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El agua mineral embotellada y el agua de
la red de distribucion no son aguas estériles
sino que contienen una gran diversidad de
microorganismos. De hecho, la diversidad
propia del agua de consumo ha sido poco
explorada hasta el momento. El propdsito de
esta tesis doctoral fue contribuir al estudio
de la composicion y la dindmica de las comu-
nidades microbianas de el agua mineral natu-
ral envasada y agua potable de distribucion a
lo largo del proceso de potabilizacion.

Las marcas de agua mineral tienen una
huella molecular caracteristica durante su
vida comercial, o que sugiere la posibilidad
de definir un marcador molecular para su
trazabilidad. El numero de celulas viables y
heterdtrofos en placa experimentan cambios
durante el tiempo de vida comercial en fun-
cion del material de la botella.

En el ambito del agua potable, se evaluo el
uso de MALDI-TOF MS para la identificacion
rutinaria de las cepas aisladas en una planta de
tratamiento de agua potable. La identificacion
por MALDI-TOF MS es una metodologia util y
prometedora gracias a su robustez y a la velo-
cidad para la identificacion microbiana. El factor
limitante es la falta de una base de datos de
espectros adecuada para cepas ambientales.
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A pesar de su importancia bioldgica, el
paso del trafico vesicular entre el aparato de
Golgi'y la membrana plasmética es uno de los
menos entendidos del proceso de secrecion.
El exémero es un complejo de proteinas que
participa en el tréfico entre la zona frans del
aparato de Golgi (TGN) y la membrana plas-
matica en la levadura de gemacion Saccha-
romyces cerevisiae. En este trabajo hemos
demostrado que en Schizosaccharomyces
pombe las proteinas Cfr1 y Bch1 constitu-
yen la forma mas simple de exémero posible.
En la levadura de fision el exomero cicla entre
el TGN, los endosomas y el compartimento
pre-vacuolar, mostrando que la distribucion
de este complejo es mas amplia de lo que se
sospechaba. Ademas, el gen cfr7*interac-
ciona con distintos adaptadores de clatrina,
tanto APs como GGAS, que llevan a cabo
funciones en estos organulos.

En esta tesis doctoral se ha demostrado
que el exémero interacciona con adaptadores
de clatrina en el trafico a través de distintos
compartimentos intracelulares y que esta inte-
raccion es importante en el mantenimiento de
la integridad del sistema. Esto indica que el
exomero podria participar en otros pasos del
trafico vesicular en otros organismos.
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Las enfermedades infecciosas que afectan
ala acuicultura constituyen un serio problema
en todo el mundo y causan enormes pérdidas
econdmicas en el sector. Se ha demostrado
que un gran nimero de bacterias patogenas
poseen sistemas de comunicacion intercelu-
lar de tipo quorum sensing (QS) dependien-
tes de moléculas sefal, con las que regu-
lan la produccion de factores de virulencia.
Debido a ello, aunque tradicionalmente se
han utilizado los antibidticos, hoy en dia la
alternativa mas novedosa para combatir 1as
enfermedades en la acuicultura es la inte-
rrupcion de los sistemas QS de las bacterias
patdgenas. Entre las distintas estrategias que

existen para interferir los mecanismos QS se
encuentra la degradacion enzimatica de las
moléculas sefial, conocida como quorum
quenching (QQ).

En este estudio presentamos la seleccion
y caracterizacion de 22 cepas con actividad
QQ a partir de dos colecciones de 146 y 450
aislados marinos procedentes de criaderos
de peces y moluscos de Lugo y Granada. Las
cepas seleccionadas han dado muy buenos
resultados en ensayos in vivo en moluscos
y corales frente a patdgenos marinos cuyas
moléculas sefial han sido caracterizadas por
primera vez y de forma paralela en este trabajo.

En esta tesis también se ha abordado la
busqueda de enzimas QQ en ambientes sali-
nos utilizando técnicas de ecologia molecular.
Asi, a partir de una libreria metagenémica de
un suelo salino constituida por 250.000 clo-
nes se ha identificado una nueva clase de
enzima QQ no relacionada con otros tipos
de enzimas descritos previamente. Esta enzi-
ma ha sido probada /n vivo frente a bacterias
patogenas tanto del sector de la acuicultura
como de la agricultura, y se han obtenido
resultados muy prometedores.

Se reivindica asi la interferencia de la
comunicacion intercelular bacteriana como
una estrategia eficaz para combatir las enfer-
medades en la acuicultura y agricultura.
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El virus de la enfermedad de linfocistis
(LCDV), familia Iridoviridae, es el agente
causal de la enfermedad de linfocistis (LCD),
una de las principales patologias descritas
en las piscifactorias de dorada. Los principa-
les objetivos de esta tesis doctoral han sido
el estudio de la patogénesis del LCDV en
dorada, y el establecimiento de las rutas de
transmision del mismo en larvas y alevines
de esta especie.



Se han disefiado y evaluado protocolos
de gPCR y RT-gPCR para la cuantificacion
de genomas y transcritos virales, de ICC-RT-
PCR para la deteccion y cuantificacion de
virus infectivos, y de hibridacion in situ para
la deteccion de transcritos virales en seccio-
nes histoldgicas, asi como un ensayo LAMP
que permite la deteccidn rapida y econdmica
del virus en piscifactorias. Por otra parte, se
han realizado estudios histopatoldgicos en
doradas infectadas con LCDV.

Los resultados obtenidos indican que la
infeccion por LCDV en juveniles de dorada
presenta un caracter sistémico, incluso en
infecciones subclinicas. Ademas, el curso de
la infeccion puede ser cronico, presentando
los peces una infeccion persistente durante
un periodo de tiempo indeterminado. EI LCDV
presenta un tropismo muy amplio. Ademas de
los fibroblastos de la dermis, existen células
en higado, bazo, rifidn, intestino y cerebro que
son capaces de soportar una infeccion virica
productiva. Las células permisivas para la
replicacion del LCDV parecen ser fibroblastos,
hepatocitos y células del sistema fagocitico
mononuclear. Los cambios histopatoldgicos
asociados con la LCD aparecen en diferentes
organos de alevines de dorada, y revierten
cuando los peces se recuperan de la enfer-
medad.

En cuanto a la transmision del LCDV, se
ha comprobado que los reproductores asin-
tomaticos son portadores que podrian liberar
particulas viricas en sus fluidos reproductivos
y/0 excreciones, provocando la transmision
del virus a las larvas. Ademas, tanto los
rotiferos como los metanauplios de Artemia
pueden actuar como vector para la transmi-
sion del LCDV a doradas. Por Ultimo, el LCDV
provoca una infeccion productiva en Artemia,
al menos en las condiciones experimentales

utilizadas, lo cual extiende el rango de hos-
pedador del LCDV a crustaceos.
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El estudio de la microbiota asociada a
diferentes especies de almeja cultivada es
importante, no solo para la identificacion y
descripcion de nuevas especies bacterianas,
sino también para el éxito de los cultivos, ya
que permite la deteccion de posibles pato-
genos de especies con interés acuicola.
Los estudios que analizan las comunidades
microbianas en almejas todavia son escasos.
Uno de los trabajos mas extensos fue el rea-
lizado por nuestro grupo de investigacion en
el que se analizaron comparativamente las
poblaciones microbianas asociadas a cultivos
de almeja fina y japdnica. Sin embargo, un
numero considerable de aislados no pudo ser
identificado por tratarse de posibles nuevos
grupos bacterianos. Sobre esta base nos pro-
pusimos los objetivos de describir algunos de
estos nuevos taxones bacterianos mediante
una aproximacion polifasica.

De esta forma se han identificado cinco
nuevos taxones bacterianos, dos de ellos
miembros del género Vibrio (Vibrio toranzo-
niae sp. nov. y Vibrio cortegadensis sp. nov.),
una especie del género Lacinutrix (Lacinutrix
venerupis sp. nov.) y dos pertenecientes al
geénero Marinomonas (Marinomonas gallaica

TESIS

SEM@FORO NUM. 63 | JUNIO 2017

sp. nov. y Marinomonas atlantica sp. nov.).
Ademas, se analizaron los genomas de tres
posibles nuevas especies del género Psy-
chrobacter con potencial interés en procesos
de biorremediacion.

En este trabajo también incluimos la primera
descripcion de Vibrio toranzoniae, asociada a
mortalidades de congrio rojo en Chile, demos-
trando el potencial patdgeno para peces de los
aislados chilenos, pero no de las cepas aisla-
das de almeja en Galicia. El analisis gendmico
comparativo realizado entre la cepa tipo de
la especie y un representante de los aislados
chilenos mostro diferencias en diferentes fac-
tores de virulencia que permiten explicar este
comportamiento, como son: os sistemas de
adquisicion de hierro, la produccion de toxinas
RTX o la capacidad para sintetizar capsula.

El estudio de los mecanismos de persis-
tencia de estas cepas de V. toranzonae en
condiciones ambientales adversas demostrd
que siguen estrategias diferentes. Mientras la
cepa tipo entra en el estado viable no cultiva-
ble y es capaz de resucitar, la cepa represen-
tativa chilena mantiene intacta su cultivabili-
dad, aunque mostrando una reduccion en el
numero de células cultivables. El analisis de
la expresion de los genes ftsZ'y mreB mostrd
una reduccion en ambas cepas durante el
estudio, mientras que en el gen envZ obser-
vamos una sobreexpresion en la cepa tipo
de la especie. Este resultado indicaria que
este gen cumple una funcion relevante en la
adaptacion de la bacteria al ambiente.

Los resultados obtenidos en este trabajo
abren nuevos frentes para futuros trabajos en
el estudio de esta especie como patdgeno de
peces, como puede ser la determinacion del
rango de hospedador o la ruta de entrada en
el hospedador.
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