cornete nasal, traquea y pul-
mon. Detalles adicionales mostraron que
las cepas virulentas de H. parasuis no so6lo
se asociaron a macrofagos y neutréfilos del
pulmodn, sino también a células tipo neumo-
citos. La localizacion de las cepas virulentas
dentro de los neumocitos podria considerarse
un mecanismo nuevo de virulencia de esta
bacteria. Por lo tanto, las cepas virulentas
de H. parasuis fueron capaces de adherirse
al epitelio de las vias respiratorias, invadir y
diseminarse en el huésped. Por el contrario,
las cepas no virulentas apenas se detectan
en el tracto respiratorio. La cepa virulen-
ta Nagasaki mostrd patrones de biofilm en
traquea, que nos hizo cuestionar el papel
de la formacion de biofilm en la infeccion.
Dado que la literatura publicada anteriormen-
te indicaba que la formacion de biofilm se
presentaba principalmente en cepas no viru-
lentas, se realizo una investigacion adicional
en esta direccion para comparar la formacion
de biofilm en cepas virulentas y no virulentas
de H. parasuis. Nuestros resultados confir-
maron que la capacidad de formar biofilm in
vitro se presenta principalmente en cepas no
virulentas. Por tanto, se secuencio el trans-
criptoma de la cepa no virulenta F9 durante
su crecimiento en biofilm utilizando un mode-
lo in vitro. Los resultados sugieren que bajo
condiciones de biofilm, H. parasuis muestra
un metabolismo reducido, demostrado por
el perfil de expresion génica. Ademas, algu-
nos de los genes inducidos en condiciones
de biofilm eran especificos de las cepas no
virulentas, como la hemaglutinina filamentosa
fhaB, previamente asociada a la formacion de
biofilm en otras bacterias.

Finalmente, la observacion de cepas
virulentas de H. parasuis en pulmoén duran-
te la infeccion motivd la secuenciacion del
transcriptoma de una cepa patdgena en esta
ubicacion. Se determind la expresion génica
después de una infeccidn corta in vivoy tras
la inoculacion de pulmdn ex vivo. Los resul-
tados mostraron tendencias comunes en la
expresion génica de H. parasuis durante la
infeccion pulmonar in vivoy ex vivo, como
la reduccion del metabolismo y la expresion
de genes implicados en la adquisicion de
nutrientes, lo que podria indicar una estra-
tegia de supervivencia en estas condiciones.
Durante la infeccion pulmonar también se
detectaron genes Unicos de cepas virulen-
tas de H. parasuis que codifican para pro-
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teinas de membrana externa. Estos genes
requeriran una mayor caracterizacion como
factores de virulencia, pudiendo ser tam-
bién Utiles para desarrollar nuevas vacunas.
Nuestros resultados también apoyan el uso
de explantes de pulmén como modelo para
estudios de patogenicidad de otras bacterias
respiratorias.

Silvana Teresa Tapia Paniagua
Dr. Miguel Angel Morifiigo y Dra.
Maria del Carmen Balebona
Departamento de
Microbiologia, Facultad de Ciencias.
Universidad de
Malaga.

Resumen: Actualmente, la acuicultura es
una industria en expansion. Entre las espe-
cies que se estan introduciendo destaca el
lenguado, Solea senegalensis, cuyo cultivo
en cautividad no acaba de ser economica-
mente rentable debido fundamentalmente a
las mortalidades producidas por infecciones
bacterianas. Los antibi6ticos presentan una
serie de limitaciones ya conocidas, siendo
los probidticos una de las opciones mas
consideradas. Estudios previos en nues-
tro laboratorio han mostrado que la cepas
Shewanella putrefaciens Pdp11 (Pdp11) es
capaz de inhibir el crecimiento de bacterias
patdgenas de peces, por 1o que se planted
Su uso como probiotico y el estudio de los
efectos sobre la fisiologia de S. senegalensis
asf como la potencialidad en la prevencion
de infecciones. La incorporacion de Pdp11 a
la dieta de S. senegalensis induce una mo-
dulacion de la microbiota intestinal y siendo
capaz de colonizar el intestino del animal y
presentando mayor diversidad en la micro-
biota, menor susceptibilidad a infecciones y
mejor composicion corporal, sobre todo re-
lativo a la cantidad de acidos grasos benefi-
ciosos. El estudio de la forma mas adecuada
de administracion del probidtico mostro que
las células no liofilizadas tienen un tiempo
de permanencia superior en el intestino y su
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administracion aumenta la diversidad de la
microbiota intestinal al tiempo que reduce
la presencia de patdgenos oportunistas en la
misma. Por este motivo, se considerd la for-
ma no liofilizada como la mas idénea para
los estudios posteriores. La administracion
de Pdp11 a ejemplares de S. senegalensis
sometidos a estrés por alta densidad o tra-
tamiento con oxitetraciclina (OTC) permitio
determinar la presencia de una microbiota
intestinal y expresion génica diferencial en
dichos ejemplares, con sobreexpresion de
genes relacionados con el sistema inmune,
mejoria de la histologia intestinal y proteccion
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frente a infecciones por V. harveyiy V. para-
haemolyticus. Por otro lado, la administra-
cion de OTC produce cambios radicales en la
microbiota, pero éstos son menos acusados
cuando va junto con Pdp11 apareciendo en
la microbiota especies beneficiosas y des-
apareciendo otras patdgenas. Ademas, el
aumento de la expresion de genes relacio-
nados con el estrés oxidativo observado tras
la administracion de OTC no ocurre cuando
se aplica simultaneamente con Pdp11. Por
ultimo, se ha estudiado el efecto de la ad-
ministracion del probictico durante la fase
larvaria, fase muy susceptible a infecciones.
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La aplicacion de forma continuada durante
esta fase supone una modulacion de la mi-
crobiota la cual se enriquece en especies de
Vibrio. Del mismo modo, la aplicacion sélo
durante la fase de metamorfosis (desde el
dia 10 al 30 después de la eclosion) produce
una modulacion de la microbiota desde el
inicio y a la ausencia de patégenos como P,
damselae subsp piscicida. Por tanto, Pdp11
se puede considerar como un probidtico
adecuado para S. senegalensis, que limita
la presencia de patdgenos en el intestino,
atenla los efectos del estrés y protege en
estadios larvarios.
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Massiel Cepeda

Durante el proyecto de investigacion de mi
tesis doctoral en el CNB-CSIC he realizado
técnicas ingenieria gendmica para modificar
con precision y de forma mdiltiple a la bacte-
ria Escherichia coli enteropatégena (EPEC) y
asi poder estudiar en detalle la patogénesis
de este microorganismo. EPEC fue el primer
patotipo de E. coli en ser asociado con la
produccion de infeccion en humanos. Las
cepas EPEC son importantes productoras
de diarrea, responsables de producir diarrea
aguda y crénica en nifos de corta edad (<
5 afios). En los afios 1940 y 1950 EPEC fue
una causa importante de diarrea en los paises
desarrollados, pero hoy en dia la infeccion por
EPEC en estos paises tiene una importancia
limitada. Sin embargo, en los paises en vias
de desarrollo EPEC sigue siendo una impor-
tante causa de diarrea infantil, representando
entre el 30% y el 40% de los patdgenos bac-
terianos productores de diarrea en los paises
de Africa y América del Sur.

EPEC esta dotada de genes que le per-
miten producir enfermedad, entre ellos los
genes necesarios para el ensamblaje de un
sistema de secrecion tipo lll (T3SS) que es
utilizado por EPEC para inyectar proteinas
efectoras dentro de los enterocitos. Estas
proteinas efectoras son responsables de
alterar las funciones de estas células hos-
pedadoras a favor de la infeccion, generando
una lesion a nivel de la microvellosidades
del intestino delgado humano denominada
lesion de union y borrado, A/E (Attaching
and Effacing lesion). La lesion A/E producida
por EPEC y otros patdgenos relacionados ha
sido estudiada a profundidad, sin embargo la
mayoria de estos estudios se han llevado a
cabo mediante infecciones en lineas células
humanas in vitro. Aun cuando estos estudios
han dado una vasta informacion acerca de
como se produce la lesion A/E, no existe una
correlacion exacta entre estudios in vitro y
estudios in vivo.
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Durante mi estancia de investigacion finan-
ciada por la FEMS en el Imperial College de
Londres, hemos infectado cultivos de 6rganos in
vitro (VOC - in Vitro Organ Culture) de biopsias
intestinales humanas con diferentes cepas de
EPEC, previamente generadas por mi median-
te técnicas de delecion maltiple del genoma.
La finalidad de este trabajo ha sido investigar
cudl es el conjunto minimo de proteinas efec-
toras que se requieren para la formacion de la
lesion A/E en infecciones de intestino humano,
las cuales son condiciones mas cercanas a las
naturales de la infeccion por EPEC. Infectamos
biopsias humanas con dichas cepas de EPEC
y analizamos la formacion de la lesion A/E en
las biopsias humanas mediante microscopia
electronica de barrido. Hemos encontrado que
algunas de las cepas generadas, pese a ser
capaces de infectar células Hela in vitroe indu-
cir la caracteristica de acumulacion de actina
debajo de las bacterias unidas, eran incapaces
forma la lesion A/E en biopsias humanas. Estos
resultados inesperados nos indican que algu-
nos efectores que no son necesarios para la
formacion del pedestal de actina in vitro son
esenciales para la formacion de la lesion A/E
en las superficies mucosas.

Gracias a la generosidad de la FEMS tuve
la oportunidad de llevar a cabo este emocio-
nante trabajo en el laboratorio del profesor
Gad Frankel en el Imperial College de Lon-
dres. Fue una excelente experiencia personal
y cientifica y de gran ayuda para completar mi
trabajo de doctorado. Estos resultados seran
publicados préximamente.

Kenny B. (2002). Enteropathogenic Escherichia coli
(EPEC) —a crafty subversive littlebug. Microbiolo-
gy.148(7): 1967-78.

Nataro JP y Kaper JB (1998). Diarrheagenic Escheri-
chia coli. Clin. Microbiol. Rev 11: 142-201.

Lai Y, et al., (2013). Intimate host attachment: entero-
pathogenic and enterohaemorrhagic Escherichia col.
Cell. Microbiol.15: 1796-808.

Hicks S, et al., (1998). Role of intimin and bund-
le-forming pili in enteropathogenic Escherichia coli
adhesion to pediatric intestinal tissue in vitro. Infect.
Immun. 66:1570-8.
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Estimados socios y amigos de la SEM, me
complace compartir mi experiencia durante
mi estancia de investigacion como becaria
FEMS. Emprender cortos o largos viajes en
pro de la ciencia deja siempre mucho que
contar.

En esta ocasion me dirigi al Consejo Nacio-
nal de Investigaciones de Italia para desa-
rrollar mi proyecto en el Instituto de Bioqui-
mica de las Proteinas situado en Napoles.
El laboratorio de Drug Discovery se centra
en la bioprospeccion de ambientes marinos
extremos para la produccion sus-
tentable de compuestos con
actividad antimicrobiana,
antifingica, antiparasita-
ria y anticancer. Llegué
a este sitio motivada
por el potencial que
los microorganismos
haldfilos poseen para
sintetizar moléculas
con actividades biolo-
gicas unicas. Desde mi
tesis doctoral los he venido
estudiando y considero que ade-
mas de su gran importancia en la eco-

logfa microbiana, los haldfilos son una mina

®000000e
LI TPty
00000000

®ecocog,

LT YY)
®%0000es
®eceeege
®0000000

®%e0000e
®%c00 oo
90000 oo
®e®00o00e

@
¢ ©
e @
©
)
{ (
..
e ©
o

®e®ecnce
®0®0ceee

58

de compuestos bioactivos debido
a las condiciones ambientales
extremas en las cuales prosperan.

Mi proyecto consistid en realizar
un screening in vitro de distintas
cepas aisladas de ambientes mari-
nos extremos para la busqueda de
moléculas con actividad antimicro-
biana contra patégenos humanos
multirresistentes a farmacos
(MDR). La actual crisis antibidtica
y el incremento de la resistencia microbiana

representan un problema emergente
para la salud publica, surgien-
do la necesidad de desarro-
llar nuevos antibioticos.

Durante este estudio se

obtuvieron centenares

de cepas haldfilas y

halotolerantes aisla-
das de sedimentos
abisales del mar Artico

y Antartico, todas ellas
fueron sometidas a un test
antagonico frente a un panel
de patégenos MDR. Varias cepas
fueron capaces de inhibir totalmente el
crecimiento de los patdgenos diana y poste-

riormente 10s extractos crudos de estas
cepas positivas mostraron un potente
grado de inhibicion a concentraciones
inhibitorias minimas (MIC) muy bajas.
Actualmente, se estd realizando la iden-
tificacion quimica de la molécula que es
producida por una actinobacteria haldfila
y cuyo genoma se estudia para identifi-
car los genes biosintéticos responsables
de la actividad. Como todos los productos
de origen natural se espera que se trate
de una molécula innovadora y que no sea
toxica para el ser humano.

Los microorganismos haldfilos tienen una
gran proyeccion futura, a pesar de los avan-
ces en la sintesis quimica, la esperanza para
resolver las infecciones recalcitrantes recae en
la explotacion de la biodiversidad, en este caso
los ambientes extremos son un nicho prome-
tedor cuya microbiota constituye un recurso
sostenible. Se trata entonces de enfrentarse a
un gran problema utilizando un arma micros-
copica, el verse socorrido por los microorganis-
mos para resolverlo desafia toda regla.

En cuanto a mi experiencia fuera del labo-
ratorio, Napoles es una ciudad encantadora
y llena de contrastes. Mientras te envuelven
los paisajes del golfo con el
gran Vesuvio, de repente te
ves abrumado entre el caos y
la confusion, pero luego nue-
vamente recompensado por
el carifio de la gente y por la
presencia de un patrimonio
cultural, artistico y gastrond-
mico fascinantes. Me llamaba
en particular la atencion como
todo se mueve con pericia
y astucia, y no puedo evitar
relacionarlo con los mecanis-
mos de resistencia antibiotica.
A la velocidad de una Vespa
me vi adaptada a las circuns-
tancias, las cuales hicieron que
este periodo sea enriquecedor
y fructifero.
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la actividad de los Grupos Especializados de la SEM, congresos, Simposios, seminarios, etc.

Ademas, SEM@foro y NoticiaSEM admiten PUBLICIDAD de las actividades, servicios o productos
de tu empresa o institucion.

Solicita los precios de publicidad a los directores de las publicaciones 0 a secretaria.sem@semicrobiologia.org.

XX CONGRESO NACIONAL DE
MICROBIOLOGIA DE LOS ALIMENTOS

(Sociedad Espafiola de Microbiologia -SEM-)

microalimentos-leon2016.unileon.es
LEON, 14, 15 y 16 de septiembre de 2016
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Sociedad Espainola de Microbiologia

Xl Reunion Grupo Especializado

Sevilla, 6-8 de septiembre, 2016
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INVESTIGACIONES CIENTIFICAS

http://micromolecular2016.org



Congreso de
microbielogia
industrial y

IoEC

NIEHok

mm—

E el G ]
it 1 "
-

12,13Y 14 DE SEPTIEMBRE %gmrsidad
LEON 2016






