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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 abioticos 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 Uiltimos afos, 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 £scherichia coli a factores abio-
ticos estresantes y de la estrategia de super-
vivencia subyacente en diferentes sistemas
acuaticos, que incluyeron los ambientes marino
y lgtico 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 poblacion 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. coli encontramos una
relacion indirecta entre la temperatura y la
pérdida de cultivabilidad. Asi, a temperaturas
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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) gjercen un efecto negativo
mediante la generacion de formas reactivas
del oxigeno y/o la accion fotobioldgica 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. colien 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
diserio 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 anos, 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
campaiias 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 colaboracion 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 |a 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 SRNAs
en la adaptacion y virulencia bacteri anas, el
principal objetivo de esta linea es, mediante
una combinacion de metodologias bioguimi-
cas, genéticas y de biologia molecular de alto
rendimiento, caracterizar SRNAs identificados
experimentalmente y predichos por andlisis
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 sSRNAs seleccionados y sus dianas, y
determinar la contribucion de la chaperona
Hfqg y de ribonucleasas celulares a los pasos
subsiguientes de desensamblaje y procesa-
miento de esos complejos in vivo.
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