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> Resumen:

Se analizé cémo la fertilizacion nitrogenada
y Trichoderma afectan a la composicién de
las comunidades bacterianas y fungicas de
raiz de trigo. Para ello, se utilizé lllumina 'y
muestras de suelo no rizosférico, rizosfera
y endosfera, procedentes de un ensayo de
campo. Hubo diferencias significativas en
riqueza y diversidad de bacterias y hongos
entre compartimentos, con una disminu-
cién gradual de géneros desde suelo no
rizosférico hasta endosfera. Proteobacte-
ria y Actinobacteria, y Ascomycota y Basi-
diomycota fueron los filos dominantes.
Hubo enriquecimiento en géneros asocia-

> Resumen:

Las lacasas fungicas son oxidasas multi-
cobre (MCO) con gran potencial biotecno-
|6gico debido a que oxidan lignina 'y gran
variedad de compuestos aromaticos. Su
escasa homologia de secuenciay gran ver-
satilidad de sustrato (solapantes con otras
familias de MCOs) dificulta su clasificacion.
Aunque un numero masivo de secuen-
cias de MCOs procedentes del analisis de
nuevos genomas fungicos son anotadas
automaticamente como lacasas, se hace
necesaria una verificaciéon experimental.

Los objetivos de esta tesis fueron: i) mejo-
rar la expresién heteréloga de MCOs fun-
gicas en Saccharomyces cerevisiae mediante
distintas aproximaciones de ingenieria de
proteinas, incluyendo la optimizacién del
preprolider del factor a, y sobreexpresar
variantes seleccionadas en Aspergillus
oryzae, con el fin de ii) caracterizar bio-
quimica, cinética y estructuralmente tres
MCOs de basidiomicetos con potencial
actividad lacasa pertenecientes a distintas
familias: una lacasa sensu stricto de Agrocy-
be pediades (ApL), una lacasa-ferroxidasa
de Heterobasidion annosum (HaLF), y una
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dos con abuso de fertilizantes quimicos.
Dentro de cada compartimento, se obser-
varon asociaciones entre los tratamientos
ensayados y algunos taxones de bacterias
y hongos. Destacar que géneros de bacte-
rias beneficiosas afectados negativamen-
te por la fertilizacion quimica, aumentaron
con la aplicacion de T. harzianum T34. Por
otro lado, se evalué el potencial de ocho
cepas de Trichoderma para incrementar la
tolerancia de plantulas de trigo a un estrés
hidrico severo, siendo la mejor T. aspe-
rellum T140, que afectd a la maquinaria
antioxidante de la planta, incrementando
los valores de actividad superoxido dismu-
tasa en condiciones de estrés, asi como los
niveles de expresion de genes marcadores
de sequia y de genes relacionados con el
metabolismo y la captacién de nitrégeno.
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nueva lacasa de Pleurotus eryngii (PeNL);
y iii) mejorar sus propiedades como bio-
catalizadores mediante evolucién dirigida
y disefio racional.

Demostramos que las tres enzimas com-
parten actividad lacasa. Se obtuvo una
variante evolucionada de ApL capaz de
oxidar una gran variedad de compuestos,
incluyendo colorantes organicos con alto
potencial redox. Se observé que HaLF oxi-
da sustratos tipicos de lacasa (con menor
eficiencia que las lacasas canénicas) pero
no Fe(ll); le conferimos actividad ferroxi-
dasa al completar tres residuos acidos en
el sitio activo equivalentes a los de Fet3p
de S. cerevisiae. Por Ultimo, demostramos
gue PeNL forma un heterodimero con una
proteina pequefia de funcién desconocida
que le confiere mayor estabilidad y activi-
dad catalitica de tipo lacasa.
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> Resumen:

Los bacteriofagos son esenciales en la
ecologia y evolucién bacterianas y poten-
ciales agentes antimicrobianos.Sin embar-
g0, los determinantes de la especificidad
fago-huésped siguen siendo elusivos.
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> Resumen:

Los avances en tecnologias de secuencia-
ciéon masiva han aumentado los genomas
completos disponibles de T. pallidum (TP),

Hemos cuantificado su predictibilidad
a partir del tipo de locus capsular (CLT)
del huésped y los dominios depolimersa
(Dpos) fagicos.Usamos 138 cepas clinicas
representativas de la diversidad genémica
de K. pneumoniae desafiadas con 46 fagos
ambientales de 13 grupos filogenéticos.La
mayoria (42/46) presentaban especificidad
capsular, pudiendo predecirse su patrén
de infeccion con precision (92%) a partir
del CLT del huésped.Luego, las Dpos codi-
ficadas por los fagos son determinantes
clave del tropismo del huésped.La tole-
rancia a la identidad de las Dpos fagicas
era elevada, como demuestra el tropis-
mo capsular predicho de los profagos de
RefSeq para 13 CLTs importantes.Aunque
las capsulas y Dpos predicen las primeras
etapas del reconocimiento del virién y la
adsorcion, su precision disminuy6 para
las infecciones productivas (53%).Ademas
de fagos especialistas de capsula, encon-
tramos fagos con un rango de huésped
mas amplio, resultante de un tropismo
tanto dependiente como independien-
te de la capsula.El tropismo capsular de
estos fagos no esta mediado por depoli-
merasas, sino que codifican proteinas con
multiples dominios de unién a carbohi-
dratos.Mas del 90% de las cepas bacteria-

facilitando un mejor conocimiento de esta
bacteria causante de treponematosis,
incluida la conocida sifilis.Esta tesis docto-
ral incluye cuatro estudios de la evolucién
y epidemiologia de TP usando genomas
antiguos y contemporaneos.Hemos desa-
rrollado un nuevo método, denominado
PIM, para detectar recombinacién que,
aplicado a 75 genomas contemporaneos
de TP revel6 19 eventos de recombinacion
en 12 loci que han contribuido significativa-
mente a la divergencia y variabilidad actual
del linaje TPA de TP, causante de sifilis.La
mayoria de estos loci han evolucionado
bajo seleccién positiva, en congruencia con
su implicacién en la defensay virulencia de
TP.Hemos obtenido dos genomas antiguos
con alta cobertura: W86 (TPA, Polonia,
siglo xvi) y ZH1540 (TEN, Brasil, hace unos
2000 afios).Este ultimo representa el primer
genoma precolombino de TP procedente de
América.Con ellos, hemos identificado una
potencial recombinacién entre TPE/TEN
y TPA en el Viejo Mundo, indicativa de la
coexistencia y circulacion de estas subes-
pecies en esta regién.Mas aun, las fechas
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nas presentan heterogeneidad fenotipica
capsular, coexistiendo clones capsularesy
acapsulares.Esto afecta al tropismo de los
fagos, con los de amplio rango infectando
preferentemente bacterias con mayor pro-
porcién de clones acapsulares, al contra-
rio que los fagos especialistas de capsula.
Observamos que los mutantes acapsula-
res ganaban resistencia en el 70% de 406
combinaciones ensayadas.Ni la especifi-
cidad de capsula de fagos ni la infeccion
de bacterias acapsulares se correlaciona-
ban con la clasificacién filogenética de los
fagos, con una fraccion considerable (43%)
con comportamiento de unién a capsula
obligatorio o facultativo dependiendo de la
cepa bacteriana y su mecanismo de inac-
tivacién capsular.Estos hallazgos amplian
nuestro conocimiento sobre las complejas
interacciones entre las bacterias y sus virus
y apuntan a la factibilidad de predecir los
primeros pasos de la infeccién de fagos
empleando las secuencias genémicas de
fagos y bacterias.
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inferidas de divergencia entre los linajes al
incluir los genomas antiguos son anterio-
res a las basadas sélo en genomas moder-
nos.Por ultimo, hemos disefiado un nuevo
esquema de MLST a partir de 121 genomas
de las tres subespecies de TP que incluye 7
genes variablesy el 23S rRNA.Este esquema
permite la discriminacién eficiente entre las
tres subespecies, revelando su diversidad
genética y la prevalencia de la resistencia
a macrolidos, especialmente en el sublina-
je SS14 de TPA.El analisis de la diversidad
genética y la estructura poblacional revela
patrones de transmision localizadas y resal-
ta la influencia de factores regionales en la
dispersion de TP.Esta tesis representa un
avance significativo en nuestra compren-
sién de la evolucion, gendmica y epide-
miologia de TP.La inclusiéon de genomas
antiguos, el innovador método de identifi-
cacién de recombinacién y el nuevo esque-
ma de MLST contribuyen colectivamente al
progreso en este campo.

@000 0000000000000 000000 00 00



Genomic epidemiology
and antimicrobial
resistance of Klebsiella
pneumoniae in the
Comunitat Valenciana

> Doctoranda:
Neris Garcia Gonzalez

neris.garcia@uyv.es

> Director:

Fernando Gonzalez Candelas

> Centro de realizacion:

Universidad de Valencia, 12SysBio,
y FISABIO-Genémica y Salud

> Resumen:

La resistencia a antimicrobianos (RAM) es
una de las principales amenazas a la salud
publica mundial. Klebsiella pneumoniae es
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“Nuestra Ciencia”

La seccion «Nuestra Ciencia» publica
resefias de articulos cientificos producidos
por nuestros socios. La extensién maxi-
ma del texto es de 400 palabras y puede
incluirse una imagen. Deben incluir la
siguiente informacion: Titulo de la resefia,

uno de los patdégenos mas preocupan-
tes asociados a RAM, siendo la segunda
causante de muertes atribuidas a RAM
en 2019.Entre las RAM de K. pneumo-
niae, especialmente por las resistencias
a cefalosporinas de tercera generacién
y carbapenemes.En esta tesis, hemos
investigado la epidemiologia genémica de
K. pneumoniae resistente a C3G y carbape-
nemes con la informacién obtenida en el
proyecto de Vigilancia de Klebsiella pneu-
moniae en la Comunitat Valenciana.Hemos
secuenciado el genoma completo de 2200
aislados de K. pneumoniae productores
de BLEE y/o carbapenemasas durante 3
anos (2017-2019) a los que hemos afiadi-
do 13,000 genomas de RefSeq, GenBank y
ENA, para analizar su contexto.La compo-
sicion de linajes era muy diversa pero tam-
bién semejante a los genomas espafioles
depositados en las bases de datos.Nues-
tro analisis revela que un linaje, ST307,
era responsable de la mayoria de infeccio-
nes resistentes a C3Gy carbapenemesy de
las transmisiones interhospitalarias.Tam-
bién encontramos que los determinantes
de RAM a C3G y carbapenemasas y sus
linajes portadores tenian diferentes distri-
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buciones entre hospitales y que, aparte del
ST307 portador de blaCTX-M-15, la mayo-
ria de combinaciones linaje-determinante
de RAM estaban restringidas a un hospital.
De hecho, las poblaciones de los distintos
hospitales diferian entre si.Hemos analiza-
do con detalle la aparicién y diseminacién
de la resistencia a carbapenemes en el
HGUYV, incluido un nuevo gen blaNDM-23
transportado en un plasmido multirresis-
tente con 18 genes RAM adicionales.El gen
y el plasmido se encontraban en una cepa
ST437 que se ha diseminado clonalmente.
Nuestros resultados indican que el lastre
de RAM y K. pneumoniae en esta region es
el resultado de varios factores, incluyendo
linajes Unicos originarios de la, y de com-
plejas interacciones entre transmisiones
interhospitales y la proliferacién de clones
problematicos en cada hospital.
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> Resumen:

El objetivo de esta tesis es el estudio de
diferentes aspectos de micobacterias no
tuberculosas tanto a nivel fisiolégico como
su capacidad de modular la respuesta
inmune del huésped.

Determinadas micobacterias no tuberculo-
sas pueden producir infecciones oportunis-
tas principalmente en las vias respiratorias
acompafiadas de otros patégenos desa-
rrollando biofilms polimicrobianos. En esta
tesis se describe una novedosa metodolo-
gia para estudiar biofilms polimicrobianos
en placas de microtitulacion que permite la
cuantificacion individual de cada una de las
especies presentes de forma rapida, mejo-

> Resumen:

La bioconservaciéon de alimentos
empleando ingredientes naturales, es
una tendencia para garantizar la calidad
e inocuidad de los alimentos. El uso de
bioconservantes naturales a base de pép-
tidos antimicrobianos producidos por
Paenibacillus podria ser una alternativa
a los conservantes quimicos. En este tra-
bajo estudiamos el potencial de la cepa
de Paenibacillus dendritiformis UJA2219
como productora de AMPs con actividad
antimicrobiana frente a miembros de la
familia Enterobacteriaceae y otros patoge-
nos alimentarios con el objetivo de utili-
zarla en la bioconservacién de alimentos.
También se realizé un estudio de la bio-
diversidad de UJA2219 y sus extractos en
la carga microbiana de un cultivo celulary
en la diversidad bacteriana de un puré de
verduras casero. Ademas, se ha realizado
un borrador del genoma de UJA2219 que
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rando los métodos que hay actualmente
disponibles. Para el desarrollo de este
método se describe, ademas, un procedi-
miento que permite mejorar significativa-
mente la dificultosa transformacién génica
de micobacterias no tuberculosas mediante
electroporacién, facilitando los estudios a
nivel molecular.

Utilizando las herramientas descritas ante-
riormente, se describe la interaccién de
Mycobacterium abscessus y Pseudomonas
aeruginosa, importantes patégenos croni-
cos en las vias respiratorias, en el contexto
de coinfeccion mediante ensayos in vitro e
in vivo. Para ello se estudian biofilms con-
juntos, infecciones sobre células epiteliales
bronquiales, e infecciones en el modelo de
larva Galleria mellonella.

Por otro lado, se caracterizan las inclu-
siones lipidicas intracelulares, organulos
de reserva energética escasamente des-
critas en especies de micobacterias no
tuberculosas como Mycobacterium bru-
mae, una especie ambiental no patégena,
empleando diferentes técnicas de micros-
copia electrénica. Finalmente, se estudia
la capacidad de M. brumae de actuar como
elemento activador de la inmunidad innata
en el modelo de G. mellonella.
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predijo la resistencia a la vancomicinay a
la teicoplaninina y que incluye genes que
codifican la produccién de un producto
peptidico modificado postraduccional-
mente (RiPP), tres péptidos no ribosémicos
(NRPS) y un péptido diferente. Los resulta-
dos brindan informacién sobre el potencial
de esta cepa como productora de metabo-
litos secundarios de interés para el biocon-
trol ademas de sugerir que las sustancias
antimicrobianas producidas por la cepa
UJA2219 tienen un potencial de aplicacion
en la bioconservacion de alimentos.
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> Resumen:

Se han buscado soluciones sostenibles
basadas en la interaccién planta-microorga-
nismo para estabilizar los metales y mejorar
la calidad del suelo. En esta tesis doctoral se
utilizaron bacterias autéctonas con propie-
dades promotoras del crecimiento vegetal
(PGP) y resistentes a metales, aisladas tanto
de la rizosfera como del interior de nédulos
(rizobios y endofitas no rizobios) de legumi-
nosas que crecen en estuarios andaluces
de los rios Tinto y Odiel, estudiados por su
alta contaminacién por metales pesados, y
el estuario del rio Piedras, con zonas defi-
cientes en nutrientes.

Se utilizaron plantas de Medicago sativa
inoculadas con bacterias de forma indivi-
dual o formando consorcios para evaluar
el efecto de las bacterias en pardmetros
como el crecimiento, la nodulaciény la
capacidad estabilizadora de metales en
suelos degradados o contaminados.

> Resumen:

La Unién Europea depende en gran medi-
da de las importaciones de soja (> 70%)
como fuente de proteinas. Lupinus angus-
tifolius es una buena opcién dado su alto
valor proteico. Las comunidades microbia-
nas asociadas a las plantas se ven influen-
ciadas por diversos factores como son el
genotipo/especie del huésped, el tipo de
suelo, compartimento de la planta y/o esta-
cién climatica. Separar estos factores para
saber cudles son los que mas influyen en la
asociaciéon de microorganismos a las plan-
tas es una tarea muy complicada puesto
que ninguno se da de forma independien-
te. En este trabajo, se abord6 esta tematica
estudiando las variaciones estacionales y
geograficas de la microbiota del suelo,
y caracterizando el microbioma asociado
a la planta L. angustifolius en diferentes
condiciones de cultivo mediante técnicas
dependientes e independientes de cultivo.
Se generd una coleccién de cepas bacteria-
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Las inoculaciones bacterianas mejoraron
notablemente varios aspectos, incluyendo
la germinacion, la formacién de nédulos,
el desarrollo y estado fisiolégico de las
plantas, asi como parametros fotosintéti-
cos y de contenido en nitrégeno. Ademas,
se observé una respuesta mas eficiente al
estrés y una disminucion en la acumula-
cién de metales en las raices de M. sativa
en suelos degradados con niveles modera-
dos a altos de contaminacion.

En conclusién, las inoculaciones de M. sati-
va con consorcios bacterianos compues-
tos por rizobios y enddfitos resistentes a
metales o rizobacterias con propiedades
PGP son herramientas eficaces para la fito-
estabilizacién de metales y el crecimiento
de leguminosas en suelos afectados por
diversos tipos de estrés abiotico. Estas
intervenciones contribuyen significati-
vamente a la recuperacion de ecosistemas
degradados al reducir la translocacién de
metales en la parte aérea de las plantas,
haciéndolas utiles en estrategias de fito-
estabilizacion y como plantas forrajeras.
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nas asociada a L. angustifolius. Finalmente,
se trataron de descifrar las interacciones
de Micromonospora con su planta huésped
y el microbioma asociado. Se disefiaron
siete comunidades sintéticas (SynComs)
gracias a los datos obtenidos en la carac-
terizacién del microbioma en la primera
parte de este trabajo. Las SynComs se
inocularon en experimentos in planta en
condiciones de invernadero en un suelo
con su comunidad natural, y en un sistema
gnotobidtico con un sustrato estéril. Pos-
teriormente se evalué mediante técnicas
independientes de cultivo cémo se ensam-
blaban los microorganismos a la raizy cual
era el efecto de las distintas SynComs en la
expresion génica de la planta huésped y el
microbioma circundante.
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> Resumen:

Los rizobios fijan nitrégeno en simbiosis
con leguminosas. Se ha demostrado que
los sistemas de secrecién de proteinas
(efectores) rizobianos tienen importan-
cia en la simbiosis, aunque el Sistema de
Secrecion de Tipo VI (T6SS) esta poco estu-
diado. En esta Tesis se muestra que el T6SS
de Rhizobium etli Mim1, bacteria capaz de
nodular judias, esta activo en vida libre y
en nédulos, y su expresidon aumenta con
la densidad éptica. También se encontré
que la formacion de biopeliculas depende
del T6SS.

Se conocia que los genes estructurales
del T6SS de Mim1 eran necesarios para la
simbiosis. En este trabajo se han estudiado
11 genes no estructurales de la agrupacion
que codifica para el T6SS identificados en
tres médulos. Se observé que mutaciones
en cada médulo no afectaron la simbiosis.
Esto sugiere que los elementos estructu-
rales del T6SS pueden ser reconocidos por

> Resumen:

La mantequilla y el aceite de oliva virgen
extra (AOVE) son grasas que difieren en su
grado de saturacion y fraccién insaponifi-
cable. EI AOVE, enriquecido en polifenoles
y otros componentes minoritarios, ejerce
un marcado efecto sobre la salud. Median-
te secuenciaciéon masiva, hemos estudiado
los efectos tempranos y a largo plazo
de ambas grasas en la microbiota intes-
tinal de ratones, encontrando diferencias
significativas entre las dos dietas asi como
correlaciones con pardmetros fisiolégicos
y metabdlicos en el huésped, incluyendo
algunas entre porcentajes microbianos a
las seis semanas y valores fisiolégicos
a las doce semanas. Para estudiar el efec-
to de la dieta sobre la microbiota intesti-
nal a nivel de cepa, hemos caracterizado
genética y fenotipicamente 75 cepas de
enterococos aislados de heces de ratones
alimentados con dieta estandar o dietas
ricas en grasas enriquecidas con man-
tequilla, aceite de oliva refinado o AOVE
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la planta. Muchas agrupaciones génicas de
T6SS codifican una toxina antibacteriana
y su correspondiente proteina de inmuni-
dad. Mediante anélisis bioinformatico se
vié que el mddulo 3 codifica cuatro protei-
nas de inmunidad; el médulo 2 una DNasa,
su adaptador y su proteina de inmunidad
y el médulo 1 un nuevo par toxina peri-
plasmica/proteina de inmunidad que pro-
porciona una ventaja en la competitividad
bacteriana y en la ocupacién de nédulos
de judias.

También se estudié el T6SS de rizobios en
comunidades sintéticas desde un enfoque
reduccionista (SynComs) y se observo
que desempefia un papel en la competi-
tividad de la rizosfera, en la simbiosis y en
la interaccién con la planta hospedadora.
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después de cero, seis y doce semanas de
intervencion dietética, con objeto de estu-
diar la presencia de factores de virulencia,
producciéon de aminas biégenas, resis-
tencia a antibiéticos y susceptibilidad in
vitro a dos polifenoles del AOVE. Se han
detectado diferencias significativas entre
las cepas del grupo de AOVE y el resto de
dietas, apoyando el papel prebiético de los
polifenoles.
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