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«IN MEMORIAM»

Lorenzo de la Hoz Perales

stimados lectores y socios de
la SEM:

El profesor Don Lorenzo dela
Hoz Perales fallecid el 31 de Mar-
zo. Tenia 55 afos. Permitaseme
unas letras para glosar a un cien-
tifico cabal y querido en todos los
ambientes.

All4 por el afio 1978 se celebré
en Ledn un encuentro internacio-
nal sobre Bioquimica y Tecnologia
de la Carne y Productos Cdrnicos.
Un joven cabo que hacia la “mili” con destino en la guarnicién
de Ledn de sementales del ejército asistié como oyente. Se acer-
céamiy se presentd. Asi conocia Lorenzo. Finalizado el servicio
militar, consiguié una beca de FPI bajo la supervisién de Don
Bernabé Sanz, quien lo puso a mi cargo, y desde entonces ya
no volvimos a separarnos. Pronto se nos unié Isabel y formamos
un cohesionado triunvirato que ha caminado durante tres déca-
das en sinergia con otros companeros del Departamento (Lola,
Marisa y Gonzalo), sin olvidar a dos de nuestras discipulas
(Manuela y Eva) que hoy dia son Profesoras Titulares.

Como compafiero y amigo muy préximo a él, me llegan
muchos mensajes de numerosas Universidades, IRTA, INIA,
CSIC, AINIA AZTl y de diversas industrias cdrnicas, en los que
expresan emocionadas condolencias por su muerte.

La trayectoria universitaria de Lorenzo es totalmente orto-
doxa: licenciado, becario FPI, Doctor “cum laude”, Profesor
Titular y finalmente Catedratico. Dos estancias en el extranjero
(en el Hannah Research Institute de Ayry en el Torry Research
Station de Aberdeen), asistencias a congresos, participacion
en cursos de postgrado, publicaciones de sobra en revistas
SCI (mas del centenar), etc. También desarrollé actividades
de gestién, como director del Departamento de Nutricidn,
Bromatologia y Tecnologia de los Alimentos de la Facultad de
Veterinaria de la UCM durante 8 afios, miembro de la Junta
Directiva del Grupo de Microbiologia de los Alimentos de la
SEM, participacion en diversas comisiones, evaluador de la
ANEP y otras agencias similares y de numerosos articulos de
revistas internacionales. En fin, un historial muy brillante labra-
do con trabajo, dedicacién y sabiduria.

La actividad investigadora de Lorenzo ha estado ligada al
sector cdrnico, habiendo formado parte de mas de dos dece-
nas de proyectos de investigacion, siendo coautor de un cente-
nar de articulos cientificos de los que mas del 70% fueron publi-
cados en revistas de difusién internacional. También codirigié
una docena de tesis doctorales. Trabajé en lineas de investi-
gacion relacionadas con la reduccidn de grasas en la carne de
monogdstricos, microbiologfa y bioquimica de cultivos inicia-
dores de productos cérnicos madurados o la aplicacion de tec-
nologias emergentes para la higienizacion de productos car-
nicos listos para su consumo. Enla actualidad también ejercia
como coordinador del subproyecto “Uso de tecnologias emer-
gentes para garantizar la seguridad alimentaria de productos

Juan A. Ordoéiiez
Catedratico de la UCM

carnicos listos para su consumo (RTE)”, incluido en el macro-
proyecto “Productos carnicos para el siglo XXI: seguros, nutri-
tivos y saludables” (Carnisenusa), circunscrito al programa
Consolider-Ingenio-2010.

En su vida extrauniversitaria también tenia su propia per-
sonalidad. Por ejemplo, era muy habil elaborando aguardien-
tes con frutas de todo tipo: guindas, uvas, higos, orejones de
melocotdn, etc., tenfa una gran destreza (adquirida en sus
estancias en Escocia) para degustar whiskys “single malt” y
era un experto conocedor de las setas comestibles que todos
los otofios buscaba, recogfa, regalaba y cocinaba. No obstante,
sus mayores aficiones eran la coleccidén de estilograficas y pie-
zas de alfareria. Tenia plumas de muchas marcas y siempre
escribfa con estilogréfica relegando los practicos boligrafos.
Compraba plumas usadas a precio barato en los mercadillos
escoceses, en el rastro o, via Internet, en la subasta de eBay,
y después las reparaba.

La otra gran aficion era la alfareria. Tenfa potes, cantaras,
botijos, pucheros, etc. pero su pasién eran las cantaras. Cuan-
do ibamos de comisiones o tribunal, él llevaba una copia de
una tesis doctoral realizada en los afios 1970 por alguna (no
recuerdo el nombre) licenciada en Filosofia donde venian reco-
gidas las alfarerfas que aiin quedaban en Espafia. La tesis se
hizo antigua y cada vez encontrdbamos menos alfareros; iban
muriendo pero Lorenzo no cesaba. Recuerdo que en una oca-
sién en Caceres me dijo “vamos a Arroyo de la Luz que todavia
queda un alfarero”. Dicho y hecho, finalizada la defensa de la
tesis doctoral, cogimos el coche y camino del pueblo; encon-
tramos al alfarero y adquirié alguna pieza pero el hecho mds
importante fue un descubrimiento singular en una de las igle-
sias del pueblo, la dedicada a la Asuncién donde habia, y hay,
un magnifico retablo del escultor Morales “el divino”. jQué
maravilla! Yo, cuando viajaba, le trafa siempre una cantara; de
Mallorca, Marruecos, Melilla, etc. Por cierto, la de Melilla la
compré en una tienda de cosas antiguas y cuando se la regalé,
me dijo jqué bonita, es berebere! No sdélo le gustaba coleccio-
narlas sino que era un ducho en la materia. En su casa, una
planta estd llena de piezas de alfareria.

He sentido mucho su falta, Isabel también. El triunvirato
quedd mutilado. Ahora nos las tenemos que arreglar sin sus
sentencias. Era muy pragmadtico y agudo cuando tenfamos
que decidir algo, nosotros dudabamos qué camino tomar; él
no opinaba, mds bien sentenciaba de inmediato y tenia la vir-
tud de acertar. ;Cédmo lo vamos a echar de menos!

Solo me queda dedicarles a su mujer, Marta, y a su hija,
Ana, esta pequefia glosa y decirles que Lorenzo dejd huella
alld por donde pasd. Que es un lujo pertenecer a la familia de
una persona como Lorenzo, sencillo en sus costumbres, agudo
en sus apreciaciones, seguro en sus decisiones, noble en sus
relaciones con los compafieros, honesto en su trabajo, meti-
culoso en sus aficiones y, finalmente, querido y respetado en
los ambientes cientificos, académicos y sociales. Todos esos
atributos se los habia ganado con su sencillez, aplomo, since-
ridad y tolerancia.

Descanse en paz.
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Reunion del Grupo de Taxonomia,

Filogenia y Diversidad
Microbiana en Sevilla

A"Il ST & | L

Reuniones de grupos

David Ruiz-Arahal
Universidad de Valencia
y Antonio Ventosa
Universidad de Sevilla

Miembros del Bergey's Manual Trust y del IJSEM. De pie, de izqda a derecha: K. Suzuki, J. Bowman, P. Meyers, A. Oren,
J.F. Bernardet, P. Kampfer, P. De Vos, K. H. Schleifer, H.J. Busse, R. Dunford, M. Goodfellow, H. Christensen, W.B. Whitman.
Sentados, de izqda a derecha: A. Ventosa, S. Ferris, K. Rowlett, M.E. Trujillo y J. Staley.

Del 13 al 15 de mayo de 2010 se celebrd en Sevilla el Xl Mee-
ting on Microbial Taxonomy, Phylogeny and Diversity. La
denominacién eninglés ya apunta a que se trataba de una edi-
cion bastante singular. De hecho contaba con la participacion de
los miembros del Bergey’s Manual Trust y del Comité Editorial
del International Journal of Systematic and Evolutionary Micro-
biology (IJSEM). Esta ocasion se debid a que por primera vez
ambos se reunian en Espafia, concretamente en los dias previos,
fruto de las negociaciones de Antonio Ventosa quien ademas
estuvo al frente del comité organizador de la reunidn.
El transcurso de las actividades fue completamente
eninglés, y la reunién contd con una elevada participa-
cién: 77 inscritos procedentes de 15 centros de Espafiay
16 del extranjero. La reunién se mantuvo fiel a la costum-
bre de dar mds relevancia a los jévenes investigadores
que expusieron con soltura, y aparentemente sin com-
plejos, junto a investigadores de renombre como Hans-
Jirgen Busse, Paul de Vos, Michael Goodfellow, Peter
Kampfer, Aharon Oren, Karl-Heinz Schleifer, James T.
Staley y William B. Whitman, que impartieron las ponen-
cias. El programa cientifico conté ademds con 21 comu-
nicaciones orales, una sesidén especial, Sequencing and
Microbiology, a cargo de Miguel Alvarez de Roche Applied
Science, y 15 comunicaciones en forma de pdster.

El premio a la mejor comunicacién oral (diplomay 300 €)
recayd en José Antonio Morillo Pérez mientras que el premio
al mejor pdster (diploma y 200 €) fue para Maribel Farfan.

Por su parte el programa social fue también excepcional:
un cdctel de bienvenida (13 de mayo), una animada cena de
gala en el Hotel Alfonso XlII (14 de mayo) y una excursién a
Jerez de la Frontera para visitar las bodegas Gonzalez-Byass
(15 de mayo), permitieron momentos de mucha camaraderia
que todos los participantes apreciaron.

Junio 2011
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Congresos

XVII Congreso Nacional de Microbiologia
de los Alimentos

19-22 septiembre 2010, Valladolid

David Rodriguez Lazaro
Presidente del Comité Organizador del Congreso
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Acto oficial de Inauguracién del Congreso.

I'lunes 20 de septiembre se realizé la inauguracién ofi-

cial del congreso presidida por el Excmo Sr. Francisco
Javier Alvarez Guisasola, Consejero de Sanidad de la Junta
de Castilla y Ledn, acompafnado por la Excma. Sra. M?
Angeles Porres Ortdin, Alcaldesa-Presidenta sustituta del
Excmo. Ayuntamiento de Valladolid, el Excmo Sr. Francisco
Javier Carballo Garcfia, Presidente del grupo de Microbio-
logia de los Alimentos de la Sociedad Espafiola de Micro-
biologia y el Dr. David Rodriguez Lazaro, Presidente del
Comité Organizador del Congreso. En este acto de inau-
guracion se tuvieron unas palabras de recuerdo y carifio
para nuestro compafiero y amigo el Dr. Juan Ignacio
Reguera Useros profesor de la Universidad de Burgos,
miembro de los Comités Cientifico y de Organizacion de
este Congreso, tristemente fallecido dos semanas antes
delinicio del mismo. Este XVII Congreso Nacional de Micro-
biologia de los Alimentos ha sido dedicado a su memoria.

La organizacion de esta edicidn se ha desarrollado en
torno a las conferencias de inauguracion y clausura, cuatro
mesas redondas, cuatro sesiones de comunicaciones ora-
les y dos sesiones de comunicaciones de pdster. Ademas,
se han dispuesto una conferencia invitada, cuatro works-

Del 19 al 22 de septiembre de 2.010 se ha
celebrado en el Palacio Conde Ansurez
de la Universidad de Valladolid la XVII edi-
cién del Congreso Nacional de Microbiolo-
gia de los Alimentos (www.microalimen-
tos-valladolid2010.com) que ha contado
con mas de 200 asistentes. El Congreso se
inici6 el domingo dia 19 de septiembre con
una visita guiada por los puntos mas repre-
sentativos de la ciudad en el BUS TURIS-
TICO “Méntate y recorre Valladolid” por
gentileza del Excmo. Ayuntamiento de
Valladolid.

hops empresa y un simposio Ciencia~-Empresa. La confe-
rencia inaugural corrid a cargo del Prof. Peter Raspor de
la Universidad de Ljubljana (Eslovenia) con el titulo “The
role of Food Microbiology in Food Safety and Quality” y a
continuacidn se celebrd la Mesa Redonda | con el titulo
“Estrategias emergentes de conservacién de los alimentos”
patrocinada por NC Hyperbaric, S.L y moderada por el
Dr. Miguel Prieto Maradona de la Universidad de Ledn.
Los ponentes fueron el Dr. John N. Sofos de la Universidad
del Estado del Colorado (EE.UU.), el Dr.Frank Devlieghe-
re, de la Universidad de Gante (Bélgica) y el Dr. Pablo Fer-
nandez Escamez de la Universidad Politécnica de Carta-
gena. En esta mesa redonda se describieron los principales
aspectos emergentes en la conservacion e higienizacién
de los alimentos tales como la aplicacién de tratamientos
combinados, el efecto de los mismos en los alimentos y
la aplicacidn de la biologia de sistemas microbioldgicos en
tecnologias no térmicas. Para finalizar la jornada de mafia-
na, se ofrecid una recepcion oficial y 4gape en el Excmo.
Ayuntamiento de Valladolid.

La Mesa Redonda Il patrocinada por el Laboratorio
Conda-Pronadisa estuvo dedicada a los avances en técni-
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Entrega del Premio CASCAJARES al mejor microbiélogo
de los alimentos, al Dr. José Miguel Soriano.

cas moleculares en microbiologia de los alimentos y fue
moderada por el Dr. Raul Ortiz de Lejarazu de la Universi-
dad de Valladolid y contd con los siguientes ponentes: la
Dra. Rosa Aznar de la Universidad de Valencia, la Dra. Maria
del Carmen Macian de la CECT, el Dr. Jesus Garcia-Gil de
la Universidad de Gerona, y el Dr. Martin Wagner de la Uni-
versidad Veterinaria de Viena. Esta mesa redonda se centrd
en el papel que los nuevos avances en técnicas de biologia
molecular han supuesto en el avance del diagndstico en
microbiologia de los alimentos asi como en la taxonomia
bacterianay en los estudios de ecologia alimentaria. Como
ejemplo se presentd un caso concreto del papel de estas
técnicas en la elucidacion de un brote de listeriosis en ali-
mentos en Austria. Una vez finalizada la jornada del lunes
se realizd una ruta turistica “la Ruta del Hereje” basada
en la novela del mismo nombre de D. Miguel Delibes por
gentileza del Excmo. Ayuntamiento de Valladolid.

La Mesa Redonda Ill, coordinada por el Dr. Elias Rodri-
guez Ferri de la Universidad de Ledn tuvo por titulo “La
microbiologia de los alimentos mds alld de los patégenos
alimentarios”, y en ella participaron como ponentes el Dr.
Baltasar Mayo, del IPLA-CSIC, el Dr. Miguel Angel Asensio
de la Universidad de Extremadura, el Dr. Manuel Marti-
nez-Bueno de la Universidad de Granada, y la Dra. Marta
Herndndez Pérez del ITACyL. En esta mesa redonda se
destacé el papel que juega el tracto gastrointestinal como
fuente de microorganismos funcionales, la capacidad
de proteinas ascomicetos para controlar el desarrollo de
mohos toxigénicos en alimentos, las estrategias que se
han desarrollado para la caracterizacidn de la microbiota
de quesos artesanales andaluces, y el papel de la meta-
gendmica en el estudio de las alteraciones del queso
como la hinchazdn tardia.

La Mesa Redonda IV sobre temas emergentes en segu-
ridad alimentaria fue coordinada por el Dr. Albert Bosch
Navarro de la Universidad de Barcelona y contd con los
ponentes: Dr. Gonzalo Zurera de la Universidad de Cdr-
doba, Dr. Bruno Gonzalez Zorn de la Universidad Complu-
tense de Madrid, Dra. Nerea Beguiristain de la Universidad
de Barcelonay Dra. Sara Bover-Cid del IRTA. Se analizaron

Entrega del Premio OXOID a la mejor Tesis doctoral en
Microbiologia de los Alimentos, al Dr. Avelino Alvarez
Ordonez.

los nuevos enfoques para la gestion de la Seguridad Ali-
mentaria a través de la Evaluaciéon Cuantitativa del Riesgo
Microbiano (ECRM) en alimentos como base cientifica para
el establecimiento de los Objetivos de Seguridad Alimen-
taria (FSO). Ademas se abordaron los ultimos descubri-
mientos en resistencias a antimicrobianos, asi como nue-
vas técnicas de eliminacién de virus en alimentos y la
modelizacién de la inactivacion de Listeria monocytogenes
por altas presiones hidrostdticas en jamdn curado.

Ademads de las mesas redondas se han realizado dos
conferencias plenarias: La primera fue realizada por el
Ilmo. Sr. Jorge Llorente Cachorro, Director de la Agencia
de Proteccidn de la Salud y Seguridad Alimentaria de la
Junta de Castilla y Ledn con el titulo “Control Oficial de los
riesgos microbioldgicos”. En la misma se describieron las
actividades que realiza la administracion sanitaria y los prin-
cipales resultados obtenidos en los ultimos afios en las ins-
peccionesy controles realizados a nivel de Castillay Ledn.
Asimismo, también se impartid la conferencia “Simposio
Ciencia~-Empresa” por parte de D. Carlos Ignacio Franco
Alonso del Centro para el Desarrollo Tecnolégico Industrial,
en la que se resumieron las principales lineas de ayudas
que el Ministerio de Ciencia e Innovacidn tiene para la
Investigacion Industrial Aplicada.

Ademds en esta edicién se ha contando con la inesti-
mable ayuda del sector industrial. Se ha recibido ayuda de
23 patrocinadores y se han presentado 4 Workshops
de empresa: Workshop Oxoid “BAX Qy: Screening de patd-
genos alimentarios. Practicable, répida y fiable”, Workshop
Applied Biosystems “Sistema de deteccién de patégenos
alimentarios por PCR-Real Time: Una solucién completa”,
Workshop Bio-Rad “New alternative methods for fast and
reliable results in food testing”, y Workshop Bruker Bios-
ciences Espafiola S.A. “Microorganism Identification and
Classification”.

En esta edicidn se han afiadido por primera vez, tres
nuevos premios para apoyar la investigacién en microbio-
logia de los alimentos: “Premio CASCAJARES al mejor
microbiélogo de los alimentos”, “Premio OXOID a la
mejor Tesis doctoral en Microbiologia de los Alimentos”
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Congresos

Entrega del Premio MICROBIAL a la mejor comunicacién
sobre métodos moleculares, a Maria Isabel Luque.

y “Premio MICROBIAL a la mejor comunicacion sobre
métodos moleculares aplicados a la microbiologia de los
alimentos”. El primero de ellos patrocinado por la Empresa
Industria Gastronémica Cascajares y el grupo de alimentos
que distingue al investigador en Microbiologia de los ali-
mentos menor de 40 afios con una trayectoria e impacto
destacados ha sido otorgado al Dr. José Miguel Soriano de
la Universidad de Valencia que impartié la conferencia
de clausura del congreso “La protedmica aplicada al and-
lisis de toxinas estafilocécicas alimentarias: hoja de ruta
hacia el futuro”. El segundo de ellos patrocinado por la
Empresa OXOID premia a la mejor tesis doctoral en Micro-
biologia de los Alimentos defendida en Espafia en los dos
ultimos afios, que ha recaido en el Dr. Avelino Alvarez
Ordéiiez de la Universidad de Ledn por la tesis “Estudio
de los factores que determinan la respuesta de adaptacién
dcida y de proteccidn cruzada frente al calor de Salmonella
Typhimurium y Salmonella Senftenberg: mecanismos impli-
cados”. El tercer premio fue patrocinado por la Empresa
MICROBIAL y distinguid la mejor comunicacién presen-
tada a esta edicién del Congreso sobre métodos molecu-
lares aplicados a la microbiologia de los alimentos, que
recayd sobre Maria Isabel Luque de la Universidad de
Extremadura por el péster titulado “Desarrollo de métodos
de PCR convencional y en tiempo real para detectar mohos
productores de aflatoxinas en alimentos madurados”.

Se han presentado un total de 105 comunicaciones en
las tematicas siguientes: seguridad alimentaria, conser-
vacion de los alimentos, desinfeccién de los alimentos,
metodologia, probidticos, productos fermentados, micro-
organismos alterantes, alimentos funcionales, gendmica
microbiana, virologia, enologia y otras. De las 105 comu-
nicaciones, el Comité Cientifico selecciond 23 que fueron
expuestas de forma oral en las cuatro sesiones previstas
abriéndose al final de cada sesién un debate sobre los
resultados y conclusiones de las comunicaciones presen-
tadas. Como en anteriores ediciones se hizo entrega del

Entrega del premio a la mejor comunicacion oral del
Congreso para Katarina Kovac.

premio a la mejor comunicacion oral, que en esta edicién
recayd para Katarina Kovac de la Universidad de Ledn e
ITACyL por la comunicacidn “Inactivation of noroviruses
in strawberry puree using high hydrostatic pressure”. Las
82 comunicaciones restantes se expusieron en dos Sesio-
nes de posters.

Ademas, durante el Congreso tuvo lugar la Asamblea
del Grupo Especializado de Microbiologia de los Alimentos
en la que se eligié como nuevo vicepresidente al Dr. Gon-
zalo Doroteo Garcia de Fernando Minguilldn de la Univer-
sidad Complutense de Madrid que sustituye a la Dra. Mar-
garita Medina, como secretaria a la Dra. Antonia Maria
Picén Galvez del INIA que sustituye al Dr. Juan Miguel
Rodriguez Gémez, y como vocales a José Ferndndez Sal-
guero Carretero, David Rodriguez Lazaro y Santiago Con-
ddn Usdn. También se designd a la Dra. Elena Gonzdlez
Fandos de la Universidad de la Rioja para la organizacién
del préximo XVIII Congreso Nacional de Microbiologia de
los Alimentos en Logrofio-2012.

El acto de clausura fue presidido por el lImo. Sr. Jorge
Llorente Cachorro, Director de la Agencia de Proteccion
de la Salud y Seguridad Alimentaria de la Junta de Castilla
y Ledn, el Excmo Sr. D. Ricardo J. Rigual Bonastre Decano
de la Facultad de Medicina de Valladolid, el Excmo. Sr. Luis
Alberto Calvo Saez, el Excmo. Sr. Francisco Javier Carballo
Garcia, Presidente del grupo de alimentos de la Sociedad
Espafiola de Microbiologia y el Dr. David Rodriguez Lazaro,
Presidente del Comité Organizador del Congreso. En este
acto se leyeron las conclusiones y también se presentd la
XVIII edicidn del Congreso Nacional de Microbiologia de
los Alimentos a celebrar en Logrofo en el 2012.

Si desean mas documentos gréficos del congreso pue-
den encontrarlos en Picasa a través de la web:

http://picasaweb.google.si/114674157454867039888/XVII
CONGRESONACIONALDEMICROBIOLOGIADELOSALIMEN
TOS?authkey=GvisRgCLqC7en1zOm4pAE&feat=email#
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Reuniones de grupos

VIl Reunion del grupo
de Microbiologia Molecular

10 al 12 de noviembre de 2010, Barcelona

Maria Molina
Presidenta del Grupo de Microbiologia Molecular

Panoramica de la sesion inaugural de la VIl Reunion del grupo de Microbiologia Molecular. Presidida por el
Prof. Antonio Judrez, celebrada en el Aula Magna “Enric Cassassas” de la Facultad de Ciencias Fisicas en la Universidad

de Barcelona.

La VIl Reunién del grupo de Microbiologia Molecular se celebré en Barcelona del
10 al 12 de noviembre de 2010, en el Campus de Pedralbes de la Universidad de Bar-
celona. El Comité organizador formado por los profesores Antonio Juarez, Cristina
Madrid, Carlos Balsalobre y Eduard Torrent realizé una excelente labor para que todos
los participantes pudieran presentar sus trabajos y asistir a todas las sesiones en un
ambiente animado de camaraderia y discusion cientifica.
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Reuniones de grupos

Entrega del Premio BIOMEDAL. De izquierda a derecha,
Maria Molina, Presidenta del Grupo, Elena Rivas, Directora
Comercial de Biomedal SL, Laura Selva y David Viana Mar-
tin galardonados con el premio BIOMEDAL, Bruno Gon-
zalez Zorn, Vicepresidente del grupo.

La conferencia inaugural versé sobre un tema de gran
actualidad: “Generacién de compuestos bioactivos en
microorganismos mediante biosintesis combinatoria”,
siendo impartida por el profesor José Antonio Salas de
la Universidad de Oviedo. La reunidn contd con la parti-
cipacion de 150 asistentes, que presentaron 57 pdsteres
y 38 comunicaciones orales en 7 sesiones cientificas dife-
rentes que se celebraron en el Aula Magna “Enric Cas-
sassas’” de la Facultad de Ciencias Fisicas, en las que se
abordaron variados aspectos de la Microbiologia Mole-
cular. Estas sesiones y sus moderadores fueron las
siguientes: Envueltas celulares y comportamiento pobla-
cional (Ifigo Lasa y José R. Penadés), Antimicrobianos y
mecanismos de resistencia (Jesus Bladzquez y Bruno Gon-
zalez Zorn), Virulencia bacteriana | (Junkal Garmendia y
Josep Casadesus), Virulencia bacteriana Il (José A. Ben-
goechea y Juan M. Garcia Lobo), Estructura de macromo-
leculas microbianas (Rafael Giraldo), Regulacién, metabo-
lismoy estrés (Montserrat Llagostera y Carlos Balsalobre)
y Vacunas (Eduard Torrents). Como en reuniones prece-
dentes, es destacable el elevado nivel cientifico de los
trabajos presentados, en su mayoria por jévenes inves-
tigadores, asi como la labor de los moderadores en con-
ducir la discusidn.

En el acto de clausura se entregaron ocho premios a los
mejores trabajos presentados en [a Reunidn y se dio a
conocer el resultado del | Premio de Investigacion BIOME-
DAL concedido al trabajo publicado en 2009 en Procee-

$
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Investigadores galardonados con los premios a los
mejores trabajos (comunicaciones orales y pésters)
presentados en la Reunion.

dings of the National Academy of Sciences of the United Sta-
tes of America (vol. 106 (4): 1234-1238) titulado: “Killing
niche competitors by remote-control bacteriophage induc-
tion” realizado por los investigadores Laura Selva, David
Viana, Gili Regev-Yochay, Krzysztof Trzcinski, Juan Manuel
Corpa, ifiigo Lasa, Richard P. Novick, y José R. Penadés. El
premio consistente en un diploma acreditativo para cada
uno de los autores y una dotacién econdmica de 1500
euros fue entregado por la Directora Comercial de Biome-
dal SL, Elena Rivas, y por la Presidenta del grupo de Micro-
biologia Molecular, Maria Molina. El trabajo premiado, en
el que se describe una novedosa estrategia de competiti-
vidad bacteriana, fue presentado como Conferencia de
Clausura por la primera firmante del articulo, Laura Selva
(Universidad Cardenal Herrera-CEU).

Durante la reunidn se celebré una asamblea ordinaria
del grupo, en la que se encargd la organizacion de la pro-
xima reunidn del grupo especializado dentro de dos afios
a José Antonio Bengoechea en Palma de Mallorca. Ade-
mds, se propuso encargar a Juan Ayala la organizacién del
Simposio del Grupo sobre “Metagendémica, Metabolémica
y Marcadores Moleculares para el Microbioma Humano”
para el préximo Congreso Nacional de la SEM en Salaman-
ca (mas informacién en el informe del grupo).

Ademads de los actos cientificos, los participantes enla
Reunidn gozaron del enorme privilegio de realizar una visi-
ta guiada al Museo Picasso y disfrutar alli mismo de una
magnifica cena.
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Reuniones de grupos

La era «<omica» ya es una realidad
en la microbiologia de plantas

Ramon Penyalver
Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias (IVIA)

Figura 1. Miembros de la Junta Directiva del Grupo de Microbiologia de Plantas. De izquierda a derecha, Alejandro
Pérez Garcia, Pablo Rodriguez Palenzuela, Antonio de Vicente, Emilia Lopez Solanilla, Jesus Murillo (Presidente saliente)
y Ramén Penyalver.

el 16 al 20 del pasado mes de febrero se celebrd en Tanger (Marruecos) la IV reunién

del grupo especializado “Microbiologia de Plantas” (MiP), durante la cual se produjo
un relevo parcial en la Junta Directiva, que ha quedado constituida por: Antonio de
Vicente (IHSM-UMA-CSIC) como Presidente, Pablo Rodriguez Palenzuela (CBGP-UPM-
INIA) como Vicepresidente, Alejandro Pérez Garcia (IHSM-UMA-CSIC) como Secretario,
Emilia Lépez Solanilla (CBGP-UPM-INIA) como Tesorera, Ramén Penyalver Navarro
(IVIA) y Nuria Gaju Ricart (UAB) como vocales (Fig. 1).
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Figura 2. Asistentes a la IV reunién del grupo especializado “Microbiologia de Plantas” (MiP), TAnger (Marruecos).

Queremos nuevamente agradecer en nombre de
todos, alos miembros salientes de la Junta Directiva, Anna
Bonaterra (UdG)y, en particular, a nuestro primer, y para
siempre, Presidente, Jests Murillo (UPN); por su tareay
dedicacién durante los primeros afios del Grupo, desde
que formaban parte de la Junta Gestora, encargandose
de transformar una idea que surgié hace unos afios, en la
magnifica realidad que es hoy, como hemos podido com-
probar en esta (ltima reunién celebrada en Tanger.

En lareunidn se dieron cita algo mas de 50 participan-
tes, provenientes principalmente de universidades, INIA,
CSIC y algun otro centro de investigaciones regional
(Fig.2).

El formato de la misma fue, el ya clasico en esta reunién
bienal, dar preferencia a la exposicién oral de los trabajos
por parte de los estudiantes predoctorales o postdocto-
rales, en las distintas dreas de la microbiologia de plantas:
etiologia, patogénesis, ecologia e interaccién microbio-
planta. Como novedad y muy apropiado por las fechas, se
organizd un debate bajo el titulo “Ya he secuenciado... ;y
ahora qué?”, conmemorando el X aniversario de la publi-
cacién del genoma humano (2001) y de los primeros geno-
mas completos de bacterias asociadas a plantas, como por
ejemplo Xylella fastidiosa (2000) y Agrobacterium tumefa-
ciens (2001), entre otras. El debate generd un gran interés
y sacé arelucir aspectos cruciales a tener en cuenta en esta
nueva era “6mica” de la microbiologfa. En cuanto a aspec-
tos estrictamente de gendmica, son varios los grupos que
ya han participado en la secuenciacion y/o andlisis de algun
genoma completo de algiin microbio asociado a plantas.
A este respecto en esta reunidn, entre otros trabajos, se
presentd la identificacidn a nivel gendmico de genes de
Pseudomonas savastanoi necesarios para multiplicarse y
mantenerse en plantas de olivo; o el estudio de las prote-
fnas quimioreceptoras (MCPs) de dos genomas completos,
como son los de Dickeya dadantii'y P. syringae pv. tomato.
Ademas, también se presentd el andlisis en detalle del
genoma de P. fluorescens F113, revelando inesperadas adap-
taciones al ambiente rizosférico. Entre los proyectos de
investigacion de gran envergadura en el drea de gendmica,

en los que participan equipos pertenecientes a este grupo
especializado, se encuentra el proyecto titulado “Estrate-
gias gendmicas dirigidas al control biolégico de enferme-
dades fuingicas de cultivos relevantes en Andalucia”, finan-
ciado por el PAIDI de la Junta de Andalucia, donde se
aborda la secuenciacién del genoma, y el analisis compa-
rativo de los mismos, de cinco cepas de Bacillus sp.y Pseu-
domonas sp. con actividad de biocontrol contra hongos
fitopatdgenos. Estd liderado por el Dr. Cayo Ramos (IHSM-
UMA-CSIC), y en el mismo participan mds de 20 investiga-
dores no sélo de la UMA y el CSIC, sino también de otros
centros espafioles como el CBGP o el IVIA, donde ademas
se estd realizando el andlisis en profundidad del genoma
completo del agente de biocontrol Agrobacterium sp. cepa
K84, y por ultimo, también participan algunas instituciones
extranjeras como la Universidades de Michigan y Harvard
en USA, Reading de UKy Groningen de Holanda.

Como también se apuntd en dicho debate, entre las
cosas que se pueden abordar, aparte de conocer insilico
un genoma, seria determinar el conjunto de genes de todo
el repertorio posible de un organismo, que se estan expre-
sando en un determinado nicho, como por ejemplo, duran-
te la interaccién con el huésped o la adaptacién a un
ambiente especifico, como la superficie foliar, el apoplasto
o larizosfera, mediante aproximaciones transcriptémicas
(hibridacién de microarrays o secuenciaciéon masiva del
MRNA). A este respecto ya se han realizado trabajos con
A. tumefaciens, P. putida, P. syringae pv. tomato o Rhizo-
bium leguminosarum, entre otras bacterias. En esta reunidén
ya se presentd, no sélo un estudio transcriptémico, si no
también metabolémico, de la interaccién de Trichoderma
con plantas de tomate.

Como conclusidn, durante esta IV reunién del grupo
especializado “Microbiologia de Plantas” (MiP), se ha pues-
to de manifiesto que la era “omica” ya es una realidad tam-
bién en la microbiologia de plantas. Sin embargo, también
mostrd, que a dia de hoy, existe una gran diferencia en
cuanto al “state of the art” entre las bacterias de plantas
y otros organismos, como por ejemplo lo hongos biotro-
fos, donde esta “ciencia” estd empezando a despegar.
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Biologia
de los Microorganismos
Patégenos

Angel Dominguez

Estimados compafieros:

El mes pasado he sido elegido presidente
de este grupo especializado. Sirva esta
primera comunicacién para agradecer a
los miembros del grupo su confianza en
mi persona, especialmente a aquellos
que amablemente avalaron mi candida-
tura. Me pongo enteramente a vuestra
disposicién para lo que credis convenien-
te y espero vuestras sugerencias para
avanzar en nuestra tarea. Espero que sea
capaz de trabajar por el grupo y nuestra
Sociedad para potenciarlos en la medida
delo posible. Probablemente, alguna de
mis primeras medidas serd reactivar la
informacién sobre el grupo en la pagina
web e incorporar algin miembro mas a
nuestra Junta directiva.

A modo de presentacion para aquellos
que no me conozcan, soy Catedratico
de Microbiologia y, en la actualidad,
director del Departamento de Microbio-
logia y Genética de la Universidad de
Salamanca. Mis lineas de investigacién
son Modelos experimentales en enferme-
dades infecciosas y Levaduras no-conven-
cionales, participando en diversos pro-
yectos europeos. Asi mismo, he sido
evaluador en Bruselas, por lo que pongo
mi experiencia a vuestra disposicion.

Biodeterioro,
biodegradacion
y biorremediacion

Asuncion de los Rios Murillo

| Grupo de Biodeterioro y Biodegra-

dacién fue creado en 1989, con el
fin de reunir a los investigadores inte-
resados en temas de Biodeterioro y
Biodegradacion. En respuesta ala evo-
lucién de estas temdticas y al desarro-
llo en estrecha interrelacion del campo
de la Biorremediacidn, se ha decidido
en la Junta del Grupo y posteriormente
informado en la Junta de la SEM, un
cambio para incluir esta tematica en el
nombre del Grupo, que ha pasado a lla-
marse Grupo de Biodeterioro, Biode-
gradacion y Biorremediacidn.
El Grupo organiza en el XXIII Congreso
Nacional de Microbiologia un simposio

de titulo “Nuevos avances en la degra-

dacién medioambiental” organizado

por la Dra. C. Abrusci (UAM), que con-

tard con financiacién de la empresa Thor

Especialidades, S.A. y que tiene los

siguientes ponentes.

¢ José Palomar (UAM). Los liquidos iéni-
cos como alternativa a los disolventes
industriales: Posible impacto ambien-
tal y tratamientos de eliminacidn.

¢ Fernando Rojo (CNB, CSIC). Las bac-
terias hidrocarbonoclasticas en la
degradacion de vertidos de petrdéleo
en el mar.

¢ Fernando Catalina. (ICTP, CSIC). Bio-
degradacion de polimeros oxo-biode-
gradables. Empleo de aditivos pro-
degradantes.

¢ Clementina Pozo (UG). Tratamiento
bioldgico de residuos generados en
el proceso de obtencidn del aceite
de oliva.

Durante el XXIII Congreso Nacional de

Microbiologia el Grupo entregara el

premio THOR al mejor pdster sobre

Biodeterioro, Biodegradacién y Biorre-

mediacién.

Microbiologia
de los Alimentos

Francisco Javier Carballo
Simposio en el XXIll Congreso
Nacional de la Sociedad
Espanola de Microbiologia

| préximo 12 de julio, de 9 a 11 horas,
en el marco del XXIIl Congreso Na-
cional de Microbiologia a celebrar en
Salamanca, y moderado por la Dra. Ele-
na Gonzalez Fandos, Catedratica de Tec-
nologia de Alimentos de la Universidad
de la Rioja, tendra lugar el Simposio titu-
lado “Estrategias en seguridad Alimen-
taria”, con las siguientes ponencias y
ponentes:
¢ Alimentacion y Salud: Agencia Espa-
fiola de Seguridad Alimentaria y
Nutricion.
Ana Canals Caballero, Vocal Asesora,
Agencia Espafiola de Seguridad Ali-
mentaria y Nutricion (AESAN).
¢ Nuevos retos en seguridad alimen-
taria.
Gonzalo Zurera Cosano, Catedratico
de Nutricién y Bromatologia, Univer-
sidad de Cérdoba.
¢ Estandares de certificacién y seguri-
dad alimentaria.
Pilar Bordetas, Directora General

e NUESTROS GRUPOS mmm

AYCSL Agroalimentacion y Calidad.
* Seguridad alimentaria: Caso practico

de la industria alimentaria.

Raquel Berndacer, Directora Técnica

Unilever Espafia.

Homenaje al Profesor Reguera
Useros

A la finalizacién del simposio descrito
con anterioridad tendrd lugar un peque-
fio acto de homenaje al Dr. D. Juan Igna-
cio Reguera Useros, profesor de Micro-
biologia de la Universidad de Burgos y
antiguo miembro de la Junta Directiva
de la SEM, recientemente fallecido.

Docencia y difusion
de la Microbiologia

Montserrat Llagostera

n nuestro primer cumpleafios, desde

la creacion del Grupo D+D SEM en
abril de 2010, podemos deciros que
nuestro grupo ha dado ya sus primeros
pasos. En este afio, los miembros de
la Comisién Gestora hemos centrado
nuestra actividad en dar a conocer este
nuevo grupo y en promover la afiliacién
de los miembros de nuestra sociedad a
D+D SEM. Junto a ello, los grupos de tra-
bajo que se crearon hace un afio han
dado ya algunos resultados concretos.
El mds destacado es tal vez nuestra pagi-
na web (www.semicro.es/docencia),
nuestro escaparate, donde podéis acce-
der a toda la informacidn disponible
sobre el grupo y sus actividades, asi
como participar en un foro de discusién
y acceder a informacion (blogs, mate-
rial y herramientas docentes) generada
por nuestros miembros.
Nuestro grupo ha participado en la
organizacion de tres Jornadas de Cali-
dad e Innovacién Docente en Microbio-
logia, celebradas en Sevilla, Granada 'y
Alicante, y estamos preparando una
cuarta para el 10 de junio en Madrid, al
tiempo que trabajamos para el Simposio
que tendra lugar en el préximo Congre-
so Nacional de la SEM en Salamanca. El
grupo también apadrina ahora el tradi-
cional Curso de Iniciacién a la Investiga-
cién en Microbiologia de la SEM que se
celebrard en junio en Oviedo.
En este momento el grupo D+D SEM
cuenta ya con mas de 150 socios, por
tanto estamos ya en condiciones de
proseguir las tareas que inicid la Comi-
siéon Gestora y de emprender nuevas
metas. Para ello, nos proponemos con-
vocar en breve elecciones a la Junta
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directiva del grupo, la cual estara com-
puesta por los siguientes cargos: Presi-
dente, Vicepresidente, Secretario, 7
vocales y webmaster.

Desde Actualidad SEM queremos agra-
decer vuestro apoyo a todos los que ya
sois miembros de este grupo transver-
sal y pediros que aprovechéis el marco
que nos ofrece el XXIIl Congreso Nacio-
nal de Microbiologia para presentar
vuestra innovacion docente y actividad
en difusién. Asimismo, también os pedi-
mos que asistdis a la primera reunién de
nuestro grupo que se celebrard en Sala-
manca ya que es una oportunidad de
conocernos, organizarnos y proponer
nuevas metas referidas a innovacién y
difusién de la Microbiologia.

Microbiologia Molecular

Maria Molina Martin

E n la asamblea ordinaria del grupo,
celebrada en Barcelona el 10 de
noviembre durante la VIl Reunidn del
grupo de Microbiologia Molecular, se
propuso el tema “Metagendmica, Me-
tabolémica y Marcadores Moleculares

Nuevos socios de la SEM

¢ Acebo Pais, Paloma

e Albarral, Vicenta

¢ Alonso Viana, Raul

« Alvarez Lanzarote, Ignacio

o Alvarez Pérez, Sergio

o Alvarez Sudrez, Marfa Elena

* Ariza Miguel, Jaime

e Blanquez, Alba

* Bosch Roig, Pilar

¢ (Caballero Gémez, Natacha

e Carrién Fonseca, Ornella

e (Castafneda Ojeda, Maria del Pilar
e Cendra, Mar

e Clemente Ramos, José Angel

e Cobas Pupu, Guillermo

e Colomer Winter, Cristina
 Curto Borrego, M* Angeles

¢ De Francisco Martinez, Patricia
e De Ledn Marcos, Nagore

e Diaz del Toro, Silvia

e Diaz Portuondo, Emiliano Enrique
e Diéguez Casal, Ernesto

e Diez Martinez, Roberto

¢ Diez Valcarce, Marta

para el Microbioma Humano”’ para el
Simposio del Grupo en el préximo Con-
greso Nacional de la SEM en Salamanca,
y se encargd su organizacion al Dr. Juan
Ayala. El simposio, que tendra lugar el
martes 12 de Julio, contard con los si-
guientes ponentes: Carles Ubeda Morant
(Memorial Sloan-Kettering Cancer Center,
New York, New York, USA), Giuseppe
d’Auria (Centro Superior de Investigacion
en Salud Publica CSISP/UVEG, Valencia),
Dusko Ehrlich (INRA Centre of Jouy-en-
Josas, Francia) y Catherine Stanton (Tea-
gasc, Alimentary Pharmacobiotic Centre
Cork, Irlanda). La actividad cientifica del
grupo quedard ademas reflejada en las
sesiones de pdsters y comunicaciones
orales que se desarrollaran en él.

Hongos Filamentosos
y Levaduras

Amparo Querol

| grupo ha organizado en este perio-
do el simposio “Nuevas perspectivas
en Micologia” que tendra lugar en el
XXIII Congreso Nacional de la Sociedad
Espafiola de Microbiologia. Este simposio

Altas del 28/7/2010 al 13/4/2011

e Dominguez Claveria, Lidia
e Estravis Sastre, Miguel
 Fernandez Fuentes, Miguel Angel
¢ Ferndndez Martinez, Lorena
* Freixeiro Diaz, Paula
* Gallegos Ferndndez, Mari Trini
e Garcia Esteban, Maria Teresa
e Garcia Fernandez, Esther
e Garcia Rodas, Rocio
e Gutiérrez Soriano, Belén
e Hernansanz Ruiz Galvez,
M? Angeles
* Hidalgo del Rio, Laura
e Hoya Gallego, Marta
e Kovac, Katarina
e Marin Mufioz, Elvira
* Matrat, Stéphanie
¢ Menéndez Gutiérrez, Esther
* Mezquita Regueiro, Susana
e Molina Garcia, Laura
* Moya Simarro, Andrés
e Mufoz Félix, Soffa
e Orruno Beltran, Maite
e Palomino del Castillo, Carmen

mmm NUESTROS GRUPOS

trata de agrupar los Ultimos avances en

el campo de la Micologia, tanto en el

dmbito de los hongos filamentoso como
de las levaduras y serd moderado por

Marifa Jests Martinez (CIB-CSIC, Madrid).

Las ponencias propuestas son:

¢ Josep Cano. Universidad Rovira y Vir-
gili. Tarragona. “Taxonomia de hon-
gos filamentosos de interés clinico.”

* Elena Hidalgo. Universidad Pompeu
Fabra. Barcelona. “Papel dual del
estrés oxidativo en toxicidad y en
sefializacion celular en lalevadura de
fisiéon.”

e Sergi Puig. Instituto de Agroquimicay
Tecnologia de Alimentos. CSIC. Valen-
cia. “Mecanismos de respuesta de la
levadura Saccharomyces cerevisiae a
la deficiencia de hierro y cobre.”

e Carlos Rodriguez-Vazquez de Aldana.
Instituto de Biologia Funcional y
Gendmica. CSIC. Salamanca. “Gluca-
nasas y endocitosis en Schizosaccha-
romyces pombe.”

El grupo participara con la SEM, como
en afios anteriores, subvencionando
becas y/o premios para incentivar la par-
ticipacion de jévenes cientificos en este
congreso.

e Palomino Ramiro, Juan Manuel

e Penacho Martin, Ana Vanessa

e Pérez Cobas, Ana Elena

e Pérez Martin, José

e Plaza Llorente, Benjamin

* Remuzgo Martinez, Sara

* Rodriguez Cerrato, Violeta

* Rodriguez Llorente, Ignacio David
e Romero Ferndndez, Patricia

e Sacristdn Pérez-Minayo, Gonzalo
e Sdanchez Hidalgo, Marina

e Sanchez Valenzuela, Antonio Jesus
e Sanglas Baulenas, Ariadna

e Simdn Soro, Aurea

e Soler Cortadellas, Xavier

e Soto Misffut, Maria José

e Tejedor Gil, Marfa del Carmen

e van Dillewijn, Pieter

e Veldzquez Molinero, Rocio

* Vicente Mufioz, Miguel

e Vieytes Arcomano, Lisandro Pablo
e Zafra Domene, Maria José

y
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Seleccion de bacterias
lacticas, aisladas de un queso
de cabra artesanal,
en funcion de su aptitud
tecnolégica y elaboracion
de un cultivo iniciador
destinado a la industrializacion
de quesos artesanales

Ma Adoracion Herreros Elias

Directores: José Ma fresno Baro

y M@ Eugenia Tornadijo Rodriguez

Departamento de Higiene y
Tecnologia de los Alimentos,
Facultad de Veterinaria, Universidad
de Ledn

| objetivo general de esta Tesis Doctoral fue

seleccionar desde un punto de vista tecno-
légico cepas de bacterias lacticas autdctonas,
con vistas a la obtencién de variedades de que-
so tradicionales conservando sus caracteristicas
originales.

Para este estudio se seleccionaron 31 cepas
de la coleccion de bacterias lacticas aisladas de
un queso de cabra artesanal, el queso de Arma-
da, variedad Sobado. Dichas cepas identificadas
a nivel de especie fueron caracterizadas genéti-
camente y sometidas a pruebas de compatibili-
dad y a ensayos de resistencia a antibidticos.

Sobre los cultivos celulares de dichas cepas
se realizaron estudios cuantitativos de veloci-
dad de acidificacidn, actividad proteolitica por
el test OPA y actividad enzimatica mediante
galerias API-ZYM. Sobre los extractos libres de
células se determinaron las actividades amino-
peptidasa, carboxipeptidasa, dipeptidasa, casei-
nolitica y esterolitica. Los resultados obtenidos
nos permitieron seleccionar hasta un total de
13 cepas adecuadas para su uso como cultivo
iniciador.

A continuacidn se elaboraron seis lotes de
queso de Armada: uno de ellos con leche cruda,
sin la adicion de cultivos, otro con leche pasteri-
zada empleando un cultivo iniciador comercial
mesofilo y los otros cuatro lotes con leche pas-
terizada empleando diferentes combinaciones
de las siguientes cepas autdctonas: Lactococcus
lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. lactis
biovar. diacetylactis, Enterococcus raffinosus, Leu-
conostoc mesenteroides subsp. mesenteroides y
Lactobacillus plantarum.

En cada uno de los lotes se recogieron mues-
tras de leche, cuajada y queso con 7, 15,30, 60y
120 dias de maduracién con objeto de estudiar
la evolucién de los recuentos microbioldgicos, la
de los pardmetros fisico-quimicos y bioquimicos
y realizar un andlisis sensorial.

Los quesos producidos a partir de leche pas-
terizada inoculada con los cultivos iniciadores
experimentaron durante las primeras etapas de
la maduracién un descenso del pH mayor que los
elaborados con leche cruda. Elincremento enla
acidez titulable también fue mas pronunciado en
las cuajadas elaboradas con leche pasterizada
inoculada con los cultivos iniciadores pero con
la maduracidn los quesos experimentaron un
incremento de acidez inferior al de los elabora-
dos con leche cruda.

La evolucidn del contenido en lactosa tam-
bién difirié de unos lotes a otros, siendo indetec-
table en el lote elaborado con leche cruda a partir
de la primera semana de maduracion.

La extension de la proteolisis, determinada
por el Nitrégeno Soluble a pH 4,4 (%NS-pH
4,4/NT) fue muy escasa en todos los lotes de que-
so. Por el contrario, la profundidad de la proteo-
lisis (NS-TCA12%/NT) fue mds intensa, si bien exis-
tieron diferencias entre lotes. El contenido en
Nitrégeno Soluble en PTA5% (%NS-PTA5%/NT)
mostrd un incremento mas o menos acusado en
todos los lotes. La relacién mas baja entre los
péptidos hidrofébicos y los hidrofilicos al final de
la maduracién se obtuvo en los quesos que mejo-
res puntuaciones globales obtuvieron en el ana-
lisis sensorial.

El andlisis sensorial se realizé por un panel
de ocho catadores evaluando el aspecto de la
pasta, olor, textura en boca, sabor y aroma, per-
sistencia y gusto residual. Los cultivos empleados
establecieron diferencias sensoriales entre los
distintos lotes de queso.

Beta-Lactamasas de Espectro
Extendido en
Enterobacteriaceae: bases
genéticas y epidemiolégicas
de su diseminacién en
diferentes compartimentos

Aranzazu Valverde de Francisco

Directores: Rafael Cantén

y Teresa Coque

Servicio de Microbiologia. Hospital
Universitario Ramon y Cajal. Madrid.
Facultad de Farmacia. Universidad
Complutense de Madrid

as beta-lactamasas de espectro extendido

(BLEE) son enzimas que hidrolizan cefalos-
porinas incluidas las de amplio espectro y los
monobactamas pero no las cefamicinas o los car-
bapenemas y son inhibidas por el dcido clavu-
lanico, el sulbactam y el tazobactam. Desde su
primera descripcién en la década de 1980 han
supuesto un importante problema de salud publi-
ca a nivel nosocomial y en los Gltimos afios en la
comunidad. En esta Tesis se analizd la epidemio-
logfa, la estructura poblacional y se profundizé
en el estudio de los elementos genéticos impli-
cados en la diseminacién de las enterobacterias
productoras de BLEE tanto en el ambito hospi-
talario (Hospital Universitario Ramén y Cajal)
como en el extrahospitalario (Area sanitaria 4 de
Madrid) mediante la aplicacién de diferentes téc-
nicas de microbiologia molecular. Se realizaron
estudios epidemioldgicos de portadores fecales
que mostraron un aumento en la prevalencia de
pacientes hospitalizados y de individuos de la
comunidad colonizados con enterobacterias con
BLEE. Se constatd una gran variabilidad de tipos
de BLEE, con un predominio de las enzimas CTX-
M-14 y SHV-12, principalmente en aislados de la
comunidad y del medio ambiente. Asimismo, se
observd un notable cambio epidemioldgico por
la introduccién en los ltimos afios de enzimas
del grupo CTX-M-1. También se analizé especifi-

camente la epidemiologia de aislados clinicos de
Klebsiella pneumoniae productor de BLEE dénde
se mostré igualmente un aumento de los aislados
de pacientes de la comunidad, una elevada diver-
sidad clonal con escasos brotes, la emergencia 'y
persistencia de distintas BLEE y la presencia de
plasmidos altamente transmisibles asociados a
distintos tipos de enzimas. En esta Tesis se des-
cribié un nuevo integrén (In117) donde se localiza
el gen blacTx m-> Y que constituye uno de los
pocos ejemplos de integrones de clase 1 caracte-
rizados en detalle y que remarca el papel de Tn21
en la diseminacién de estas plataformas. También
se analizaron los aspectos especificos relaciona-
dos con la diseminacion de b’“CTX—M-1 que estd
asociada esencialmente a la dispersion de plas-
midos IncK entre cepas uropatogénicas de E. coli
de los grupos A, D y B1 con una sobrerrepresen-
tacién de determinados clones. La presencia de
distintos alelos de b’aCTX-M-14 localizados en
diferentes plataformas genéticas (asociados a
ISCR1 0 ISEcp1) indicarfa la existencia de distintos
eventos de movilizacién y la posible influencia
del entorno genético en su diseminacién. En el
caso de b’“SHV-u su diseminacidn estd asociada
a la dispersion de plasmidos altamente transmi-
sibles del grupo Incl con un alto poder de recom-
binacién como refleja la presencia de cointegra-
dos Incl-IncN. Estos hallazgos, esenciales para
explicar la actual epidemiologia de las BLEE, han
partido de los estudios de vigilancia epidemiold-
gica realizados en los distintos compartimentos,
y son necesarios para disefar medidas para el
control de su diseminacién. El escenario descrito
es altamente complejo, donde las epidemias por
clones especificos, la diseminacién y manteni-
miento de pldsmidos y la captura de genes por
determinadas plataformas genéticas han contri-
buido en la evolucién y endemia local de micro-
organismos productores de BLEE.

Type lll-secreted effectors:
determining their contribution
to bacterial virulence and plant

resistance using mixed
infections

Alberto Pablo Macho Escribano

Directores: Carmen R. Beuzén Lépez

y Javier Ruiz Albert

Dept. Biologia celular, genética 'y
fisiologia, Facultad de Ciencias,
Universidad de Malaga

seudomonas syringae es una bacteria fitopa-

tégena Gram-negativa ampliamente exten-
dida en la naturaleza, capaz de colonizar una gran
variedad de hospedadores. P. syringae es respon-
sable de la induccidn, en plantas resistentes, de
una respuesta localizada de muerte celular pro-
gramada, que determina el fallo de la infeccidn
(HR), asi como de la patogénesis en plantas sus-
ceptibles. En estos procesos participan diversos
factores de virulencia entre los que se incluye el
sistema de secrecion tipo 11l (T3SS), consistente
en un complejo proteico transmembrana encar-
gado de translocar pequefias proteinas, llama-
das efectores, al interior de la célula vegetal.
Estos efectores modulan diversos procesos celu-
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lares en beneficio de la bacteria, como la supre-
sion de mecanismos de defensa. El andlisis mo-
lecular de la contribucién de cada factor en el
proceso de virulencia, asi como de las relaciones
funcionales que existen entre ellos, es esencial
para comprender la patogénesis de P. syringae.

En esta tesis se analiza el papel de los efec-
tores secretados por el sistema de secrecion
tipo Il en Pseudomonas syringae. Para ello, se ha
puesto a punto un método de analisis de virulen-
cia consistente en el uso de infecciones mixtas
para incrementar la sensibilidad y precision de los
mecanismos de virulencia tradicionales. Mediante
el uso de este método de andlisis, se ha podido
detectar cuantitativamente la contribucidn de un
gran nimero de efectores a la virulencia bacte-
riana de Pseudomonas syringae. También se ha
aplicado este método para la identificacion de
nuevos efectores y, combinado con técnicas
de andlisis molecular, para la caracterizacién del
efector HopZ1a y de los mecanismos de defensa
disparados por dicho efector.

Identificacion, caracterizacion
molecular y diseminacion de
mecanismos de resistencia
a antibidticos en patégenos
animales y humanos de la
familia Pasteurellaceae

Alvaro San Millan Cruz

Director: Bruno Gonzalez-Zorn

Departamento de sanidad Animal,
Facultad de Veterinaria, Universidad
Complutense de Madrid

os antibidticos son una de las principales

herramientas para el tratamiento de las enfer-
medades infecciosas. Desde la introduccion de
los antibidticos en la practica clinica, el desarrollo
y la progresiva dispersién de mecanismos de
resistencia a los antimicrobianos entre las bac-
terias han ido en aumento. La adquisicion de
estos mecanismos por parte de los microorga-
nismos de relevancia clinica es un fenémeno alar-
mante tanto desde el punto de vista de la sanidad
animal como del de la salud publica. En este tra-
bajo se caracterizan los mecanismos de resisten-
cia a antibidticos en bacterias de la familia Pas-
teurellaceae.

En primer lugar, se analizan los mecanismos
moleculares de resistencia a B-lactamicos en el
patdgeno de origen porcino [Haemophilus para-
suis] describiendo la diseminacién clonal de una
cepa portadora del nuevo pldsmido movilizable
de la Superfamilia ColE1, pB1000. Este replicén
tiene 4613 pb, codifica la B-lactamasa ROB-1y es
el responsable del fenotipo de resistencia en [H.
parasuis]. A continuacion, se caracteriza la resis-
tencia a antibidticos en aislados de origen porci-
no de la especie Pasteurella multocida. La resis-
tencia a -lactamicos en P. multocida se debe a
la presencia de pB1000, o del nuevo pldasmido
pB1002, idéntico al anterior, pero con la insercién
del elemento transponible ISApl1 corriente aba-
jode b’“ROB—r Adicionalmente a la resistencia a
(3-lactdmicos, estas cepas de P. multocida presen-
tan resistencia a tetraciclinas y/o estreptomicina.

Los mecanismos de resistencia a estos antibi6ti-
cos estan mediados por los genes tet(H), tet(B)
y tet(O), en el caso de la resistencia a tetracicli-
nas, y por strA, en el caso de la resistencia a
estreptomicina. Todos los genes descritos se
encuentran localizados en pldsmidos pequefios,
y cada cepa porta entre dos y tres de estos repli-
cones. Se ha determinado la secuencia nucleoti-
dica completa de todos los replicones de estas
cepas, describiendo en total siete plasmidos, que
codifican un maximo de dos determinantes de
resistencia cada uno. En la inmensa mayorfa de
las bacterias, la multirresistencia mediada por
plasmidos se debe grandes pldsmidos que acu-
mulan numerosos genes de resistencia. En este
caso, sin embargo, la multirresistencia se ha obte-
nido gracias la convivencia de dos o tres plasmi-
dos pequefios (de entre 4 y 6 kb) en la misma
cepa. De este modo, esta es una nueva estrategia
evolutiva de adquisicion de resistencia multiple
en la familia Pasteurellaceae.

Finalmente, se descubre la presencia del plas-
mido pB1000 y de su derivado pB1000’, en cepas
del patégeno humano Haemophilus influenzae ais-
ladas de pacientes en distintos hospitales en Espa-
fia. Se ha estudiado la dispersiéon de pB1000 en
Espafia y los mecanismos de transmisién de
pB1000 entre patégenos animales y humanos de
la familia Pasteurellaceae, comprobado que se
puede movilizar por conjugacién y transforma-
cién hacia P. multocida y H. influenzae. Aqui pro-
ponemos a P. multocida como el posible vehiculo
de transmisién de mecanismos de resistencia a
antibidticos, como pB1000, entre los patégenos
animales de la familia Pasteurellaceae y H. influen-
zae. Esta hipdtesis se sustenta en los datos de
nuestro estudio y en le hecho de que P. multoci-
da es la tnica especie de esta familia que coloniza
tanto a hombres como a animales.

En conclusidn, en este trabajo se caracteri-
zan los mecanismos moleculares de resistencia
alos principales antibidticos de relevancia clinica
en los patégenos porcinos [H. parasuis]y P. mul-
tocida, descubriendo una nueva estrategia de
adquisicién de multirresistencia a antibidticos.
Ademds, se analiza la dispersidn de estos deter-
minantes de resistencia hacia el patégeno huma-
no de mayor relevancia de la familia Pasteurella-
ceae, H. influenzae.

Study of the production and
release of aromas during
winemaking carried out by
different Saccharomyces species
and hybrids

Amparo Gamero Lluna

Directoras: Amparo Querol Simon,

Carmela Belloch Trinidad

Instituto de Agroquimica y Tecnologia
de los Alimentos (IATA-CSIC).
Universidad Politécnica de Valencia
(UPV)

A roma is one of the most important attributes

involved in wine quality. Current trend in

winemaking consists of producing wines with dif-
ferent aroma nuances to offer variety of wines

to a developing market. Several studies have
demonstrated that low temperature fermenta-
tions favours aroma synthesis and retention. In
this background, new wine yeasts able to perform
fermentation at low temperatures improving
wine aroma while maintaining good fermentation
rates are necessary. This doctoral thesis explores
the oenological traits of different Saccharomyces
species and hybrids relevant for present-day wine
industry, especially regarding aroma production,
as well as the molecular bases underneath. This
exploration has been possible using different bio-
chemical, analytical chemistry and molecular tech-
niques to perform enzymatic activity detection,
aroma profile determination and transcriptome
analysis in wine fermentations. Through this doc-
toral thesis the abilities of different Saccha-
romyces species and hybrids regarding primary
aroma release and secondary aroma production,
especially at low temperatures, has been eluci-
dated in order to know the different possibilities
that these yeasts offer to create new wines with
different aromatic nuances. One of the general
conclusions of this doctoral thesis is that produc-
tion and release of aromas in winemaking
depends on the strain carrying out the fermenta-
tion process. Nevertheless, sometimes there was
a species tendency. On the other hand, the fact
that fermentation temperature affects aroma
synthesis but not always in the direction to aroma
increase has been demonstrated.

Estudio ecolégico molecular
de enterococos en alimentos

Antonio Jesus Sanchez
Valenzuela

Directores: Antonio Galvez del

Postigo Ruiz, Magdalena Martinez

Cafnamero y Nabil Benomar

Area de Microbiologia, Departamento
de Ciencias de la Salud, Facultad de
Ciencias Experimentales,
Universidad de Jaén

En la presente tesis doctoral se ha realizado un
estudio ecoldgico molecular de enterococos
en alimentos. En primer lugar se estudiaron los
factores de riesgo en enterococos procedentes
de alimentos de Marruecos. Los resultados
encontrados mostraron que E. faecalis presentd
mayor resistencia a los antibidticos de interés cli-
nico que E. faecium. La incidencia de factores de
virulencia también fue mucho mayor en E. faeca-
lis, especialmente para los genes que codifican
para feromonas sexuales, adhesina del coldgeno,
antigeno de endocarditis enterocdcico y proteina
de superficie enterocdcica. Los resultados obte-
nidos sugieren que la calidad sanitaria de los ali-
mentos deberia mejorarse para disminuir la inci-
dencia de enterococos.

Se realizd asi mismo un estudio sobre resis-
tencia a antibidticos, virulencia y bacteriocinas en
enterococos aislados de alimentos de origen ani-
mal procedentes de Serbia y Azerbaiyan. Como
en el caso anterior, la incidencia de factores de
virulencia y de resistencia a antibidticos fue
mucho mayor en E. faecalis. Respecto a la produc-
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cién de aminas bidgenas, E. faecalis mostré mayor
actividad descarboxilasa para la tirosina, mientras
que E. faecium mostré una capacidad descarbo-
xilasa mds amplia, implicando a la tirosina, orniti-
na, lisina e histidina. Se detectaron cepas produc-
toras de sustancias antimicrobianas, y mediante
PCR se detectaron genes que codifican para las
enterocinas A, B, P, L50 y 1071. Los resultados
obtenidos aumentan la preocupacién por el posi-
ble papel de los enterococos como reservorios
para la diseminacidn de resistencia a antibiéticos
y rasgos de virulencia en alimentos.

Respecto a la valoracién de la seguridad y a
la produccién de bacteriocina de E. faecium aisla-
do de pescado y marisco, los resultados median-
te ERIC-PCR mostraron que todos los aislados se
agrupaban en grupos gendmicos bien definidos
de acuerdo a su origen. Se observaron activida-
des antibacterianas frente a Listeria, S. aureus y
otros enterococos. Con este trabajo se demues-
tra que los enterococos productores de bacte-
riocina carentes de caracteres inadecuados,
podrian ser grandes candidatos para contribuir
ala conservacién de pescado o mariscos.

En esta tesis doctoral se desarroll6 un siste-
ma de clasificacion para plasmidos aislados de
enterococos y otras Gram-positivas, basdando-
se en las regiones conservadas de los genes de
iniciacién de la replicacion (rep). Se definieron
19 familias de replicones (familias rep). La pre-
valencia de estas familias fue probada en una
coleccién de enterococos de origen animal y
humano. Se detectaron diferencias en la preva-
lencia de estas familias, siendo rep9 la familia
mas frecuente encontrada en E. faecalis y rep2
la mds frecuente en E. faecium.

Por ultimo, se ha llevado a cabo una carac-
terizacion de los mecanismos de resistencia a gli-
copéptidos en cepas de origen alimentario,
mediante el sistema de familias rep. Todas las
cepas de E. faecalis contenian plasmidos de la
familia repg (del tipo pAD1). Dichos plasmidos
estan involucrados en la transmision del Tn1546.
La cepa E. faecium contenfa un replicén pertene-
ciente a la familia rep2 (del tipo pRE25), asociada
a la presencia del Tn1546. Con este trabajo se
demuestra que la presencia de resistencia a gli-
copéptidos en plasmidos de respuesta a feromo-
nas podria aumentar la transferencia de resisten-
cia entre diferentes nichos ecoldgicos.

Analisis y caracterizacion
de genes de Botrytis cinerea
cuya expresion se induce
in planta en la interaccién
B. cinerea - tomate

David Benito Pescador

Directores: Ernesto Pérez Benito

y Arturo Pérez Eslava

Universidad de Salamanca
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Botrytis cinerea es un hongo fitopatégeno
causante de la podredumbre gris y conside-
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rado como uno de los principales patégenos
responsable del deterioro de frutas y hortalizas,
y por tanto, responsable de grandes pérdidas
econdémicas. B. cinerea es un hongo necrotrofo
que requiere la muerte de las células vegetales
para poder alimentarse y desarrollar la infec-
cién. Sin embargo, los mecanismos que partici-
pan en estos procesos atin no han sido esclare-
cidos en su totalidad.

En este sentido, se procedid al estudio de
expresion génica diferencial durante la interac-
ién B. cinerea - tomate para entender los proce-
sos que desencadenan los factores y mecanismos
de patogenicidad durante el establecimiento y
progreso de esta interaccion. Este trabajo pre-
tende continuar el estudio de dos productos géni-
cos, ddB47 y ddB2, cuya expresidn es inducida
especificamente durante la interaccién B. cinerea
-tomate, lo que hace suponer que estdn implica-
dos en el proceso de infeccién.

El fragmento de cDNA ddB47 se hibridaba
con dos RNA mensajeros de distinto tamafio
molecular que resultaron ser de dos genes dis-
tintos; ddB47A, mas tarde renombrado Bcmimp1,
que codifica el RNA mensajero de mayor tamafio
y ddB47B, que codifica el RNA mensajero de
menor tamafio. El segundo fragmento de cDNA,
ddB2, permitid localizar al tercer gen que se des-
cribe en este trabajo, Bde2, denominado poste-
riormente Bctci1.

El gen Bcmimp1 se expresa durante el cre-
cimiento saprofitico, siendo méxima durante la
fase de germinacion y durante las fases de pene-
tracion, expansion de las lesiones dispersivas y
de colonizacién y maceraciéon del tejido de la
planta huésped. La proteina que codifica el gen
Bcmimp1 fue determinada por medios bioinfor-
maticos y parece ser una proteina estructural
localizada en la membrana interna de la mito-
condria. El intento de marcar la proteina con
GFP para estudiar su localizacién celular permi-
tié constatar que la proteina se encuentra loca-
lizada en la membrana de la mitocondria y que
su extremo carboxi-terminal tiene una funcién
importante. De este modo podemos concluir que
la proteina BCMIMP1 sea parte estructural de un
complejo proteico anclado en la membrana mito-
condrial interna. Los mutantes ABcmimp1 obte-
nidos no presentan diferencias fenotipicas
durante el crecimiento saprofitico de B. cinerea,
pero si muestran un aumento de su capacidad
infectiva sobre tomate si se comparan con el
tipo silvestre. Es posible argumentar que la pro-
teina BCMIMP1 esté relacionada con el metabo-
lismo mitocondrial y que su eliminacién conduce
a una desorganizacion de la membrana mito-
condrial que produce un fenotipo mas virulento
in planta.

Elintento de identificacion y aislado del gen
Bde47B fue infructuoso, pero las distintas apro-
ximaciones experimentales condujeron a la
deteccién de genes transcritos en las mismas
condiciones experimentales de este trabajo.

El estudio de la proteina BCTC1 permitid iden-
tificarla como una ciclina relacionada con trans-
cripcién. Todos los mutantes ABctc1 presentan
un fenotipo letal, por lo que fue imposible Ia
caracterizacion del gen durante el proceso de
infeccion.

Los resultados obtenidos durante este estu-
dio nos hacen creer que durante la interaccion de
B. cinerea - tomate tanto la actividad mitocondrial
como la transcripcién de genes estdn modulan-
do el metabolismo del hongo.
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de Mycobacterium vaccae
y otros antigenos
micobacterianos en el raton
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atuberculosis (TB) representa uno de los pro-

blemas sanitarios mds importantes en el mun-
do ya que, aunque existe un tratamiento, mueren
anualmente entre dos y tres millones de personas
a causa de esta enfermedad. En algunos casos, el
largo periodo de tratamiento quimioterapéutico
de la TB hace que algunos pacientes no lo cum-
plan correctamente y que aparezcan cepas resis-
tentes a los antimicrobianos tradicionales. Por
esta razén, urge encontrar métodos de tratamien-
to alternativos y, en este sentido, lainmunotera-
pia merece una consideracién particular.

La inmunoterapia asociada a la quimiotera-
pia permite inducir una respuesta inmune favo-
rable para poder combatir el bacilo dela TBy, al
mismo tiempo, reducir el periodo de tratamiento
evitando los problemas de incumplimiento. Uno
de los agentes inmunomoduladores mas estu-
diados para el tratamiento de la TB es el sapro-
fito Mycobacterium vaccae. Durante dos décadas
se han realizado diversos estudios clinicos utili-
zando M. vaccae en diferentes partes del mundo
y la conclusidén principal a la que se ha llegado es
que la eficacia varia entre individuos. En estos
estudios se han usado soluciones de M. vaccae
y composiciones derivadas de éste provenientes
de dos cepas que presentan diferente morfolo-
gia colonial, la ATCC 15483T lisa y la NCTC 11659
rugosa. Ademads, se usaron suspensiones de M.
vaccae que contienen mezclas complejas de anti-
genos que pueden tener diferentes efectos en
las células del sistema inmune. Por otro lado, los
antigenos especificos de M. tuberculosis que son
capaces de estimular una respuesta inmune pro-
tectora todavia permanecen por identificar.
Cabe destacar que mas del 40% del peso seco
del bacilo de la TB estd formado por acidos gra-
sos de cadena larga, glicolipidos y otros com-
puestos que forman parte de la tan particular
pared celular del bacilo de Koch.

La primera parte de este trabajo se ha cen-
trado en dos aspectos. En primer lugar, estudiar
si las propiedades inmunomoduladoras de colo-
nias lisas y rugosas de la misma cepa de M. vac-
cae eran las mismas o presentaban diferencias.
Asi, se estudid la respuesta inmunoldgica in vitro
de esplenocitos de ratones inmunizados con una
u otra variante morfoldgica de M. vaccae y de
células mononucleares de sangre periférica
(CMSP) de enfermos TB y controles sanos. En
segundo lugar, saber qué componentes de M.
vaccae tienen la actividad inmunoestimuladora
favorable para combatir la TB, ya que el uso de
componentes activos mds puros evitaria la pre-
sencia de moléculas inmunosupresoras y/o toxi-
cas, o desde un punto de vista farmacéutico,
mejoraria la estandarizacién de las dosis. Asf, se
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estudid la respuesta inmunoldgica desencade-
nada por diferentes fracciones de M. vaccae
rugoso en esplenocitos de ratones inmunizados
y tuberculosos y en CMSP de enfermos tubercu-
losos y controles sanos.

En la segunda parte de este trabajo se estu-
di6 la respuesta inmunoldgica frente a los acidos
micdlicos purificados de la pared celular de M.
tuberculosis en linfocitos de enfermos tubercu-
losos y controles sanos.

Bioconversion microbiana
de residuos agroindustriales
procedentes de Nicaragua con
fines biotecnolégicos

Aura Lyli Orozco Solérzano

Directoras: M2 Enriqueta Arias
Fernandez, M2 Isabel Pérez Leblic,
Juana Rodriguez Bullido
Departamento de Microbiologia y
Parasitologia. Universidad de Alcala

S e han utilizado, distintas mezclas de residuos
agroindustriales como sustrato de fermen-
tacion de cepas de Streptomyces seleccionadas,
con objeto de conocer su viabilidad tecnoldgica.
Asimismo, mezclas de estos residuos se utiliza-
ron para el cultivo del basidiomiceto Pleurotus
ostreatus, con objeto de evaluar la produccién
y la calidad de los cuerpos fructiferos obtenidos
sobre las mismas. Los residuos fermentados por
las cepas de Streptomyces seleccionadas y los
procedentes del cultivo de P.ostreatus, fueron
ensayados, como enmiendas organicas en sue-
los degradados

El analisis de la pulpa de café transformada
por las distintas cepas mediante la técnica de pird-
lisis asociada a cromatografia de gases y espec-
trometria de masas (Py-GC/MS), puso de manifies-
to la accién selectiva de las cepas de Streptomyces
sobre este residuo, asi como la capacidad de las
mismas para disminuir su contenido en polifeno-
les. También se demostré que las cepas de Strep-
tomyces fueron capaces de producir un incremen-
to significativo del nitrégeno proteico de la pulpa
de café, tras 10 dias de incubacién en condiciones
SSF. La capacidad de las cepas ensayadas para pro-
ducir enzimas hidroliticas implicadas en la degra-
dacién de hemicelulosas, lignina, almiddn y lipidos,
sobre pulpa de café, demuestra la idoneidad del
residuo para la produccién de enzimas de interés
biotecnoldgico.

Para la produccién de setas comestibles, se
utilizaron distintas mezclas de residuos proce-
dentes de Nicaragua, tales como, pulpa de café
y cascarilla de arroz y otros abundantes en nues-
tro pais, como es la paja de trigo, para evaluar el
crecimiento y produccién de setas en Pleurotus
ostreatus CBS-411.71 bajo condiciones ambienta-
les y nutricionales controladas. De las mezclas
ensayadas, fue en la constituida por pulpa de
café y cascarilla de arroz, donde se alcanzé el por-
centaje de eficiencia bioldgica mas alto. Las setas
obtenidas en las diferentes mezclas de residuos
ensayadas presentaron un alto valor nutricio-
nal, en cuanto al contenido de proteinas y car-
bohidratos. Asimismo, la calidad de la proteina
contenida en las setas obtenidas, estimada como

larelacion entre los aminodcidos totales y la pro-
teina bruta, resultd superior en todos los casos
ala correspondiente a la seta comercial utilizada
como control. Cabe destacar que los valores mas
elevados de este pardmetro correspondieron a
las setas obtenidas en la mezcla constituida por
pulpa de café y paja de trigo.

De las mezclas ensayadas como enmiendas
organicas, fueron las constituidas por los residuos
agotados del cultivo de P. ostreatus, es decir, las
mezclas Ell (cascarilla de arroz, pulpa de café y
aserrin de pino) y Elll (cascarilla de arroz, pulpa
de café, aserrin de pino y soja), las que produjeron
los mejores resultados. La adicién de las enmien-
das orgdnicas al suelo, produjo importantes efec-
tos sobre algunas de las propiedades fisicas, qui-
micas, microbioldgicas y bioquimicas del mismo,
asi como en el rendimiento del cultivo de Pha-
seolus vulgaris.

Degradacion de discos
compactos por un anamorfo
de Bjerkandera adusta:
caracterizacion bioquimica
y molecular de una aril-alcohol
oxidasa con nuevas
propiedades cataliticas

Elvira Romero Guzman

Directora: Maria Jesus Martinez

Hernandez

Centro de Investigaciones Bioldgicas
(CIB-CSICQ). Facultad de Ciencias
Bioldgicas (UCM), Julio 2010

os hongos son eucariotas heterétrofos que par-

ticipan en la descomposicién de la materia orgd-
nica en los ecosistemas terrestres mediante oxi-
dorreductasas e hidrolasas extracelulares. Estas
enzimas confieren a las especies flngicas una
gran versatilidad para utilizar diferentes fuentes
de energia y esto explica que estos organismos
sean capaces de desarrollarse en sitios, a priori
inverosimiles, como los discos compactos (CD).

Este estudio comenzd tras el hallazgo en Beli-
ce de un CD biodeteriorado y el aislamiento de
una especie flngica que se desarrollaba entre las
diferentes capas de este CD. En primer lugar, se
identificé el hongo aislado como un anamorfo de
Bjerkandera adusta, en base a su morfologia, la
secuencia de suregion ITS y su patrén de enzimas
extracelulares. Tras comprobar que este hongo
degradaba in vitro los principales componen-
tes de los CD (policarbonato, metales y coloran-
tes), se analizaron las actividades enzimdticas que
el hongo secretaba en presencia de fragmentos
de CD y podrian estar implicadas en los proce-
sos de degradacion (esterasas y oxidoreductasas)
y el estudio se orientd hacia la caracterizaciéon de
las oxidoreductasas, por ser enzimas implicadas
en la degradacién de compuestos aromaticos
recalcitrantes.

Una de las oxidorreductasas, detectada en
los cultivos del anamorfo de B. adusta, se ha
caracterizado detalladamente. Esta flavoenzima
es una oxidasa que comparte propiedades cata-
liticas con la aril-alcohol oxidasa (AAO), amplia-
mente estudiada en Pleurotus eryngii, y también

con la vainillil-alcohol oxidasa de Penicillium sim-
plicissimum. Diversos estudios fisicoquimicos y
cinéticos de la nueva oxidasa, asi como su
secuencia aminoacidica y su modelo molecular,
indican que esta enzima es una nueva AAO en la
familia glucosa-metanol-colina de oxidorreduc-
tasas con una especificidad de sustrato excep-
cional. Por otra parte, la purificacién y caracteri-
zacion bioquimica de las peroxidasas, que se
inducen en el anamorfo de B. adusta en presencia
de Mn*, reveld que estas hemoproteinas se inclu-
yen en el grupo de las manganeso peroxidasas
(MnP), que requieren Mn** para completar su
ciclo catalitico. Finalmente, cabe destacar que
este estudio describe por primera vez la purifi-
cacién y caracterizaciéon de MnP en una cepa del
género Bjerkandera.
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n la actualidad las patologias representan el

factor mas limitante en el engorde del lengua-
do (Solea senegalensis, Kaup 1858). Los sistemas
de produccidén intensiva suponen un estrés para
los ejemplares, ocasionando una menor eficien-
cia digestiva, una mayor susceptibilidad frente a
patégenos y pérdidas econémicas para la indus-
tria. La utilizacidn de probidticos en la dieta es
ya una herramienta eficaz para la mejora del
metabolismo y prevencién de patologias en acui-
cultura. El objetivo de este trabajo es estudiar la
influencia de la adicién en dieta de dos cepas pro-
bidticas del género Shewanella (Pdp11y Pdp13),
sobre el engorde de S. senegalensis.

La adicién de los probidticos Pdp11y Pdp13
en la dieta produjo una modulacién de la micro-
biota intestinal de los juveniles de S. senegalensis,
no necesariamente asociada a la colonizacién de
las cepas en el intestino. Este efecto fue mds
intenso en los ejemplares alimentados con Pdp13,
que sin embargo presentaron una menor riqueza
especifica. Asi mismo la modulacién fue mayor
cuando Pdp11 se administrd liofilizado en lugar
de fresco. La incorporacién de ambas cepas en
la dieta protegi6 a los peces frente a infecciones
con el patégeno Photobacterium damselae subsp.
piscicida. La proteccién disminuyd en relacién
inversa a la calidad del pienso utilizado, manifes-
tdndose ya a los 15 dias del inicio de la adminis-
tracién probidtica. Sin embargo, la adicién del
probidtico no parecid afectar especialmente ala
respuesta inmunitaria estudiada, detectdndose
Unicamente un aumento significativo de activi-
dad antiproteasa en los ejemplares alimentados
con Pdp13 fresca.
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A pesar de que las cepas Pdp11y Pdp13 estdn
muy préximas taxondmicamente, presentan dife-
rencias en sus actividades metabdlicas, en el nivel
de lipidos totales y perfil de dcidos grasos, asf
como en las actividades de inhibicién “in vitro”
de los patégenos P. damselae subsp. piscicida y
Vibrio harveyi. Ademds Pdp11y Pdp13 promovie-
ron diferencias en el crecimiento, la composicién
corporal, la histologia de digestivo e higado, la
modulacién de la microbiota digestiva y la res-
puesta inmunitaria en juveniles de S. senegalensis
en el engorde.

La implementacién de Pdp11 en una dieta
comercial de alto contenido lipidico promovid
una mejor condicién del digestivo e higado en
ejemplares de S. senegalensis. Asimismo su adicién
mejord los niveles de metabolitos en el plasma,
higado y musculo de los peces, siendo mayor la
intensidad cuando Pdp11 fue administrado en fres-
co. Destaca el mayor nivel de glucégeno detec-
tado en el higado de los ejemplares, relacionado
con una mayor reserva energética, lo que mejo-
rarfa la respuesta frente a un posible estrés.

El hecho de que el probidtico liofilizado, a
pesar de su casi nula viabilidad, tenga un efecto
sobre el pez, denota que éste no necesariamente
se corresponde con un proceso de colonizacién
del intestino. Parece mas bien condicionado por
enzimas o nutrientes que complementan la dieta
del pez, sustancias inmunoestimulantes que ac-
tdan localmente o bien la presencia de sustancias
antimicrobianas.

Se necesitan futuros trabajos para compren-
der el mecanismo de relacién entre Pdp11y su
huésped, lo que ayudara a determinar los facto-
res especificos relacionados con las mejoras
observadas.

Food-borne pathogen
Campylobacteria. Rapid
detection methods for
virulence-associated genes
in Campylobacter jejuni,
and study of pathogenicity-
associated factors
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he term “campylobacteria” has been used to
refer to the genera Campylobacter, Helicobac-
ter, Arcobacter, Lawsonia and Anaerobiospirillum.
The genus Campylobacter, Arcobacter and
Sulfospirillum constitute the family Campylobac-
teraceae, which along with the families Helico-
bacteraceae, Nautilaceae and Hydrogenimonaceae
constitutes the order Campylobacterales within
Epsilonproteobacteria
Whereas Campylobacter jejuni has emerged
as the most common bacterial cause of food-
borne disease in many industrialized countries,
Arcobacter spp. are not currently considered
microorganisms of major public health concern.

Nevertheless, arcobacters are classified as
emerging pathogens (ICMSF, 2002). The genera
Campylobacter and Arcobacter share morpholog-
ic features, but can be distinguished from each
other by their lower optimal growth tempera-
tures (30-42°C for campylobacters and 25-30°C
for arcobacters) and by their aero tolerance.

In spite of the well known importance of C.
jejuni as human pathogen, knowledge on Campy-
lobacter pathogenicity-associated bacterial fac-
tors and on their role in mediating disease,
remains limited. The pathogenic mechanisms
and/or potential virulence factors of Arcobacter
spp. are still more limited. Therefore, the aims of
this PhD dissertation were (i) to study the preva-
lence of virulence-associated genes among C.
jejuni strains obtained from different sources, (ii)
to determine the antimicrobial susceptibility of
Arcobacter spp. from the North of Spain, and (jii)
to elucidate whether ECF sigma factors pay any
role in the pathogenicity of A. butzleri.

Analisis de la funcion de SIrP,
un efector de los sistemas
de secrecion de tipo lll
de Salmonella enterica,
en la interaccion con la célula
hospedadora

Joaquin Bernal Bayard
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Departamento de Genética. Facultad
de Biologia. Universidad de Sevilla

S almonella enterica en una especie de bacterias
patdégenas que pueden producir gastroente-
ritis o enfermedades sistémicas. Salmonella po-
see dos sistemas de secrecién de tipo IIl (SST3)
relacionados con la virulencia, que son elementos
claves en lainteraccién con la célula hospedado-
ra. Estos sistemas median la translocacién de
proteinas efectoras al citosol de la célula hospe-
dadora donde pueden alterar las rutas de sefia-
lizacién y manipular las funciones celulares. Sin
embargo, se desconoce el papel especifico de
muchos de estos efectores. SIrP es un efector
de S. enterica que puede ser translocado por los
dos SST3 de esta bacteria y del que no se conocia
su funcién en el momento de iniciar este estudio.
Por tanto, nos planteamos como objetivo realizar
un andlisis funcional de SIrP en la interaccién con
la célula hospedadora.

Através de un escrutinio genético se identi-
ficaron dos proteinas humanas que interaccio-
naban con SIrP: la tiorredoxina citosdlica (Trx) y
ERdj3. La primera es una proteina que protege a
la célula del dafio oxidativo, mientras que la se-
gunda es una chaperona localizada en el reticulo
endoplasmico. Ambas interacciones se confirma-
ron por diversos métodos independientes.

Experimentos in vitro, demostraron que SIrP
tenfa actividad ligasa de ubiquitina y era capaz
de usar Trx como sustrato. En cultivos celulares
que expresaban SIrP de forma constitutiva se
observé un descenso en la actividad reductora
de Trx y un aumento en la muerte celular. Ambos
efectos se observaron también en cultivos de
células epiteliales humanas infectadas con Sal-
monella.

Por otro lado, se demostrd que el dominio
Il de ERd]3 eraimprescindible para la interaccion
con SIrP y que la presencia de SIrP impedia la
unién de la chaperona a un sustrato desnatura-
lizado. Ademas, mediante microscopia confocal
y fraccionamiento celular, se demostré que SIrP
se localiza parcialmente en el reticulo endoplds-
mico de células Hela transfectadas.

Todos estos datos sugieren que SIrP podria
favorecer la muerte de la célula hospedadora a
través de la modulacion de la funcién de dos pro-
tefnas dianas, de forma independiente: Trx en el
citosol y ERd]3 en el reticulo endopldsmico.

La ultima parte de la Tesis consistié en un
analisis estructural, mediante cristalografia de
rayos X de SIrP en complejo con Trx. Se obtuvie-
ron cristales del complejo que difractaron a 3,5
A de resolucién con objeto de resolver la estruc-
tura del complejo. El andlisis se basd, parcialmen-
te, en las estructuras conocidas de efectores de
la misma familia de SIrP y de la Trx humana.

Genodmica funcional
de la interaccion Pseudomonas
savastanoi pv.
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Isabel M. Matas Casado
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Area de Genética, Facultad de
Ciencias, Universidad de Malaga

L os procesos moleculares responsables de la
interaccidn entre la bacteria causante de la
tuberculosis del olivo, Pseudomonas savastanoi
pv. savastanoi (Psv), y su planta huésped, Olea
europaea L., son practicamente desconocidos.
En este trabajo se planteé como objetivo princi-
pal la identificacién de genes implicados en la
virulencia y supervivencia de Psv en olivo.

El andlisis bioinformatico de la secuencia del
genoma de la cepa de referencia Psv NCPPB 3335
revel6 una elevada conservacion con los genomas
de P. syringae pv. phaseolicola 1448Ay P. syringae
pv. tabaci 11528. El analisis comparativo de la
secuencia del genoma de Psv con el de los siete
genomas secuenciados del complejo P. syringae
ha permitido caracterizar tanto los factores de
virulencia conservados, como aquellos presentes
Unicamente en algunos patovares. Psv NCPPB
3335 contiene doce regiones gendmicas variables
que estdn ausentes en las cepas del complejo
P. syringae secuenciadas, asi como 71 genes especi-
ficos de esta cepa. La busqueda bioinformdtica de
efectores del sistema de secrecién tipo |1l (T3Es)
en Psv reveld la existencia de 34 genes candidatos
a T3Es. Con el fin de determinar la validez de la
prediccién bioinformatica llevada a cabo, se selec-
cionaron 6 T3Es candidatos a los que se probd su
translocacion a través del sistema de secrecidn
tipo 111 (T3SS). Los resultados obtenidos indican
que 5 de estos 6 T3Es se translocan a través del
T3SS de este patdgeno. De entre ellos, PsvA-1,
PsvA-2 y HP-1017 se revelan como nuevos T3Es
dentro de complejo P. syringae.

En este trabajo se ha utilizado una estrategia
Signature Tagged Mutagenesis (STM) para la iden-
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tificacién de genes de Psv necesarios para su
multiplicacién e invasién del hospedador. Se
construyé una coleccién de 4778 mutantes eti-
quetados STM de la cepa de referencia Psv
NCPPB 3335. El andlisis en masa de los mutantes
se realizé en plantas de olivo cultivadas in vitro.
Se han seleccionado 73 mutantes cuyas etiquetas
no fueron detectadas mediante hibridacién Sou-
thern y cuya competitividad se encuentra signi-
ficativamente reducida Unicamente in planta. La
identificacion del punto de insercién del trans-
posdn harevelado laidentidad del gen interrum-
pido en todos estos mutantes. Tras determinar
el papel en virulencia de la mayoria de los genes
identificados realizando inoculaciones individua-
les en plantas de olivo lefiosas, se analizd la
estructural tumoral y la localizacion de células
bacterianas, marcadas con GFP, en tumores de
olivo in vitro. De este trabajo se concluyé que la
multiplicacién y persistencia de Psv en los tejidos
de olivo es dependiente de la biosintesis de al
menos 9 de los 20 aminodcidos comunes que
constituyen las proteinas, asi como de la biosin-
tesis de 3 vitaminas, y de 3 genes posiblemente
implicados en el transporte de citrato, glutamato
y sulfato. Ademds, la virulencia de Psv en olivo
es dependiente, entre otros factores, de la bio-
sintesis de dcido indol-3-acético, de la integridad
de los sistemas de secrecion tipo Il, 11l 'y IV, asi
como de la de genes posiblemente implicados
en la detoxificacidn de especies reactivas de oxi-
geno, en la fluidez de membrana y en la biosin-
tesis de peptidoglicano y exopolisacaridos.

Caracterizacion y desarrollo
de métodos de diagnéstico
molecular de bacterias
asociadas a episodios de
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a acuicultura es una industria emergente que,

habiendo experimentado un gran crecimien-
to en los ultimos afos, presenta retos para su
desarrollo como la introduccién de nuevas espe-
cies de cultivo y el control de una de las princi-
pales causas de pérdidas econdmicas, las enfer-
medades de origen bacteriano. Este trabajo se
centrd en el estudio de los episodios de morta-
lidad ocurridos en distintas fases del cultivo de
tres especies de peces planos de alto valor
comercial y potenciales candidatos para la diver-

sificacion de la acuicultura marina en Espafia, la
acedia (Dicologoglossa cuneata), el lenguado

senegalés (Solea senegalensis) y el rombo (Scoph-
thalmus rhombus). Los objetivos perseguidos
fueron la identificacion de las especies bacteria-
nas implicadas en dicha mortalidad, la evaluacién
de su grado de virulencia y el desarrollo de méto-
dos basados en la PCR que permitiesen su rapida
identificacion. Los cultivos de acedia y lenguado
senegalés presentaron un alto nimero de epi-
sodios de mortalidad, constituyendo las patolo-
gias un serio factor limitante para el cultivo. Por
el contrario, en rombo los episodios con morta-
lidades significativas fueron escasos. Los aisla-
dos obtenidos a partir de estos brotes abarcaron
ocho géneros distintos, siendo Vibrio el domi-
nante tanto en nimero como en diversidad. En
total se detectaron cinco especies patégenas,
cuatro de las cuales fueron identificadas como
Photobacterium damselae subsp. piscicida, Tena-
cibaculum maritimum, Tenacibaculum soleae y
Vibrio harveyi, mientras que la quinta constituye
una nueva especie de Pseudomonas, para la que
se ha propuesto el nombre de Pseudomonas bae-
tica sp. nov. La deteccién de estas especies patd-
genas permitid explicar la mayor parte de los
brotes estudiados, excepto los ocurridos en lar-
vas. El grado de virulencia observado fue mayor
en las tres primeras especies mencionadas,
mientras que las mds prevalentes fueron T. sole-
aey V. harveyi, apareciendo en un mayor nimero
de brotes y de especies hospedadoras. Por ulti-
mo, se desarrollé un método de diagndstico de
T. soleae mediante PCR con cebadores especifi-
cos, y un método que permite la identificacion
simulténea de P. damselae, P. baetica, T. mariti-
mum, T. soleae y V. harveyi a partir de cultivos
puros, mediante hibridaciéon RLB con sondas de
ADN especificas.

Ptc1, una serin/treonin
fosfatasa que regula
la senalizacién mediada
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adaptadora Nbp2.
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L a levadura Saccharomyces cerevisiae es un
organismo que sirve como modelo de células
eucaridticas para el estudio de mdiltiples aspectos
de la fisiologia celular, como son el ciclo celular,
el crecimiento polarizado y la utilizacién de rutas
de transduccidn de sefiales mediadas por MAPKs
para responder a estimulos externos. En estas
rutas existen reguladores negativos, entre los
que se encuentran las serin/treonin fosfatasas
PP2(C, gracias a los cudles se modula la duracién
e intensidad de la sefial transmitida. Ptc1 es una
de las protein fosfatasas del tipo PP2C, que des-
empefia el papel de regulador negativo de laruta

de MAPK mediada por Hog1, actuando Nbp2
como proteina adaptadora de Ptc1 en dicha via
de sefializacion.

En este trabajo hemos observado que la falta
de Ptc1 o de Nbp2 provoca un fenotipo caracte-
ristico de alteracién en la pared celular, y un
aumento en la fosforilacién de la MAPK Slt2 y del
factor de transcripcién RIm1, tanto en condiciones
basales como tras estimulacién de la ruta CWI.
Asimismo, la sobreexpresion de PTC1 reduce la
cantidad de Slt2 fosforilado, lo que sugiere que
esta fosfatasa se comporta como un regulador
negativo de la ruta CWI. Ensayos de copurificacion
y de dos hibridos demuestran que el complejo
Ptc1-Nbp2 interacciona con Bcki1, la MAPKKK de
la ruta CWI, a través del dominio SH; de Nbp2y
una region rica en prolinas de Bcki1, preferente-
mente la que incluye las prolinas 809 y 812. Los
ensayos de epistasis genética realizados indican
que el sustrato de Ptc1 en esta ruta de sefializa-
cién se sitlia por encima de la MAPK Slt2, siendo
por tanto una de las pocas protein fosfatasas de
levaduras que regula la sefializacién sobre un
componentes distinto de la MAPK.

Esta fosfatasa presenta también otras fun-
ciones celulares, relacionadas con procesos mor-
fogenéticos. Mutantes ptc1A o nbp2A muestran
un fenotipo de células multigemadas cuando cre-
cen a 37°C. Cada una de las yemas unidas a la mis-
ma célula presenta un solo nucleo, ademas del
anillo de septinas en el cuello de gemacidn. Estos
fenotipos son indicativos de un defecto en la
separacion celular que podria ser debido a un
defecto en el desensamblaje de dicho anillo.
Mediante un rastreo por el sistema de dos hibri-
dos hemos observado que Ptc1interacciona con
Kcc4, una proteina quinasa que interacciona
con el anillo de septinas y que tiene funcidn re-
dundante con Gin4 y Hslt como reguladores
negativos de Swe1 en el checkpoint morfogené-
tico. Ademads, PTC1 muestra interaccidn epistatica
con genes relacionados con estos procesos mor-
fogenéticos como GIN4, HSL1, KCC4 o SWE1. Todo
ello indica que esta fosfatasa, a través de Nbp2,
participa en la regulacién de la morfogénesis en
esta levadura.

Analisis genético
y bioquimico del catabolismo
del colesterol en Mycobacterium
smegmatis mc155
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| trabajo realizado en esta Tesis se ha centrado

en el estudio de la ruta aerdbica de degrada-
cién del colesterol en la bacteria Mycobacterium
smegmatis mc*155. Con el fin de identificar los
genes responsables del catabolismo de este este-
roide, se analizé primeramente el genoma de
esta cepa mediante analisis in silico, utilizando
para ello como sondas genes de otros microor-
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ganismos que estan implicados en la degradacién
de esteroides. Los resultados indicaron que en
el genoma de M. smegmatis mc*155 aparecian
genes ortdlogos a la mayoria de las sondas utili-
zadas. Posteriormente mediante la técnica de
retrotranscripcion-PCR se confirmé la expresion
diferencial de esos genes cuando la bacteria se
cultiva en un medio con colesterol como fuente
de carbono y energia. Seguidamente se procedid
al estudio global de la expresion génica diferen-
cial en colesterol de M. smegmatis mc*155 me-
diante microarrays. Los datos obtenidos han ser-
vido para delimitar las zonas del genoma de M.
smegmatis mc*155 implicadas en el metabolismo
de colesterol y para localizar nuevos genes des-
conocidos hasta la fecha posiblemente implica-
dos en esta ruta. Varios de ellos fueron inacti-
vados mediante mutagénesis insercional y se
comprobd que su ausencia afectaba al crecimien-
to de esta cepa en colesterol. Tal es el caso por
ejemplo del gen MSMEG_5995, que codifica un
citocromo P450 que se cree que puede estar
implicado en el primer paso de la degradacion
de la cadena lateral del colesterol, o del gen
MSMEG 1366, que codifica una ATPasa implicada
en el transporte de esteroides al interior celular.
Por otra parte, se hallevado a cabo la bisqueda
de la enzima encargada de catalizar el primer
paso de esta ruta de degradacidn, que es el paso
de colesterol a 4-colesten-3-ona. Tras identificar
3 genes que podrian codificar este tipo de enzi-
mas (MSMEG_1604, MSMEG_5228 y MSMEG_5233)
se procedid a su andlisis mediante distintas técni-
cas, como retrotranscripcion-PCR cuantitativa y
ensayos enzimaticos de transformacién de coles-
terol mediante cromatografia en capa fina y cro-
matografia liquida/espectrometria de masas
(LC/MS). Se comprobd que los genes MSMEG_5228
y MSMEG_5233 se expresaban diferencialmente
en colesterol, pero no asi MSMEG_1604. Ademds
se confirmd que las proteinas codificadas por los
genes MSMEG_5228 y MSMEG_5233 catalizan la
transformacion del colesterol en 4-colesten-3-
ona. Sin embargo, la inactivacién de estos genes
mediante mutagénesis insercional no afecté ala
capacidad de utilizacién de colesterol de M. smeg-
matis mc*155, lo que sugiere que muy probable-
mente existen mds proteinas en esta bacteria
capaces de catalizar este paso enzimatico. Por
ultimo también se realizaron estudios con los dos
reguladores de la ruta de degradacién del coles-
terol identificados en M. smegmatis mc*155, los
represores de la familia TetR llamados KstR y
KstR2. Dado que el gen MSMEG 5228 tiene una
secuencia en su regién promotora (Pr,,g) que
coincide con el motivo de unién de KstR, y que un
mutante en este represor expresa constitu-
tivamente la proteina codificada por el gen
MSMEG_5228, nos propusimos estudiar la unién
de KstR al promotor P5,g- Para ello se hicieron
ensayos de retardo en gel y se comprobd que
efectivamente KstR se unfa de forma especifica
y dependiente de concentracién a una sonda que
contenia el promotor Pr,,g (P5228). Por otra par-
te se llevd a cabo un ensayo de proteccién de la
sonda P5228 a la digestién con DNasal. El resul-
tado reveld que KstR protege una regién que con-
tiene el motivo de unién consenso previamente
postulado como el operador de este regulador.
Finalmente, se llevaron a cabo andlisis mediante
microarrays de un mutante de M. smegmatis
mc?155 en el regulador KstR2, y se comprobé que
esta proteina reprime la expresién de 15 genes
relacionados con el catabolismo del colesterol.
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as micotoxinas son metabolitos secundarios

de origen flingico, que suelen contaminar
los alimentos y productos agricolas. Su estudio
en productos alimentarios es complejo, ya que
no siempre se utilizan las mejores técnicas de
muestreo, y todavia no se conocen todos los
mohos micotoxigénicos ni las micotoxinas que
producen.

La presencia simultanea de diferentes mico-
toxinas es un factor clave para la comprensién
de la interaccién y del sinergismo que se puede
dar entre diferentes micotoxinas. Hasta la fecha,
solamente han sido efectuados algunos estu-
dios sobre la coexistencia de micotoxinas en ali-
mentos. El principal objetivo de esta tesis ha sido
profundizar en el conocimiento de la contamina-
cién por micotoxinas del pimentdn, prestando
una particular atencién a la coexistencia de los
principales mohos productores de micotoxinas,
asi como a las micotoxinas mds importantes. Con
este fin, para la identificacion de los mohos se
han aplicado métodos tradicionales combina-
dos con técnicas de biologia molecular, y para la
deteccidn de las micotoxinas se han empleado
métodos cromatograficos, habiendo recurrido a
la micologfa predictiva para estudiar las estrate-
gias de control de las micotoxinas.

Un ndmero representativo de muestras de
pimentdn, recogidas conforme a la legislacién
europea para venta a granel o al por menor, han
sido analizadas para determinar la carga flingica
y la contaminacién por micotoxinas. Se ha detec-
tado la presencia de levaduras en todas las mues-
tras, mientras que no siempre se ha detectado
la presencia de hongos filamentosos. Los géne-
ros mas frecuentemente aislados han sido Asper-
gillus y Eurotium. Se ha encontrado la presencia
de mohos potencialmente micotoxigénicos, prin-
cipalmente pertenecientes al género Aspergillus
(secciones Flavi, Circumdatiy Nigri), habiéndose
encontrado también algunos aislados del género
Fusarium.

Enrelacién a la presencia de micotoxinas, se
han analizado aflatoxinas, ocratoxina A, zeara-
lenona, deoxinivalenol, toxinas T-2 y HT-2. Se ha
observado la coexistencia de mas de una mico-
toxina en una misma muestra, siendo la ocrato-
xina A la micotoxina mds frecuente.

Las estrategias analizadas para el control de
las micotoxinas han permitido confirmar que tan-
to el crecimiento como la produccién de micoto-
xinas por Aspergillus flavus, A. ochraceus, A. tubin-
gensis y A. westerdijkiae pueden ser controlados
si se mantiene baja la temperatura de almacena-
miento (T<15 °C). Ademas, el uso simultaneo de
los controles fisicos y quimicos puede contribuir
a una mejora en el control de la produccién de
micotoxinas.

El uso de una mezcla natural de carotenoides
procedentes de pimentén (denominada capsan-
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tal) ha tenido un efecto no concluyente sobre la
produccién de aflatoxinas y ocratoxina A. Sin
embargo, el capsantal ha sido capaz de reducir
las tasas de crecimiento de A. flavus, A. ochra-
ceus, A. tubingensis y A. westerdijkiae a 25 °C.

Através de esta investigacion, ha sido posi-
ble observar que algunos fungicidas, como el
mancozeb, son capaces de controlar simultanea-
mente el crecimiento fungico y la produccién de
micotoxinas en A. flavus, A. ochraceus, A. tubin-
gensis y A. westerdijkiae. De esta forma, el uso
de fungicidas podria constituir una estrategia pri-
mordial en el control de micotoxinas en produc-
tos alimentarios.
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L os exopolisacdridos (EPS) son polimeros de
carbohidratos exocelulares presentes en la
superficie de muchas bacterias, incluyendo bac-
terias del dcido lactico (BAL) y bifidobacterias.
Laincorporacién de cepas productoras de EPS a
algunos alimentos, especialmente productos ldc-
teos, proporciona viscosidad, estabilidad y una
mayor capacidad de retencién de agua a los mis-
mos, lo que mejora su textura. Ademds, a los EPS
se les han atribuido varios efectos beneficiosos
para la salud.

Se realizé una blsqueda de cepas con posi-
ble fenotipo productor de EPS entre aislados de
bifidobacterias y lactobacilos intestinales de ori-
gen humano. De las 362 analizadas, se encontra-
ron 60 de naturaleza mucoide o “ropy” de las
cuales se seleccionaron 11 cepas de Bifidobacte-
riumy 10 cepas de Lactobacillus. Se estudid la
aptitud tecnoldgica de las cepas productoras de
EPS en leches fermentadas determinando su
capacidad de crecimiento en leche, asi como las
propiedades sensoriales del producto fermenta-
do. Ademas, se realizé una caracterizacion fisi-
co-quimica de los polimeros producidos por estas
21 cepas de origen intestinal humano.

Se evalud la capacidad de utilizar EPS produ-
cidos por bifidobacterias como substratos fer-
mentables por la microbiota intestinal. Para ello
se realizaron cultivos in vitro de heces de indi-
viduos adultos sanos a pH no controlado y a
pH controlado, simulando en este tltimo caso las
condiciones del colon distal humano. Finalmente,
se determind la influencia de 2 cepas productoras
de EPS en la dindmica poblacional intestinal de
ratas Wistar.
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Todas las cepas productoras de EPS presen-
taron caracteristicas tecnoldgicas adecuadas
para su inclusién en productos lacteos ya que
son capaces de crecer y/o acidificar la leche sin
alterar sus propiedades sensoriales.

El andlisis de la actividad metabdlica de la
microbiota intestinal mediante la determinacién
por GC de &cidos grasos de cadena corta (AGCC)
y por HPLC de acidos organicos, asi como la apli-
cacién de diversas técnicas dependientes e inde-
pendientes de cultivo (QPCR, PCR-DGGE y FISH)
al estudio de las poblaciones microbianas, mos-
traron que los EPS producidos por bifidobacte-
rias son fermentados por la microbiota intes-
tinal. Tanto la adicién de EPS a los modelos
estudiados como la ingesta de cepas de Bifido-
bacterium productoras de estos polimeros cau-
saron cambios en el perfil de AGCC considera-
dos a priori como beneficiosos. Se evidenciaron
también cambios importantes en diferentes gru-
pos microbianos que estdn en concordancia con
los cambios detectados en la actividad metabd-
lica de la microbiota intestinal.

Interceptacion de senales
de comunicacion bacteriana
tipo N-acilhomoserin lactonas
(AHLs) en bacterias aisladas
del medio marino

Manuel Romero Bernardez
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Santiago de Compostela

M uchas especies bacterianas responden a los
cambios del medio mediante un sistema de
comunicacién basado en la produccién y libera-
cién de pequefias moléculas sefial denominadas
‘““autoinductores’” que controlan la expresién de
diferentes genes, incluidos factores de virulencia.
Este mecanismo es conocido como “Quorum
Sensing” (QS). La principal familia de autoinduc-
tores descrita es la de las N-Acilhomoserin lacto-
nas (AHLs) basadas en un anillo lactona al que se
une por un enlace amida un acido graso a modo
de cadena lateral, empleadas por bacterias Gram-
negativas. Debido a laimportancia de los proce-
sos de QS los competidores han desarrollado sis-
temas, conocidos como “Quorum Quenching”
(QQ), para desarmar estos mecanismos. El QQ
se ha convertido de esta forma en una interesan-
te alternativa a los problemas de resistencia a
antibidticos en salud humana y en la acuicultura.
Con el objetivo de estudiar la frecuencia de cepas
bacterianas con actividad QQ sobre AHLs en el
medio marino y obtener aislados con posibles
aplicaciones biotecnoldgicas, se procedid al ais-
lamiento de bacterias procedentes de: sedimen-
to de tanque de cultivo de peces, biopelicula de
tanque reservorio de agua de mar filtrada, el alga
Fucus vesiculosus en la zona intermareal, muestra
agua de mar de estuario y de altamara oy 10 me-
tros de profundidad.

Los resultados de aislamiento de bacterias
marinas de este trabajo indicaron que el QQ es
una actividad de elevada prevalencia en el medio
marino entre las bacterias cultivables, como
demuestra la elevada frecuencia de aislados con
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capacidad de degradacién enzimatica de sefiales
de quorum sensing (QS) tipo AHL, obtenidos tan-
to de comunidades bacterianas costeras como
de muestras de agua de mar. De un total de 630
bacterias aisladas, 109 presentaban actividad enzi-
mdtica degradadora al menos sobre una de las
AHLs probadas, lo que representa un 17,3% del
total de los aislados analizados, porcentaje casi
un orden de magnitud mas elevado que el descri-
to para aislados de suelo. El origen de la muestra
afectd fuertemente a la actividad, siendo mayor
en el alga Fucus vesiculosus (39,4% de especies
activas) y en muestras de alta mar a 0 y 10 metros
de profundidad (27,7 y 21,7% respectivamente).

Se han identificado 19 aislados capaces de
degradar un amplio espectro de AHLs, en su
mayoria pertenecientes a géneros estrictamente
marinos. Los aislados con actividad QQ de amplio
pertenecieron a 13 géneros encuadrados en los
phyla a-; y-Proteobacteria (7, incluyendo una nue-
va especie préxima a Phaeobacter); Actinobacte-
ria (1); Firmicutes (2) y Bacteroidetes (3).

Existe una fuerte discrepancia entre el nime-
ro de aislados con actividad QQ en aguas marinas
y la frecuencia de las secuencias homdlogas a
enzimas de QQ conocidos en metagenomas del
medio marino. Esta discrepancia puede ser atri-
buida a la baja homologia existente entre secuen-
cias de enzimas de QQ o a la existencia de acti-
vidades enzimdticas todavia no descritas.

La caracterizacion de la actividad QQ del ais-
lado 20J, identificado como Tenacibaculum dis-
color (99% 1D), revela que esta cepa presenta dos
tipos de actividad de tipo enzimatico, siendo una
de ellas una lactonasa que se excreta al medio de
cultivo. Esta actividad QQ de amplio espectro
sobre AHLs esta conservada en las especies del
género Tenacibaculum, con la excepcion de T.
maritimum NCIMB 2154" que Unicamente degra-
da AHLs largas. Miembros del género Tenaciba-
culum, pertenecientes al phylum Bacteroidetes,
producen C4-HSL. Esta AHL podria controlar el
modo de crecimiento en biopelicula de T. mariti-
mum NCIMB 2154 y puede ser detectada in vivo
en el patégeno T. discolor DSM 18842.

Caracterizacion de las
hidrolasas producidas por la
bacteria halofila extrema
Salicola marasensis

Ma de Lourdes Moreno Amador
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olar marine salterns constitute excellent

models for studying the ecology of hyper-
saline environments where molar concentra-
tions of salts are present. Extremely halophilic
microorganisms, able to grow optimally in media
containing 15-30% (w/v) Nacl, are evolved two
different strategies for the osmoadaptation to
saline habitats: “salt-in” (accumulation of inor-
ganic cations) and “salt-out” (synthesis and/or
accumulation of compatible solutes). Extreme
halophiles have potential biotechnological appli-
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cations including the production of compatible
solutes, enzymes, -carotene and the degrada-
tion of toxic chemicals or enhanced oil recovery.
To our knowledge, no proteases and lipases
from extremely halophilic bacteria have been
characterized. Therefore, the detection, isola-
tion and characterization of hydrolytic enzymes
produced by extreme halophiles with optimal
activity over a wide range of salt concentrations,
constitute an interesting research topic.

In this study we explored the presence of
extremely halophilic Bacteria or Archaea produc-
ing hydrolytic enzymes (lipases, proteases, amy-
lases and DNAses) in marine salterns of Huelva
(South Spain). Based on its ability to produce pro-
teolytic and lipolytic activity we selected and
characterized the extremely halophilic bacterium
Salicola marasensis IC10. Moreover, we deter-
mined the osmoadaptation mechanism of S.
marasensis 1C10 to balance the osmotic stress.

For the achievement of these objectives, a
screening program was performed in marine
salterns of Huelva using saline media containing
20% (w/v) NaCl and the specific substrates for the
hydrolytic enzymes. Under the restrictive condi-
tions used, a total of 150 fresh cultures showing
hydrolytic activities were isolated and from them,
only 82 strains presented the typical growth salt
requirement profile exhibited by the extreme
halophiles. 43 strains were selected and charac-
terized. Most hydrolase producers isolated were
assigned to the family Halobacteriaceae, com-
prising species of the genera Halorubrum, Haloar-
cula and Halobacterium. Three strains were not
phylogenetically assigned to the family Halobac-
teriaceae and were closely related to Salicola
marasensis, Pseudomonas halophila and Salinibac-
ter ruber. The most frequent hydrolytic activity
detected was amylase (70%), followed by pro-
tease (17%) and lipase (13%). The majority of the
amylase producers formed a clear branch with
high affinity to the genus Halorubrum, the pro-
tease producers were closely related to the genus
Halobacterium and the lipolytic producers had the
major genera diversity.

The strain 1C10 showing proteolytic and
lipolytic activity was selected for further studies.
According to phylogenetic, phenotypic and geno-
typic data, this strain was assigned as S. marasen-
sis IC10 and the optimum conditions for growth
were 15% NaCl, pH 8.0 and 40°C. Lipolytic activity
was detected in the intracellular fraction corre-
sponding to cytoplasmic proteins and the activity
was stable in the temperature range from 37°C
to 45°C, in presence of organic solvents such as
1-buthanol, 2-buthanol and acetone as well as the
chelator EDTA and the salts of Ni**, Ca** and Zn*".
The lipolytic fraction showed a high tolerance to
saline conditions, up to even 4 M Nacl with an
optimum at 1 M NaCl. The proteolytic activity was
also detected in the intracellular fraction, show-
ing optimal activity with egg albumin and gela-
tine as substrates. The gene coding the protease
Salipro, designated protS, has been cloned by
inverse PCR and encodes an 817 residues protein,
showing high sequence similarity to serine pro-
teases of the Lon family.

The osmoadaptation mechanism to balance
the osmotic stress of S. marasensis 1C10 consists
on the accumulation of betaine as the sole com-
patible solute. The accumulation of betaine is not
affected by the salinity of the culture medium
and this bacterium is able to synthesize betaine
of de novo.
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n la actualidad el empleo de bacterias del aci-

do lactico probidticas, principalmente de los
géneros Lactobacillus y Bifidobacterium, se ha
generalizado mediante su incorporacién en pro-
ductos lacteos, como el yogur, debido a sus efec-
tos beneficiosos sobre la salud humana. Esto
implica que tanto la seguridad como la estabili-
dad de estos microorganismos a lo largo del pro-
ceso de produccién sean un punto de especial
atencién. Es en este punto donde juegan un
papel importante técnicas como la microencap-
sulacién, que ofrecen una proteccidn fisica frente
a condiciones desfavorables a las que estos
microorganismos se pueden enfrentar durante
los procesos de produccién, almacenamiento y
durante su paso a través del tracto gastrointes-
tinal. Los exopolisacdridos microbianos, amplia-
mente utilizados en industria alimentaria, pueden
constituir un buen material de encapsulacién ya
que entre sus funciones bioldgicas se encuentra
la de proteger a las células microbianas frente a
efectos adversos.

En este trabajo de tesis se ha abordado un
estudio sobre el potencial de empleo de polime-
ros microbianos como agentes para la microen-
capsulacién de microorganismos probidticos.
Para ello se ha investigado la viabilidad de los
microorganismos encapsulados al exponerse
frente a diversas condiciones desfavorables in
vitro asi como también su capacidad de coloni-
zacion a nivel intestinal, el impacto sobre comu-
nidades representantes de la microbiota fecal y
su capacidad para modular la respuesta del sis-
tema inmune en modelos murinos.

Gelano, xantano, pululano y jamilano, este
ultimo obtenido a nivel de laboratorio a partir
de Paenibacillus jamilae, fueron los polimeros
microbianos inicialmente escogidos como mate-
rial de encapsulacidn. Sin embargo, sdlo las
mezclas de Xantano:Gelano (1%:0,75%) y Jamila-
no:Gelano (1%:1%) resultaron validas para la
encapsulacién de Lactobacillus plantarum CRL
1815, Lactobacillus rhamnosus ATCC 53103 y Bifi-
dobacterium longum ATCC BAA-999, empleando
para ello un generador electrostatico de goteo.
Dicha encapsulacién no mejoraba la viabilidad
microbiana durante el almacenamiento ni tam-
poco tras una exposicion in vitro a pH muy acido.
Sin embargo, tras la exposicion a condiciones
gastrointestinales simuladas, si se detectd un
efecto protector cuando la matriz de encapsu-
lacién fue Xantano:Gelano (1%:0,75%). Propieda-
des probidticas como auto-agregacion y produc-
cion de perdéxido de hidrégeno fueron analizadas
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tras la exposicién a dichas condiciones gastroin-
testinales, no observédndose ninguna modifica-
cién asociada a ella.

Los resultados de los estudios in vivo se obtu-
vieron tras la administracién de L.plantarum CRL
1815 encapsulado en las 2 mezclas de polimeros
validadas. Segun los resultados obtenidos tras el
andlisis mediante Hibridacién in situ fluorescente,
la administracién de las capsulas sin contenido
bacteriano estimuld el crecimiento de los grupos
microbianos estudiados. Esto significaria una
degradacion de la pared de las cdpsulas por micro-
organismos fecales permitiendo la liberacién de
los microorganismos encapsulados a nivel intes-
tinal. Se detecté ademas un leve incremento del
numero en el grupo microbiano correspondiente
ala cepa administrada cuando ésta fue encapsu-
lada con Jamilano:Gelano (1%:1%), moduldndose
ademas los grupos microbianos C.coccoides-E.rec-
tale y Clostridial cluster IX. El analisis con electro-
foresis desnaturalizante en gradiente temporal
de temperatura permitid aislar el microorganismo
administrado asociado a epitelio intestinal cuan-
do se administré encapsulado en Jamilano:Gelano
(1%:1%), verificando la hipétesis de una posible
colonizacién por nuestra cepa. Finalmente, no se
observé toxicidad ni inmunomodulacién en los
ensayos de linfoproliferacién frente a mitégenos
realizados.

Filogenia de la familia
Halomonadaceae basada
en el analisis por secuenciacion
multilécica (MLSA)
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a familia Halomonadaceae constituye una rama

filogenética independiente dentro de la clase
Gammaproteobacteria en funcidn del andlisis de
la secuencia del gen ARNr 16S y aunque agrupa
microorganismos muy heterogéneos, esta for-
mada fundamentalmente por bacterias haldfilas.
Desde su creacién en 1988, la clasificacion de esta
familia ha sido modificada en multiples ocasiones.
En abril de 2010, la familia Halomonadaceae com-
prendia 10 géneros: Halomonas, Chromohalobac-
ter, Zymobacter, Carnimonas, Cobetia, Halotalea,
Modicisalibacter, Salinicola, Kushneria y Aidingi-
mondas.

El objetivo de esta Tesis Doctoral ha sido
estudiar en detalle las relaciones filogenéticas
de las cepas tipo de las especies de esta familia
y clarificar su clasificacién actual mediante una
aproximaciéon por MLSA basado en la secuencia
de los genes “housekeeping” ARNr 16S, ARNr
23S, atpA, gyrB, rpoD y secA. Siguiendo las reco-
mendaciones de los estdndares minimos defini-
dos para la familia Halomonadaceae, se ha
secuenciado nuevamente el ARNr 16S de siete
cepas tipo que poseian muchas posiciones inde-
terminadas y, por tanto, no alcanzaban los estan-
dares de calidad. Ademas, se ha llevado a cabo
un estudio taxondmico polifasico de algunas
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cepas que nos ha permitido proponer la descrip-
cién de nuevos taxones.

El analisis por secuenciacién multildcica ha
confirmado que la familia Halomonadaceae forma
un grupo monofilético dentro del orden Ocea-
nospirillales. Con los resultados obtenidos, todos
los géneros incluidos en esta familia son cohe-
rentes desde el punto de vista filogenético, a
excepcion de Modicisalibacter, cuya posicién
taxondémica como género independiente no esta
clara, y Halomonas, que es polifilético. El género
Halomonas comprende dos grupos claramente
diferenciados: el grupo 1 (denominado Halomo-
nas sensu stricto), con 12 especies, incluyendo
Halomonas elongata —especie tipo del género-y
el grupo 2, que incluye a 16 especies. Mds de 20
especies de este género no se incluyen en nin-
guno de estos grupos y, puesto que su posicién
en los diferentes drboles filogenéticos no es esta-
ble, tampoco pueden reconocerse como un gru-
po o género adicional.

Por otro lado, los drboles filogenéticos obte-
nidos mediante el estudio MLSA, junto a otros
estudios fenotipicos, genotipicos y quimiotaxo-
némicos realizados nos han permitido: i) describir
la cepa A10" -aislada de la superficie de las hojas
del manglar negro Avicennia germinans— como
una nueva especie y género dentro de la familia
Halomonadaceae, bajo el nombre Kushneria
aurantia. i) reclasificar las especies Halomonas
marisflavi, H. indalinina y H. avicenniae dentro de
este nuevo género, como Kushneria marisflavi,
Kushneria indalinina y Kushneria avicenniae, res-
pectivamente. iii) modificar la descripcién del
género Salinicola y la de la especie Salinicola
socius. iv) transferir las especies Halomonas sala-
ria y Chromohalobacter salarius al género Salini-
cola, como Salinicola salarius y Salinicola halophi-
lus, respectivamente.

Ademas, en esta investigacion hemos eva-
luado la capacidad de resolucién de los genes
housekeeping estudiados. La secuencia del gen
secA es la que presentd una mayor tasa de evo-
lucidn, seguida por la de los genes rpoD, gyrB,
atpA, ARNr 23S y ARNr 16S. Cinco de los seis
genes estudiados (ARNr 16S, ARNr 23S, gyrB,
rpoD y secA) mostraron una historia evolutiva
similary, por tanto, las filogenias inferidas a partir
de ellos fueron bastante semejantes. Los dife-
rentes géneros y grupos intragenéricos definidos
para la familia Halomonadaceae se conservan al
utilizar estos cinco genes, aunque las posiciones
relativas entre los grupos e incluso las relaciones
dentro de un mismo grupo pueden variar depen-
diendo del gen estudiado. Con estos resultados
concluimos que la transferencia génica horizontal
(HGT) juega un papel importante en la evolucién
de los miembros de la familia Halomonadaceae.
Por otro lado, el gen atpA mostrd una historia
evolutiva diferente con respecto a los otros
genes estudiados, por lo que no es ttil como mar-
cador filogenético en esta familia. El analisis de
la secuencia concatenada de los seis genes mini-
mizd el impacto de posibles eventos de recom-
binacidn al calcular relaciones filogenéticas con
fines taxonémicos y dio como resultado una filo-
genia acorde a la actual situacién taxonémica de
la familia Halomonadaceae. Finalmente, aunque
serfan necesarios otros estudios mediante MLSA
en los que se incluyeran varias cepas de la misma
especie, proponemos el uso de los genes ARNr
16S, gyrB y rpoD como los mas adecuados para
realizar estudios por MLSA en la familia Halomo-
nadaceae.
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| tacrolimus, inmunosupresor ampliamente
usado en clinica para evitar el rechazo en los
trasplantes de érganos, es producido por diferen-
tes especies de Streptomyces como “Streptomy-
ces tsukubaensis” y Streptomyces sp. ATCC 55098.

La biosintesis de diversos metabolitos secun-
darios en Streptomyces sdlo se da en condiciones
limitantes de fosfato. La respuesta a la escasez de
fosfato estd mediada por el sistema de dos com-
ponentes PhoR-PhoP. La unién de PhoP ala zona
promotora de ciertos genes (regulén pho) provo-
ca una serie de cambios en la célula encaminados
a la supervivencia a la limitacion por fosfato. La
inactivacion de este sistema en Streptomyces livi-
dansy Streptomyces natalensis favorece la super-
produccién de metabolitos secundarios. Un meca-
nismo similar puede participar en la regulacion de
la biosintesis de tacrolimus en las especies “S. tsu-
kubaensis” y ATCC 55098.

Un primer abordaje al trabajo con las espe-
cies productoras de tacrolimus consistid en el
andlisis de la produccién de dicho inmunosupre-
sor. En el caso de ATCC 55098 se obtuvieron valo-
res muy bajos y poco reproducibles, mientras
que “S. tsukubaensis” presenta unos valores
medios de produccién de 20 mg/l; produccién
que sufre una disminucién ante un aumento del
fosfato y un incremento en presencia de lisina o
agentes estresantes como el DMSO. Ademas, los
posteriores estudios de Biologia Molecular pre-
cisaron la construccién de una genoteca en
SuperCos 1 para ambas especies. Dichas genote-
cas fueron organizadas en placas de microtitula-
cion con el objetivo de facilitar los rastreos de las
mismas (Martinez-Castro et al., 2009).

Para completar los estudios preliminares se
determind la posicién taxondmica de la espe-
cies de interés mediante un andlisis filogenético
basado en la secuencia del ARN ribosomal 16S,
englobado en un estudio taxonémico segun los
parametros de la Taxonomia Polifasica. Dicho
analisis ha permitido definir a Streptomyces sp.
ATCC 55098 [renombrada como Streptomyces
tacrolimicus (Martinez-Castro et al., 2010)] y
“S. tsukubaensis” como especies Unicas del géne-
ro Streptomyces.

El estudio del control por fosfato en S. tacro-
limicus y “S. tsukubaensis” precisé, en primer
lugar, la secuenciacidn del sistema de dos com-
ponentes phoRP en ambas especies. Estos genes
presentan una alta identidad con sus ortdlogos
y la misma organizacién que en otras especies
de Streptomyces. La unién de PhoP a la region
promotora de phoRP en ambas especies, y por
tanto su autorregulacion, ha sido confirmada
mediante experimentos de EMSA.

En S. tacrolimicus la inactivacion del sistema
PhoRP provoca cambios en el patrén de esporu-
lacién en medio TBO. Asi, se ha observado que

los mutantes DphoP y DphoRP presentan un cre-
cimiento anémalo no llegando a diferenciarse a
bajas concentraciones de fosfato. Esto puede ser
debido aineficiente transporte de fosfato al inte-
rior celular. En cambio, si el medio es suplemen-
tado con sales de fosfato las cepas mutadas desa-
rrollan una esporulaciéon adelantada con respecto
ala cepasilvestre. Al igual que ocurre en Bacillus
subtilis, parece probable que en Streptomyces
exista un regulador que tras una situacién con-
tinua de escasez de fosfato frene la respuesta a
esta situacion limite y a su vez active la diferen-
ciacion morfoldgica.

En “S. tsukubaensis” la delecién de phoP y
phoRP mediante REDIRECT no fue posible. Sin
embargo, la disposicién de la secuencia completa
del genoma permitid el estudio de los genes bajo
el control de PhoP mediante experimentos de
EMSA. Asi, se ha detectado que el regulén pho
no estd totalmente conservado entre S. coelicolor
y “S. tsukubaensis”. La respuesta a la escasez de
fosfato mediada por PhoRP es un mecanismo
muy conservado en Streptomyces, pero no asf
los cambios que tienen lugar en la célula, los cua-
les estan mediados por la expresién de los dife-
rentes genes del regulén pho.

Importancia del plasmido
pSymB para la tolerancia
de Sinorhizobium meliloti a
estrés abidtico
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Trabajos previos habian evidenciado que la
capacidad de adaptacién de la bacteria a
estrés salino y osmdtico influye sobre el desarro-
llo de la simbiosis Rhizobium-leguminosas. En
este trabajo se determind el papel del pldsmido
simbidtico pSymB de Sinorhizobium meliloti 1021
en la osmoadaptacion de esta bacteria, y se iden-
tificaron genes localizados en dicho plasmido que
son importantes para este proceso. Se sabe
que el plasmido pSymB (1,68 Mb) de S. meliloti
es esencial para esta bacteria y que no puede ser
curada del mismo. Los estudios sobre la capaci-
dad de crecimiento de cepas portadores de dis-
tintas versiones delecionadas de pSymB, en
medios de elevada osmolaridad, junto con estu-
dios transcriptémicos y andlisis in silico permitie-
ron la identificacién de un regién de 200 Kb en
este plasmido que es necesaria para la osmoa-
daptacién de la bacteria y que contiene 2,3 veces
mayor densidad de genes osmorregulados que
el promedio del genoma. Estudios genéticos lle-
varon a identificar el operén formado por los
genes SMb21091 y SMb21092 como importante
parala osmotolerancia de S. meliloti 1021. El ana-
lisis y la caracterizacién genética a través de la
obtencién de mutantes individuales en los genes
SMb21091y SMb21092, permitié observar que
SMb21092 por si sélo no es necesario para la
osmodaptacién de S. meliloti. Por el contrario,
lainactivacién del gen SMb21091 conllevaba una
significativa reduccién de la capacidad de creci-
miento de la bacteria en medios con altas con-
centraciones de NaCl, asi como a una notable

deficiencia de crecimiento a pH moderadamente
4cido y a temperaturas infra y supradptimas de
crecimiento. La complementacién con un gen
SMb21091 silvestre en trans permitia recuperar
los niveles silvestres de crecimiento en tales con-
diciones. Dada laimportancia de SMb21091 para
la tolerancia de S. meliloti a varios estreses abid-
ticos, este gen ha sido renombrado como satM
(salt, acidity and temperatura tolerance). Al con-
trario de lo que cabria esperar, la expresion de
satM parece ser constitutiva. Analisis in silico jun-
to con ensayos de determinacién de la localiza-
cién subcelular de la proteina SatM, sugirieron
que el gen satM de S. meliloti 1021 codifica para
una proteina periplasmica con probable actividad
muramidasa, que podria ser necesaria para
garantizar la 6ptima plasticidad de las envueltas
celulares, particularmente el peptidoglucano y
lamembrana externa, en condiciones ambienta-
les desfavorables. Finalmente, se observd que
satM no parece estar implicado en el estableci-
miento de simbiosis con Medicago sativa, ya que
mutantes en este gen mostraron una capacidad
de formar nédulos fijadores de nitrégeno similar
ala de la cepassilvestre.

Estudio de la produccion
de magnetita por bacterias
y de su aplicacion como
marcador de actividad
biogénica

Teresa Pérez Gonzalez

Directoras: Concepcion Jiménez

Lopez y Maria Teresa Gonzalez

Muioz

Departamento Microbiologia,
Facultad de Ciencias, Universidad
de Granada

os biomarcadores minerales sirven para evi-
denciar la presencia de vida en muestras de
origen desconocido, tanto terrestres como extra-
terrestres. La magnetita es un éxido de hierro
magnético que se utiliza como biomarcador, en
concreto el mineral producido por bacterias mag-
netotacticas. Esto es debido a que estas magne-
titas poseen unas caracteristicas Unicas que no
estdn presentes en otros tipos de magnetita, tan-
to en las producidas de manera inorgénica como
en las producidas por otras bacterias. Magnetitas
con estas caracteristicas se han encontrado en
un meteorito de origen marciano, lo que se ha
utilizado como prueba de una antigua vida micro-
biana en Marte, esto ha generado un gran debate
en torno a las caracteristicas utilizadas para reco-
nocer la biogenicidad de una muestra. Una de
estas caracteristicas es la pureza quimica, en este
trabajo de investigacidn se han realizado todo
tipo de experimentos de sintesis de magnetita,
de formas inorganica y biogénica, para compro-
bar si esta caracteristica de la pureza quimica es
vélida o no. Gracias a los resultados obtenidos
se ha visto que no es valido, ya que hemos sido
capaces de incorporar cationes en las magnetitas
producidas por bacterias magnetotdcticas.
Por otro lado, en la tierra, aparte de las bac-
terias magnetotacticas otros microorganismos,
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las bacterias desasimiladoras reductoras del hie-
rro, precipitan magnetita. Estas magnetitas no
son utilizadas como biomarcador porque se las
supone indiferenciables de las magnetitas inor-
ganicas. En esta tesis se ha investigado este tipo
de magnetitas en profundidad y se han visto dife-
rencias con las magnetitas inorganicas pudiendo
utilizarse a partir de ahora como biomarcador.

Por ultimo, en esta tesis hemos perseguido
un objetivo biotecnoldgico. Las magnetitas tie-
nen gracias a sus propiedades magnéticas mul-
titud de usos como nanomaterial. Estas propie-
dades son debidas al tamafo y morfologia de la
particula. Las magnetitas producidas por bacte-
rias magnetotdcticas son las mas apropiadas por
su homogeneidad y facilidad de produccidn. Sin
embargo, su aplicacidn se ve limitada debida a
esta homogeneidad. Se ha conseguido variar las
propiedades magnéticas de las particulas produ-
cidas por bacterias magnetotdcticas incorporan-
do cationes en los cristales. Gracias a esto se abre
el abanico de aplicaciones en las que se pueden
utilizar.

Caracterizacion de la proteina
efectora SteC de Salmonelia
en el modelo eucariético
de levadura
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umerosos factores de virulencia de Salmone-

lla son proteinas efectoras secretadas por
sistemas de secrecion tipo 111 (T3SS) al interior
de la célula hospedadora, que favorecen la entra-
da de la bacteria en el interior de la misma y su
replicacion y supervivencia intracelular. Para ello,
acttian sobre distintos procesos y estructuras
celulares (tales como las rutas de transduccién
de sefiales mediadas por MAP quinasasy el cito-
esqueleto) que estan altamente conservados en
todos los organismos eucaridticos. Este hecho
permite utilizar la levadura Saccharomyces cere-
visiae como modelo de célula hospedadora para
el estudio de dichas proteinas efectoras.

En este trabajo hemos caracterizado la fun-
cién de la proteina efectora SteC de Salmonella
Typhimurium utilizando este modelo. La sobre-
expresion de SteC en levadura es capaz de inhibir
su crecimiento alterando sustancialmente su
morfologia y estructuras del citoesqueleto. Ade-
mas, SteC produce la inhibicién de la ruta de apa-
reamiento mediada por las MAP quinasas Fus3y
Kss1y de la ruta de alta osmolaridad mediada por
la MAP quinasa Hog1. Hemos demostrado que
dicha inhibicién tiene lugar a nivel de la Rho GTPa-
sa Cdc42 mediante la interaccion con su GEF
Cdc24, a través de la regién amino-terminal de
SteC. Esta regidn presenta similitud estructural
a proteinas reguladoras de la sefializacién por
proteinas G (RGS), y de hecho también interac-
ciona con la subunidad a de la proteina G hete-
rotrimérica de la ruta de apareamiento (Gpat).
Esta regién amino-terminal de SteC es asi mismo

responsable de los efectos fenotipicos y de inhi-
bicién del crecimiento observados al sobreex-
presar de SteC en levadura, asi como de su loca-
lizacién membranal. Por consiguiente, utilizando
el modelo de levadura, hemos caracterizado una
nueva regién funcional en la proteina Ste(, esta-
bleciendo un punto de partida para nuevos estu-
dios de esta proteina en células eucaridticas
superiores.
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de enzimas del metabolismo
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L a presente Tesis Doctoral describe la influen-
cia de diversos mecanismos de regulacion en
la expresidn de enzimas del metabolismo de ami-
nodcidos y su relacién en el control de la forma-
cion de compuestos volatiles en Lactococcus lac-
tis. Para la consecucidn de este trabajo, se llevé
a cabo el estudio de la expresion de determina-
das enzimas que participan en las rutas de sinte-
sis y degradacién de aminodcidos. El estudio se
realizé integrando observaciones fenotipicas con
andlisis gendmicos y transcriptémicos en estirpes
de L. lactis sometidas a condiciones de crecimien-
to con diferencias en la disponibilidad de amino-
acidos, especialmente los de cadena ramificada
(BCAAs), dado su marcado cardcter regulador.

En primer lugar, se estudio en L. lactis IFPL730
el efecto del contenido en BCAAs en el medio de
crecimiento sobre la expresién de genes que
estdn relacionados con el catabolismo de aminod-
cidos y la formacién de compuestos representa-
tivos del aroma en queso (araT, beaT, kivD, ytjE 'y
panE). La carencia o ausencia de BCAAs en el
medio de crecimiento determind cambios en la
expresion de estos genes, probablemente con-
trolados bajo el mecanismo de regulacién global
del metabolismo del nitrégeno ejercido por CodY.
Los cambios genéticos observados en estas con-
diciones de crecimiento repercutieron en el perfil
de compuestos volatiles producidos por L. lactis
IFPL730.

En segundo lugar, se caracterizd la respuesta
en el metabolismo de aminoacidos de L. lactis a la
carencia de isoleucina en el medio de crecimiento
mediante un estudio genémico-transcriptémico.
El andlisis gendmico se realizé para investigar la
organizacién del genoma de L. lactis IFPL730
mediante hibridaciéon genémica comparativa
(CGH), utilizando un microchip con los genomas
de L. lactis 1L1403 y L. lactis SK11. El andlisis por CGH
mostro la variabilidad genética existente entre las
tres cepas de L. lactis, revelando la existencia de
diversidad tanto de genes como de regiones inter-

génicas. La respuesta a la carencia de isoleucina
fue evaluada mediante un estudio transcriptémico
sobre L. lactis 1L1403 e IFPL730 en diferentes eta-
pas del crecimiento. Se mostrd una variabilidad
en la expresién de genes implicados en la hidrdlisis
de péptidos y el transporte de péptidos y amino-
4cidos en respuesta a la ausencia de isoleucina.
También se estudid la expresidn variable de genes
involucrados en la biosintesis de isoleucina en las
dos estirpes y en diferentes estados celulares.
Ademads, se observd la existencia de un complejo
mecanismo que regulaba la respuesta génicaala
carencia de isoleucina en L. lactis, implicando a
varios reguladores y conectando el metabolismo
del nitrégeno y del carbono.

Por ultimo, se caracterizaron los mecanismos
genéticos relacionados con la regulacién de la
region promotora del gen kivD de L. lactis IFPL730.
Esta region posee dos presuntas secuencias con-
senso de promotores con polaridad divergente,
una en direccién al gen kivD y la otra en la direc-
cién opuesta delante de un operén compuesto
por los genes reguladores rmaF y rIrC. Ademas,
en esta regiéon se encuentran una presunta
secuencia de reconocimiento para la unién con
el regulador CodY (caja CodY) entre las regiones
-10'y -35 del promotor Py;, p Y una secuencia repe-
tida inversa (RI) cerca de la regién -35 del promo-
tor PRmaF-Rirc: Se procedid a la fusién transcrip-
cional de esta region promotora en un vector de
expresién en L. lactis, que se construyd para la
realizacion de este estudio con los genes que
codifican las proteinas autofluorescente roja
(mRFP) y verde (GFP), organizados en sentido
divergente. Los resultados obtenidos permiten
concluir que los reguladores RmaF y RIrC repri-
men la expresién de la regién promotora del gen
kivD. Ademads, se comprobd que la expresién de
laregién promotora del gen kivD dependia de la
secuencia correspondiente a la caja CodY y de
la secuencia Rl y que la influencia ejercida por
estas regiones dependia del contenido en BCAAs
en el medio de crecimiento.

Epidemiologia molecular
de virus causantes
de gastroenteritis y hepatitis
en Cataluia

Unai Pérez Sautu

Directores: Albert Bosch Navarro y

Rosa Maria Pint6 Solé

Departamento de Microbiologia,
Universidad de Barcelona

L os virus entéricos humanos se convierten en
contaminantes del medio acuatico debido a
que son excretados en grandes cantidades por
los individuos infectados y a que los mecanis-
mos de depuracion de aguas residuales actuales
no aseguran una completa eliminacién de los
mismos. Un importante ndimero de los brotes
de gastroenteritis de origen hidrico documen-
tados estdn relacionados con norovirus (NoV)
y sapovirus (SaV) humanos. Se realizé un estu-
dio de la cuenca del rio Llobregat basado en un
muestreo mensual de diferentes puntos a lo lar-
go del mismo, con el objetivo de estudiar el papel
de estos virus como contaminantes bioldgicos de
nuestros rios. Ademas, se estudiaron también
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muestras procedentes de una estacion depura-
dora de aguas residuales (E.D.A.R.) y de una plan-
ta de tratamiento que emplea el mencionado rio
como fuente para la produccién de agua potable.
Todas las muestras se concentraron y se some-
tieron a técnicas de Real-Time RT-PCR especificas
para detectar ambos virus. Se detectaron eleva-
das concentraciones de NoV y SaV tanto en mues-
tras de aguas residuales como de agua de rio.
Todas las muestras de agua de consumo resulta-
ron negativas para ambos virus. Tanto NoV como
SaV fueron detectados a lo largo de casi todo el
periodo de estudio (Noviembre 2007 - Abril 2009)
con una mayor concentracién general durante la
estacion fria. Se observé un claro descenso en
la concentracién de ambos virus en los meses
de verano (Julio y Agosto) en todas las clases de
muestras positivas. Ambos virus se mostraron
parcialmente resistentes al efecto depurador de
los procesos de la E.D.A.R. estudiada. El genoti-
po de SaV mas prevalente fue el Gl.2. En el caso
de NoV el genotipo mas prevalente fue el GI.4.
Se detectaron ademas por primera vez en el
medioambiente diferentes variantes de la cepa
pandémica de NoV de genotipo I1.4, corroboran-
do su circulacién en la poblacién en el periodo
estudiado. Estos datos ponen de manifiesto la
importancia de de NoV y SaV como contaminan-
tes bioldgicos del rio Llobregat, y sefialan aambos
como unos patégenos humanos con una elevada
prevalencia medioambiental.

Entre los diferentes origenes de la infeccién
por el virus de la hepatitis A (HAV), destaca la
introduccién del virus desde dreas endémicas
mediante el consumo de alimentos contamina-
dos, los viajes a dichos destinos y los flujos de
inmigracion desde los mismos. Otro de los grupos
de riesgo son los hombres homosexuales activos
(MSM), entre los cuales han tenido lugar en los
ultimos anos importantes brotes en diferentes
paises de Europa. En este contexto se realizé un
estudio de muestras de pacientes IgM+ para el
HAV provenientes de casos esporddicos y brotes
ocurridos en la comunidad auténoma de Catalufia
en el periodo 2005-2009. Por otro lado, se quisie-
ron estudiar también las caracteristicas antigéni-
cas de las cepas circulantes del virus con el obje-
tivo de conocer su potencial para actuar como
reservorio de nuevas variantes antigénicas que
pudieran escapar a la proteccion ofrecida por las
vacunas actuales. Para ello, las cepas aisladas en
el estudio epidemioldgico se caracterizaron mo-
lecularmente y sus secuencias de aminodacidos se
compararon con las de las cepas HM-175 y GBM,
constituyentes de dos de las vacunas comerciales.
En el estudio epidemiolégico, la mayoria de cepas
aisladas se pudieron caracterizar como relaciona-
das con viajes, inmigracién e importaciones de ali-
mentos desde dreas endémicas, ademas de cepas
endémicas circulantes entre la poblacién MSM.
El 48% de las cepas pertenecian al genotipo IA, el
40% al genotipo IB y el 2% al genotipo IlIA. El 10%

restante pertenecia a un subtipo indeterminado
equidistante del los genotipos IA 'y IB que nos-
otros proponemos como un posible nuevo geno-
tipo (IC). Entre todas estas cepas se aislaron seis
variantes antigénicas potencialmente capaces de
escapar a la proteccién ofrecida por dos vacunas
actuales, la mayoria de ellas en el grupo MSM.
Estos datos indican que las cepas del HAV circu-
lantes en la poblacién de Catalufia tienen el poten-
cial de actuar como reservorio de nuevas varian-
tes antigénicas, especialmente en aquellos grupos
de riesgo donde se puede dar la coincidencia de
factores tales como una vacunacién inadecuaday
una situacion de inmunosupresién. Algunas de
estas variantes antigénicas pueden tener capaci-
dad de resistencia frente a ciertos preparados
vacunales actuales asi como una capacidad de
proliferar en presencia de anticuerpos superando
a la cepa salvaje HM-175, lo que indica que una
vez seleccionadas en un individuo inadecua-
damente vacunado y con un cierto grado de
inmunosupresion, tales como los pacientes HIV+,
podrian propagarse a otros individuos. Es conve-
niente por tanto dirigir hacia los distintos grupos
deriesgo programas de vacunacion especificos, y
en el caso del grupo MSM, informacién sobre
practicas sexuales de riesgo. Ademas, y muy par-
ticularmente entre los individuos MSM HIV+, se
deben hacer esfuerzos para completar los calen-
darios de vacunacién debido a su menor nivel de
respuesta inmune.

Socios colaboradores de los Grupos Especializados de la SEM:

o AGBAR, S.A.
 BIOETANOL GALICIA
« EMASA

« EMASESA
 Gamaser, S.L.

o Iberdrola, S.A.

« Instituto Tecnoldgico
Agroalimentario

o Iproma, S.L.

« Laboratorios Microkit S.L.

Publicacion de resimenes de Tesis Doctorales

Laboratorio Municipal de Vigo
Millipore Ibérica, S.A.

THOR Especialidades, S.A.

» VWR International Eurolab, S.L.
 Asociacion Grupo Bioindicacion

Actualidad SEM publica resimenes de Tesis Doctorales realizadas o dirigidas por miembros de la SEM. Deben
enviarse a la Secretaria de la SEM o al Director por correo electrdnico, siguiendo el formato: Titulo, Autor, Director(es),
Centro de redlizacién, Centro de presentacion (si es distinto) y Resumen (maximo, unas 500 palabras). El resumen que
se envia a la base de datos Teseo es apropiado también.

Actualidad SEM se reserva el derecho a no publicar la informacion si el resumen es excesivamente largo o el tema
del trabajo no guarda suficiente relacién con la microbiologia.

Socios que deben actualizar datos

e Bordes Benitez, Ana
e Jorge Blanco, José Carmelo
e Lafarga Capuz, Bernardo

e Lépez Ponce, Francisco José
e Rubio Vallejo, Manuel Francisco
e Sesma Bea, Begofia

e Yafez Ruiz, David Rafael
e Vazquez Dominguez, Evaristo

os datos correspondientes a cambios de direccién o de la domiciliacidon bancaria deben enviarse a la Secretaria

de la SEM por correo electrénico, normal o fax (ver www.semicro.es).
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El Grupo Especializado
de Protistologia

Ana Martin Gonzalez' y Aurelio Serrano Delgado*

'Dpto. Microbiologia III, Facultad de Biologia,

Universidad Complutense de Madrid. anamarti@bio.ucm.es

n primer lugar, quisiéramos agradecer al editor de Actua-

lidad SEM, Federico Navarro, su apoyo a este Grupo Espe-
cializado de Protistologia y la deferencia que ha tenido con
nosotros al invitarnos a este nimero especial, que permitird
presentar y dar a conocer al resto de los socios de la SEM
quiénes somos y clal es el objeto y la tematica de algunas
de nuestras investigaciones. También quisiéramos agradecer
al actual presidente de la SEM, Ricardo Guerrero, el apoyo
que siempre ha brindado a este Grupo Especializado, ya des-
de su etapa de editor de nuestra revista International Micro-
biology, donde nos dio la oportunidad de publicar un nimero
monografico de Protistologia en el afo 2001 (volumen 4).

NUESTROS COMIENZOS

| Grupo Especializado de Protistologia de la SEM comienza

suandadura en 1993, a propuesta de su Presidente, el Pro-
fesor Francisco Ruiz Berraquero, que atiende la peticién del
socio de la SEM, el Dr. Juan Carlos Gutiérrez Fernandez. Poco
después se formd una Comision Gestora, constituida por los
Dres. Juan C. Gutiérrez, Aurelio Serrano, Antonio Torres, Luis
Miguel Ruiz, Jestis Martin y Francisco Gamarro, que en reu-
niones posteriores establece los objetivos y principales lineas
directrices del Grupo Especializado. En 1994, se elije al primer
Presidente del Grupo Especializado de Protistologia al Prof.
Antonio Torres de la Universidad de Sevilla.

UN POCO MAS DE HISTORIA

esde su constitucion hasta la actualidad, este Grupo

Especializado ha participado activamente en todos los
Congresos de la SEM y también, en muy diversos congresos
internacionales de la especialidad. Durante este tiempo, se
han sucedido diversas Juntas Directivas, que nos han repre-
sentado en muy diversos foros. Actualmente este Grupo
Especializado, representa a nuestro pais en la Federation of
European Protistological Societies (FEPS), institucién inter-
nacional de la que es miembro fundador.

Instituto de Bioquimica Vegetal y Fotosintesis,

CSIC-Universidad de Sevilla. aurelio@ibvf.csic.es

¢ES NECESARIO UN GRUPO ESPECIALIZADO
EN PROTISTOLOGIA?

legados a este punto habria que preguntarse, ;:Por qué es

necesario un grupo especializado de Protistologfa? O lo
que es lo mismo, qué tienen de interés esos microorganismos,
desafortunadamente relegados hasta ahora en los libros de
Microbiologia, cuando no perdidos en los textos de Botanica
y Zoologfa, como una falsa moneda. ;Estd claro que son micro-
organismos! Pero ademds, son microorganismos muy intere-
santes, por muy diversas razones. No vamos a extendernos,
tan sdlo algunas lineas para refrescar la memoria.

Muchos protistas, tanto de vida libre (Chlamydomonas,
Euplotes, Tetrahymena, Ostreococcus, Paramecium,...) como
parasitos (Giardia, Leishmania, Plasmodium, Trypanosomad,...),
se pueden cultivar en el laboratorio y la secuenciacién de su
genoma ha permitido disponer de herramientas imprescin-
dibles para los estudios moleculares. Por su posicidn filoge-
nética privilegiada representan seres vivos unicelulares en
los que la evolucidn ha ensayado diversas estrategias, algunas
de las cuales han perdurado en los vegetales y otras, exclu-
sivamente en el reino animal. Los microbiélogos especializa-
dos en protistas no nos sorprendemos cuando nos hablan
de la existencia de multiples isoformas, duplicaciones y basura
génica, asi como genes de resistencia al herbicida paraquat
en microorganismos no fotosintéticos. Tampoco nos causa
sorpresa, porque nos es conocido, que las secuencias génicas
de ciertos protistas son mas semejantes a sus ortélogas en
humanos que aquellas presentes en la levadura. Y seguro
que el microbidlogo lector, sabe con este “la” a quien nos
estamos refiriendo..... Nadie duda que los protistas desem-
pefian un papel importante en todos los ecosistemas terres-
tres y acudticos actuales, incluido en aquellos con condiciones
extremas, determinando asi los limites de tolerancia de los
eucariotas como conjunto. También los hay anaerobios, con
y sin mitocondrias. En estos ambientes naturales ocupan
nichos ecoldgicos importantes y pueden utilizarse como
bioindicadores de contaminacién ambiental, tanto organica
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como inorgdnica, y en su biorremediacién. En los protistas
se puede comprobar claramente el concepto de filoespecie,
es decir, los ecotipos bacterianos, para que nos entendamos.
Los microbidlogos especializados en sanidad seguro que com-
prenden la incidencia clinica de los protistas, simencionamos
los términos, malaria, enfermedad de Chagas, toxoplasmosis,
etc. Sin embargo, probablemente desconocen que los pro-
tistas son reservorios microbianos de importantes bacterias
patégenas humanas (Legionella, Vibrio, Campylobacter,
Chlamydia... jy la lista continta creciendo!) (Molremet et al.
2005; Gourabatini et al. 2008; Harriff y Bermudez, 2009).
Estos reservorios incrementan la virulencia bacteriana, asi
como la permanencia de estos patdgenos en los ecosistemas
y serfan la razén por la cual dichos patégenos no se podrian
detectar por métodos convencionales de cultivo. No habla-
remos de trasferencia génica procariota-eucariota y viceversa,
pero estos fendmenos serian los tnicos capaces de explicar
la presencia de genes codificantes de proteorrodopsinas en
algunos dinoflagelados marinos, por ejemplo Oxyrrhis marina,
como se acaba de publicar recientemente (Slamovits et al.
2011). Hay que destacar la revolucién que ha significado el
reciente descubrimiento de los picoeucariotas, protistas del
tamario de bacterias (1-3 pm) y los eucariotas mas pequefios
descritos (Derelle et al. 2006); por su gran diversidad se ads-
criben a todos los grandes grupos filogenéticos (alveolados,
estramendpilos, microalgas prasinoficeas), pero también
definen linajes evolutivos totalmente nuevos (p.e., ficobilifi-
tas) cuyas particularidades metabdlicas y relevancia ecoldgica
estan por esclarecer. Por ultimo, debemos hacer referencia
alas aplicaciones biotecnoldgicas de los protistas en el dmbito
de la depuracién de aguas residuales, degradacién de con-
taminantes ambientales diversos (PAHs, colesterol,...) y la
eliminacién de algunos inorgdnicos, como el arsénico. Ya
sabemos que la biotransformacién metatica no es un fend-
meno restringido a bacterias; de hecho, algunos protistas,
como Tetrahymena thermophila, pueden llevarla a cabo.
Hablando de arsénico, vaya revuelo medidtico que existe con
la cepa de Halomonas, aislada del lago Mono que puede cre-
cer in vitro, utilizando arsénico en vez de fésforo (Wolfe-
Simon et al. 2010). Sin embargo, en ciertas diatomeas mari-
nas, el Cd, otro metal no esencial y tan citotéxico como el
arsénico, forma parte de algunas enzimas (Park et al. 2007).
Mas conocidos son los biocombustibles, obtenidos a partir
de microalgas, pero podriamos poner mas ejemplos. Como
las ciencias adelantan que es una barbaridad, ya disponemos
de biosensores, “nanomaquinas” y otros artilugios molecu-
lares, basados en protistas (Werlin et al. 2011; Amaro et al.
2011). Todo esto no habria sido posible sin los estudios basicos
en protistas modelo, que han realizado muchos microbidlo-
gos y que tan buenos frutos, como es la obtencién del premio
Nobel, le ha supuesto a dos de ellos, Thomas Cech (Cech,
2007) y Elisabeth Blackburn (Blackburn, 2010). Como dirfa
esta Ultima investigadora en una entrevista cuando le dieron
este galarddn, “es estupendo trabajar con un organismo tan
“freaky” como Tetrahymena’’: ; No sabes lo bien que te com-
prendemos, Liz !

(QUIENES SOMOS?

Desde su constitucién hasta la actualidad, nuestros que-
ridos consocios del Grupo han desarrollado una activa
labor, tanto gestora, como dedicada a promocionar la inves-
tigacién de diversos aspectos de la Protistologia. Pensamos
que este grupo tiene que aportar cosas importantes a la
Sociedad Espafiola de Microbiologfa, siendo una de las prin-
cipales, aumentar y difundir los conocimientos sobre los pro-
tistas entre los socios. Somos un Grupo poco numeroso
pero, aligual que los protistas, muy diverso como se puede
ver por los contenidos de los textos que han elaborado algu-
nos de los equipos investigadores a los que hemos solicitado
su colaboracidén. Desde aqui, quisiéramos disculparnos con
los grupos ausentes, pero estamos seguros que sabran com-
prender que disponemos de un espacio limitado.

Por esta limitacidn de espacio y también porque parece
un poco presuntuoso, no hacemos aqui una relacién de los
contactos con empresas y organismos que este Grupo Espe-
cializado ha establecido directa o indirectamente, a través
de distintos grupos de investigacién. Muchas de estas rela-
ciones quedan perfectamente reflejadas en los textos apor-
tados por dichos grupos.

El Grupo de Protistologia de la SEM ha establecido y man-
tiene fluidas relaciones con otros grupos de Protistologia
europeos y americanos, como el Groupement des Protisto-
logues de Langue Francaise y la International Society of Pro-
tozoologists, y estd integrado, junto con otras doce Socie-
dades nacionales del mismo ambito, en la FEPS (Federation
of European Protistological Societies), organismo internacio-
nal del que este Grupo es miembro fundador. En estos foros
desarrollamos un papel activo y como prueba de ello, cabe
decir que el Dr. Aurelio Serrano, ha sido recientemente invi-
tado a organizar en la bonita ciudad de Sevilla el VIl European
Congress of Protistology (VII ECOP), que tendra lugar en el
afno 2015.
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PRESIDENTES

ntonio Torres (Universidad de Sevilla, 1994-1998), Luis

Miguel Ruiz (Instituto Lépez Neira, Granada, CSIC, 1998-
2001), Juan Carlos Gutiérrez (Universidad Complutense de
Madrid, 2001-2004), Aurelio Serrano (Instituto de Bioquimica
Vegetal y Fotosintesis, CSIC-Universidad de Sevilla, 2004-
2010), Ana Martin (Universidad Complutense de Madrid,
2010-actualidad).

MESAS REDONDAS Y SIMPOSIOS

e XV Congreso en Madrid, 1995: Protistologia. Moderador:
Juan C. Gutiérrez. Ponentes: Bland J. Finlay, A. Torres, Luis
M. Ruiz y Dimas Fernandez-Galiano.

e XVICongreso en Barcelona, 1997. Protistologia. Modera-
dor: Antonio Torres. Ponentes: Manuel C. Lépez, Jesus
Martin, Aurelio Serrano, A. Baroin-Tourancheau

e XVII Congreso en Granada, 1999: Avances en Protozoo-
logia. Moderador: Luis Miguel Ruiz, Ponentes: Mariano

Esteban, Dieter Ammermann, Dolores Gonzdlez-Paca-
nowska y Ana Martin.

e XVIIl Congreso en Alicante, 2001: Relevancia de los Pro-
tistas en la Microbiologia Eucariota. Moderadores: Juan
C. Gutiérrez y Aurelio Serrano, Ponentes: Jose Miguel
Rubio, Michael Sleigh, Juan C. Gutiérrez, Aurelio Serrano.

e XIXCongreso en Santiago de Compostela, 2003: Protistas
como Modelos Microbianos. Moderadores: J.C. Gutiérrez
y Luis M. Ruiz, Ponentes: Aurelio Serrano, Luis M. Ruiz,
Ricardo Escalante, J.C. Gutiérrez.

e XX Congreso en Caceres, 2005: Protistas. Microorganis-
mos modelo en Biotecnologia y Biomedicina. Moderador:
Aurelio Serrano, Ponentes. Eduardo Villalobos, Federico
Valverde, Jaume Puigagut, Carmen Thomas.

e XXl Congreso en Sevilla, 2007: Avances en el Conocimien-
to de Protistas en la Era Post-Gendmica. Moderador: Aure-
lio Serrano, Ponentes: Francisco Gamarro, Emilio Fernan-
dez, Gilbert Greub, Juan C. Gutiérrez.

e Xll Congreso en Almeria, 2009: Protistas como Biofac-
torfas y Biosensores Microbianos. Moderadores: Juan
C. Gutiérrez y Aurelio Serrano. Ponentes. Miguel Gar-
cia-Guerrero, Emilio Molina, Francisco Amaro, Eduardo
Costas.

Se han realizado siete reuniones cientificas en Cérdoba
(1996), Granada (1998 y 2004), Madrid (2000 y 2006) y Sevilla
(2002, 2008). Cabe destacar que la reunién de 2008 tuvo por
vez primera cardcter internacional, al realizarse conjunta-
mente con el Groupement des Protistologues de Langue Fran-
caise bajo la denominacién de “First Spanish-French Congress
on Protistology”.

Biodiversidad Criptica

Genoveva F. Esteban, Bland J. Finlay, Francisco Guerrero, Francisco Jiménez-Gomez,

| Grupo “Biodiversidad Criptica” lo constituye un consor-

cio de investigadores del Reino Unido y Espafia. Actual-
mente el Grupo incluye a los doctores Genoveva Esteban,
Bland Finlay y Andréa Galotti (The River Laboratory, Queen
Mary University of London, Reino Unido); a los profesores
de universidad Dra. Gema Parra, Dr. Francisco Guerreroy Dr.
Francisco Jiménez-Gémez (Dpto. de Biologia Animal, Biologia
Vegetal y Ecologfa de la Universidad de Jaén; y al Dr. José
Luis Olmo (Dpto. de Produccion Vegetal y Tecnologia Agraria,
Escuela Universitaria de Ingenierfa Técnica Agricola, Univer-
sidad de Castilla-La Mancha).

Gema Parra, Andréa Galotti y José Luis Olmo

El principal objetivo del Grupo es el de fomentar la Bio-
diversidad Criptica como una herramienta de conservacion,
para la evaluacidon de ecosistemas acudticos y para enlazar
lainvestigacion cientifica con la gestién ambiental. La parcela
investigadora esta centrada en el descubrimiento de espe-
cies raras de protistas que residen en habitats poco comunes
y que actian como especies indicadoras de dichos ambien-
tes. Una parte significativa de la investigacion se centra en
el estudio y descripcidn de nuevas asociaciones simbidticas
en organismos unicelulares eucariontes.
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¢QUE ES BIODIVERSIDAD CRIPTICA?

No existe una definicién oficial de lo que constituye la
“Biodiversidad criptica”, también llamada “escondida”
u “oculta”. Para bidlogos moleculares se entiende como la
diversidad genética dentro de, por ejemplo, un Unico taxdn.
Pero el concepto de biodiversidad criptica abarca mucho
mas. En el caso que aqui concierne, esta diversidad oculta
presenta dos vertientes, y el uso de una u otra esta deter-
minado por la naturaleza de la investigacién en si. Las dos
vertientes son:

1. Desde un punto de vista de conservacion del ambiente
acuatico, la biodiversidad criptica es sindnimo de bio-
diversidad escondida, es decir, la biodiversidad invisi-
ble, que son todos aquellos organismos que debido a
su pequefio tamafio (menores de 2 mm) son invisibles
al ojo humano vy, debido a ello, no se incluyen en ins-
pecciones bioldgicas de conservacién de los ecosiste-
mas o a la hora de determinar las condiciones biol6-
gicas parala conservacion de un determinado habitat
(Esteban & Finlay 2010). Y sin embargo, estos organis-
mos microscopicos constituyen la base de las cadenas
tréficas (bucle microbiano).

2. Especies microscdpicas inactivas o enquistadas pre-
sentes en los ambientes acudticos; también incluye
especies con muy baja densidad poblacional y que no
se detectan durante observaciones microscépicas ruti-
narias. Este tipo de diversidad criptica también se
conoce como “banco de semillas” ya que los organis-
mos enquistados o presentes en nimero bajo se
encuentran “en espera” de que se restablezcan las
condiciones ambientales adecuadas para su crecimien-
to. El papel ecoldgico de la biodiversidad criptica como
“banco de semillas” es fundamental porque esta
encargada del continuo funcionamiento de los eco-
sistemas y es responsable de la respuesta inmediata
a cambios en el ambiente. Este tipo de diversidad
“oculta” se puede poner de manifiesto con métodos
especiales de cultivo y otros experimentos en el labo-
ratorio. Por ejemplo, en un estudio reciente de ciliados
de las Salinas del Alto Guadalquivir realizado por el
Grupo Biodiversidad Criptica se descubrié que un 85
a 100 % de la riqueza de especies de ciliados era crip-
tica; dichas especies se detectaron en experimentos
de manipulacién y diluciones sucesivas de la concen-
tracién de sal (Galotti et al. 2010).

INVESTIGACION EN EL GRUPO BIODIVERSIDAD
CRIPTICA

land J. Finlay y Genoveva F. Esteban son profesores en
la Queen Mary University of London. Bland es miembro
de la Real Academia de Ciencias del Reino Unido, y también
de la Real Academia de Ciencias y Letras de Dinamarca. La
investigacion cientifica de los doctores Finlay y Esteban tiene
lugar en el River Laboratory en Dorset, y se centra en la eco-

De izquierda a derecha: Drs. Genoveva F. Esteban, Andréa
Galottiy Bland J. Finlay.

logia de los protozoos de vida libre y en la dindmica y dimen-
siones de la diversidad bioldgica a nivel microbiano.

Actualmente, la prioridad es relacionar la investigacion
cientifica de base con la gestién y la conservacién ambiental
mediante el estudio de la biodiversidad “criptica”. El objetivo
fundamental es el de incorporar organismos acudticos de
tamafio diminuto en las inspecciones de conservacién
ambiental y desarrollar directrices de gestién de la biodiver-
sidad y de los ecosistemas, de manera que cubran la totali-
dad de la cadena tréfica y no solamente aquellos organismos
que se puedan considerar como mas carismaticos (como
libélulas o tritones, las larvas de los cuales dependen de orga-
nismos microscopicos para su supervivencia).

Otras dreas de investigacién tienen como objetivo el des-
cubrimiento de un “oasis” de ciliados mixotrdficos de agua
dulce; algas endosimbiontes de Loxodes rostrum; la identi-
ficacién de patrones fundamentales de la diversidad de euca-
riontes unicelulares en ambientes naturales con el fin de
comprender y hacer predicciones del funcionamiento de los
ecosistemas acuaticos; la caracterizacién de la diversidad
microbiana a nivel local y regional, en ambientes extremos
y en suelos; el disefio de técnicas rdpidas de evaluacidn de
habitats acuaticos mediante el empleo de ciliados como indi-
cadores de salud del ecosistema; la distribucién acumulativa
de riqueza de especies (activas y cripticas) de ciliados y cur-
vas de rarefaccién; y la taxonomia de ciliados.

Genoveva Esteban es una “Science, Technology and Engi-
neer Ambassador (STEM)” y organiza eventos cientificos
populares dirigidos a colegios de educacién primaria y secun-
daria, institutos y al publico en general, para promovery
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El Dr. Jiménez-Gémez en una de las salinas objeto de la
investigacion.

fomentar la investigacion cientifica. Para ello, recibe finan-
ciacién de la Royal Society, Esmée Fairbairn Foundation, Percy
Sladen Foundation Trust y Thomas Hardye School (colegio
UNESCO en Dorset, Inglaterra). En reconocimiento a su entu-
siasmo y dedicacién a compartir su pasidn cientifica con las
“generaciones futuras”, Genoveva ha recibido un diploma
del premio nacional al “Most dedicated STEM Ambassador
of 2010” en la Cdmara de los Lores.

La investigacion desarrollada en los ultimos cinco afios
por la Dra. Andréa Galotti ha estado centrada en el estudio
de la estructura de tamafios de la comunidad microbiana de
sistemas hipersalinos. Dicho estudio se ha desarrollado en
la Universidad de Jaén (donde realizd su Tesis Doctoral) y
en The River Laboratory (Reino Unido), donde ahora realiza
sus investigaciones post-doctorales con Bland Finlay y Geno-
veva Esteban. La investigacion de sistemas extremos de la
Dra. Galotti no se ha reducido a los sistemas hipersalinos
Unicamente. Asi, ha desarrollado un papel imprescindible
en proyectos cientificos llevados a cabo en lagunas de alta
montafia con el Dr. Francisco Jiménez-Gémez de la Univer-
sidad de Jaén, y en estudios sobre la respuesta de macroal-
gas polares al cambio climatico con el Dr. Francisco Gordillo
(Universidad de Malaga); este dltimo proyecto le ha permi-
tido viajar por segunda vez al continente antartico y expandir
conocimientos sobre ecologia microbiana.

Las lineas de investigacion de los profesores de la Univer-
sidad de Jaén —doctores Francisco Guerrero, Francisco Jimé-
nez-Goémez y Gema Parra- también tiene como prioridad el
andlisis, gestién y valoracién ambiental, con disefio de mode-
los de funcionamiento de comunidades peldgicas (pico-,
nano- y microplancton) como herramienta parala conserva-
cién. En concreto se centran en los siguientes aspectos:

1. Tolerancia de distintas especies acuaticas a los pro-
ductos xenobidticos utilizados principalmente en la

Loxodes rostrum (Martin Kreutz).

agricultura intensiva del olivar. Los productos xeno-
bidticos mas comunes de encontrar son residuos de
pesticidas, degradados de los mismos, e hidrocarburos
aromaticos que se incorporan a la cadena trdfica. El
objetivo principal es conocer el grado de tolerancia
de distintas especies acuaticas, principalmente perte-
necientes a la comunidad planctdnica (protistas, copé-
podos, claddceros, rotiferos, etc), mediante experien-
cias de toxicidad letal y subletal desarrolladas en
laboratorio, asi como de experiencias de mesocosmos.
Se analizan los efectos sobre distintos “endpoints”,
tanto fisioldgicos (crecimiento, desarrollo, respira-
cién), como bioquimicos (enzimas antioxidantes, nivel
de peroxidacidn de lipidos) como de comportamiento.
Otro objetivo importante dentro de este marco de
investigacion es desarrollar experiencias in situ que
permitan determinar el grado de alteracién de hume-
dales rodeados de agricultura intensiva mediante la
utilizacion de biomarcadores de contaminacidn, pro-
bados previamente en laboratorio.

2. Andlisis de la dinamica de las comunidades plancténi-
cas en sistemas tanto marinos como epicontinentales,
haciendo especial énfasis en los estudios de biodiver-
sidad de la comunidad heterotrdfica de mayor tamafio
(ciliados y zooplancton fundamentalmente) y en el
analisis taxondmico/funcional de los componentes
pico-nanoplanctdnicos. En este ultimo caso, la inves-
tigacion se aborda desde una aproximacion basada
en la caracterizacion de la estructura de tamafios de
los organismos a través de métodos automaticos
de anadlisis de imagen y de citometria de flujo.

El Dr. José Luis Olmo es Profesor de Educacion Secunda-
ria en la especialidad de Biologia y Geologia en el IES “Gua-
diana” de Villarrubia de los Ojos y Profesor Asociado adscrito
al Dpto. de Produccidn Vegetal y Tecnologia Agraria de la
Escuela Universitaria de Ingenierfa Técnica Agricola de la Uni-
versidad de Castilla-La Mancha en Ciudad Real. El Dr. Olmo
realizé su Tesis Doctoral en el Departamento de Microbio-
logia Ill de la Universidad Complutense de Madrid y llevé a
cabo una estancia post-doctoral de dos afios en el laborato-
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rio de los doctores Finlay y Esteban. Actualmente participa
en las siguientes actividades:

1. Estudios de las comunidades de los protozoos ciliados
presentes en los suelos de Castilla-La Mancha, biodi-
versidad y sus posibles aplicaciones como bioindica-
dores o bioensayos.

2. Investigacién de la biodiversidad de ciliados en habitats
poco estudiados como por ejemplo los ciliados copro-
litos en el estiércol agricola. Desde el punto taxonémi-
co, investigacién de la variabilidad morfoldgica de las
especies, concretamente en los ciliados hipotricos.

3. Colaborador en el kidsINNscience (Innovation in Scien-
ce Education -Turning Kids on to Science-), a través del
Dpto. de Ciencias Experimentales de la Universidad
de Santiago de Compostela, ademas de disefiar nue-
vas propuestas didacticas donde el elemento principal
son los protozoos. KidsINNscience es una iniciativa de
la Unidn Europea dentro del 7° Programa Marco 2007-
2013 que desarrollan ocho universidades europeas y
dos latinoamericanas. En su vertiente divulgativa ha
participado recientemente como ponente en las Ill
Jornadas de Educacidon Medioambiental celebradas
en el Parque Nacional de Cabaferos (Ciudad Real) asf
como en diversas charlas y conferencias promovidas
por la Agenda 21y Concejalia de Medio Ambiente de
Manzanares (Ciudad Real).

PUBLICACIONES Y PROYECTOS RECIENTES
DEL GRUPO BIODIVERSIDAD CRIPTICA

Esteban GF, Fenchel T & Finlay BJ. (2010). Mixotrophy in ciliates.
Protist 161: 621-641.

Esteban GF & Finlay BJ. (2010). Conservation work is incomplete
without cryptic biodiversity. Nature 463: 293.

de Vicente I, Amores V, Guerrero F & Cruz-Pizarro L. (2010). Con-
trasting factors controlling microbial respiratory activity in the
sediment of two adjacent Mediterranean wetlands. Naturwis-
senschaften, 97: 627-635

Bradley MW, Esteban GF, Finlay BJ. (2010). Chalk-stream ciliates con-
gregate in biodiversity hot spots. Res Microbiol 161: 619-625.

Garcia-Mufoz E, Guerrero F & Parra G. (2009). Effects of cooper
sulphate on growth, development and behaviour in Epidalea
calamita embryos and larvae. Arch Environ Contam Toxicol, 56:
557-565.

Esteban GF, Finlay BJ & Clarke KJ. (2009). Sequestered organelles
sustain aerobic microbial life in anoxic environments. Environ
Microbiol 11: 544-550.

Finlay BJ & Esteban GF. (2009). Oxygen sensing drives predictable
migrations in a microbial community. Environ Microbiol, 11: 81-85.

Reul A, Rodriguez J, Guerrero F, Gonzdlez N, Vargas JM, Echeva-
rria F, Rodriguez V & Jiménez-Gémez F. (2008). Distribution
and size biomass structure of nanophytoplankton in the Strait
of Gibraltar. Aquatic Microb Ecol 52: 253-262

Esteban GF & Finlay BJ. (2007). Exceptional species richness of cilia-
ted protozoain pristine intertidal rock pools. Mar Ecol Prog Ser
335:133-141.

Finlay BJ, Esteban GF. (2007). Body size and biogeography, In: Body
size: the structure and function of aquatic ecosystems. Cam-
bridge University Press, pp167-185.

Esteban GF, Clarke KJ, Olmo JL, Finlay BJ. (2006). Soil Protozoa -
an intensive study of population dynamics and community
structure in an upland grassland. Appl Soil Ecol 33: 137-151.

PROYECTOS DE INVESTIGACION

¢ Modelos de funcionamiento de comunidades peldgicas
en ecosistemas singulares (lagos de alta montana del Par-
que Nacional de Sierra Nevada): una herramienta parala
conservacion. Ministerio de Ciencia y Tecnologfa. Proyecto
129A/2003. 2005-2008. Investigador Principal: Dr. Francis-
co Jiménez Gémez.

¢ Patrones espaciales y temporales de acoplamiento entre
hidrodindmica y plancton: impacto de perturbaciones
exdégenas en un embalse mesotréfico del Sur de la Penin-
sula Ibérica (El Gergal, Sevilla). Ministerio de Ciencia y Tec-
nologia. Proyecto CGL2005-04070/HID. 2005-2008. Inves-
tigador Principal: Dr. Luis Cruz Pizarro.

¢ Identificacién de la dieta de claddceros y copépodos de
habitat temporales y permanentes mediante andlisis de
acidos grasos de lipidos de reserve. Ministerio de Educa-
cion y Ciencia. Accién Integrada Hispano-Portuguesa Pro-
yecto HP2007-0001. 2008-2010. Investigador Principal:
Dra. Maria Gema Parra.

e Desarrollo de técnicas de evaluacién del grado de altera-
cién de humedales: uso potencial de los anfibios como
indicadores de degradacién y propuesta de biomarcado-
res de contaminacion en humedales. Ministerio de Ciencia
y Tecnologfa. Proyecto CGL2007-61482/BOS. 2008-2011.
Investigador Principal: Dra. Marfa Gema Parra.

e Rutas de distribucidn de nutrientes en embalses estrati-
ficados del Mediterrdneo: Bases cientificas para la gestion
de la calidad del agua. Ministerio de Ciencia y Tecnologia.
Proyecto CGL2008-06101/BOS. 2009-2012. Investigador
Principal: Dr. Francisco José Rueda Valdivia.

e Rationalising Biological Complexity. Cambridge Templeton
International Foundation. 2006-2008. Investigador Prin-
cipal: Prof. Bland J. Finlay.

e Ubiquitous dispersal of free-living microbial species. Natural
Environment Research Council. Marine and Freshwater
Microbial Diversity Thematic Programme. Investigador
Principal: Prof. Bland J. Finlay.

e Fens as reservoirs of cryptic biodiversity. Esmeé Fairbairn
Foundation. 2009-2012. Investigador Principal: Prof Bland
J. Finlay y Dra. Genoveva F. Esteban.

e Ecology and systematics of an undescribed phototrophic
symbiosis: Loxodes rostrum. Systematics Association and
BBSRC CoSyst. 2009-2011. Investigador Principal: Dra. Gen-
oveva F. Esteban.

e Biodiversity of Lake Tubilla (Spain) - past, present and
future. 2010. Percy Sladen Memorial Fund. Investigador
Principal: Prof Bland J. Finlay y Dra. Genoveva F. Esteban.

e Understanding the biological and ecological background of
slow sand filters in order to establish effective chironomid
control systems. Bournemouth and West Hampshire Water.
2010-2011. Investigador Principal: Dra. Genoveva F. Esteban.
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El pirofosfato inorganico, metabolito clave
de una bioenergetica sostenible bajo
condiciones cronicas de estrés en
procariotas, protistas y vegetales

| fésforo no sélo es un componente estructural esencial

de diversas macromoléculas bioldgicas (acidos nucleicos,
fosfolipidos), sino que ademds juega un papel esencial en la
bioenergética celular. Es asimilado por los organismos vivos
en su forma mds oxidada de ortofosfato (PO 43'), pero, a dife-
rencia de los otros bioelementos primordiales, su asimilacién
no conlleva reduccidn sino energetizacion a metafosfato
(~PO?), siendo el enlace pirofosfato (P-O-P) asi generado la
forma de energia quimica de enlace utilizada por todos los
organismos vivos. Nuestro grupo estudia con un enfoque
multidisciplinar (bioquimica, genética molecular y fisiologia)
los sistemas enzimaticos implicados en estos procesos, espe-
cialmente los basados en el pirofosfato inorganico (PPi), una
sencilla molécula rica en energia al igual que el ATP y consi-
derado su precursor en la evolucién bioenergética, y en los
polifosfatos. El PPi es un componente celular que se genera
en muchas reacciones anabdlicas de biosintesis de metabo-
litos y polimeros. Su hidrdlisis es esencial para que esas reac-
ciones discurran en la direccion correcta y se regenere el Pi
necesario para las reacciones de fosforilacién. Descubierto
como componente celular por Severo Ochoa durante su
estancia en el laboratorio de los Cori (San Louis, EE.UU.) en
la década de 1940, el PPi constituye una encrucijada meta-
bdlica unica al producirse en unas 250 reacciones bioquimi-
cas, muchas de ellas esenciales para la vida. Por tanto, la
hidrdlisis del PPi es una reaccién bioquimica universal que
se ha mantenido a lo largo de la evolucidn, aunque las pro-
tefnas enzimaticas que la catalizan (pirofosfatasas inorga-
nicas, PPasas, EC 3.6.1.1) pertenecen a distintos tipos que
difieren en su secuencia de aminodcidos y estructura, asf
CcOmo en su mecanismo catalitico.

El PPi, como compuesto rico en energia intrinsecamente
generado en el anabolismo, puede sustituir al ATP en la bioe-
nergética celular. Evidencias recientes indican que un nume-
ro creciente de organismos (muchos procariotas y protistas,
y todo el linaje evolutivo fotosintético) serian capaces de
desarrollar bajo condiciones crdnicas de estrés una bioener-
gética sostenible en la que el PPi, un sustrato abundante y
“barato” parala célula, y las sencillas PPasas de membrana
jugarian un papel clave. Sin embargo, tras casi 30 afios desde
laidentificacidn de la primera PPasa translocadora de H* en

Aurelio Serrano
Instituto de Bioquimica Vegetal y Fotosintesis
Avda. Américo Vespucio 49. 41092-Sevilla

el tonoplasto de plantas, su aparente redundancia funcional
con la V-ATPasa en las endomembranas de eucariotas y,
sobre todo, el reciente descubrimiento de PPasas translo-
cadoras de sodio (Na*-PPasa) en ciertos procariotas indican
que la bioenergética del PPi tiene todavia mdiltiples facetas
por revelar. Los estudios llevados a cabo por nuestro grupo
tratan de clarificar el papel fisioldgico del PPi como “moneda
energética” y su posible valor adaptativo frente a condicio-
nes de estrés, asi como las implicaciones biotecnoldgicas en
relacién con algunos de los graves problemas, como la sali-
nizacion, que amenazan un desarrollo agricola sostenible.
Las PPasas se clasifican en dos tipos principales: piro-
fosfatasas solubles (sPPasas), que hidrolizan PPi con gene-
racion de calor Unicamente, y las pirofosfatasas de mem-
brana translocadoras de iones (principalmente de protones,
H*-PPasas) que generan gradientes electroquimicos trans-
membranales, y son las bombas primarias de iones mas sen-
cillas estructuralmente hasta ahora descritas. En 1997, nues-
tro grupo inicid una linea de investigacion sobre las PPasas
de microorganismos fotosintéticos centrdndose en aspec-
tos estructurales, funcionales y evolutivos, la cual ha gene-
rado seis Tesis Doctorales (2001-2011), y una serie de publi-
caciones y presentaciones invitadas en reuniones cientificas
(1997-2011). Asi, demostramos que la H*-PPasa, la proteina
clave en la bioenergética del PPi, no sélo estd presente en
todos los linajes evolutivos de organismos fotosintéticos -
desde las primitivas bacterias anoxigénicas hasta las plantas
superiores, pasando por los diversos grupos de microalgas-
sino también en procariotas y protistas heterétrofos muy
diversos, tanto parasitos como de vida libre. Ello indicaria
que la capacidad de usar el PPi como compuesto util en la
bioenergética celular estd mucho mas extendida de lo que
se pensaba. Mediante una estrategia de genémica funcional
comparada, nuestro grupo consiguid por vez primera la
complementacidn funcional de la sPPasa citosdlica de leva-
dura por diversas H*-PPasas de bacterias, protistas y plan-
tas, lograndose asi reconstruir en un organismo heterétrofo
el escenario metabdlico relativo a la bioenergética del PPi
propio de eucariotas fotosintéticos (véase esquema). Este
estudio merecié ser publicado en los Proceedings of the
National Academic of Sciences de EE.UU. Actualmente se
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Escenarios metabdlicos en relacion con la hidrélisis del PPi generado en el citosol de una célula vegetal fotosintética
(p.e. microalga) (izquierda) y una célula fungica/animal (derecha). Todos los compartimentos subcelulares donde se
genera PPi poseen PPasas. Obsérvese que la célula vegetal carece de sPPasa citosdlica, cuya funcion la realizan (con
aprovechamiento energético) la H+-PPasa de la membrana vacuo-lisosomal y ciertas enzimas glicoliticas (no represen-
tadas), pero posee en sus dos tipos de organelos energéticos, cloroplastos y mitocondrias, dos sPPasas Familia | especificas
(Gémez Garcia y col. 2006). Por el contrario, los hongos y animales poseen una sPPasa citosélica y otra isoforma mito-
condrial muy similares, ambas de la Familia I. La localizacién nuclear de una sPPasa parece ser cierta en ambos escenarios
y es objeto de estudio en la actualidad. Un escenario parecido al descrito para los eucariotas fotosintéticos se podria dar
en diversos protistas heteroétrofos, algunos de ellos parasitos y con plastidos residuales (apicomplejos).

estd utilizando este sistema para estudios de gendmica fun-
cional con PPasas de diverso origen, tanto solubles como
de membrana.

Las sPPasas Familia | de eucariotas fotosintéticos, tanto
microalgas como plantas, se localizan sélo en organulos celu-
lares. Nuestro grupo caracterizd bioquimicamente por vez
primera una sPPasa monomeérica plastidica y esclarecid su
filogenia molecular (estrechamente relacionada con sus
ortdlogos citosdlicos de hongos/animales). Sobre esta base,
planteamos una sustitucién funcional muy temprana en la
historia evolutiva de los plastidos, de la sPPasa cianobacte-
riana ancestral por suhomdloga de la célula eucaridtica hos-
pedadora. Las sPPasas de eucariotas fotosintéticos son las
Unicas sPPasas monoméricas funcionales descritas. Asimis-
mo, demostramos mediante la inactivacion de genes (muta-
génesis insercional, RNAi) que la sPPasa citosdlica es una
enzima esencial en levadura, células animales y diversos pro-
cariotas fotosintéticos, mientras que en microalgas su defi-
ciencia sélo afecta la funcionalidad del organulo correspon-
diente. Por otra parte, identificamos en protistas patdgenos
(tripanosomatidos, etc.) nuevas sPPasas organelares con
propiedades cataliticas inusuales (colaboracién con el Insti-
tuto de Parasitologia y Biomedicina del CSIC). La posible
regulacion coordinada de sPPasas y H'-PPasas en organismos
que tienen ambos tipos de PPasas no homdlogas (todas las
plantas, y numerosos protistas y procariotas), es un tema
de graninterés para nuestro grupo. Otro temarelevante es
el significado fisioldgico de la sPPasa nuclear y su posible
interaccién con complejos proteicos nucleares, ya que en

Drosophila se ha descrito como subunidad NURF-38 del com-
plejo remodelador de la cromatina.

La H*-PPasa es un homodimero con subunidades de 70
kDa, por lo que su gran simplicidad estructural en compara-
cién con las complejas ATPasas la puede hacer de gran uti-
lidad para esclarecer el mecanismo bdsico de la transduccién
de energia por los sistemas bioquimicos. Nuestro grupo
obtuvo, en colaboracién con grupos de Dinamarca y Francia,
la primera evidencia directa (obtenida por TEM y “Single-
Particle Andlisis”) de que la H*-PPasa es un homodimero.
Actualmente se estan desarrollando colaboraciones con gru-
pos de Dinamarca y Reino Unido para obtener informacion
estructural precisa (tomografia molecular, cristales 2D y 3D)
sobre diversas H*-PPasas microbianas y vegetales que con-
duzca a determinacidn de su estructura molecular. La amplia
distribucién de H*-PPasas en microorganismos fotosintéticos
y heterotrofos diversos - bacterias fotosintéticas anoxigé-
nicas, bacterias y arqueas extremdfilas primitivas, protistas
fotosintéticos con pldstidos ancestrales (cianelos), o protis-
tas parasitos de caracter arcaico (apicomplejos y tripanoso-
matidos)- es una cuestion sobre la que nuestro grupo ha tra-
bajado activamente, habiéndola presentado como evidencia
de una bioenergética ancestral mantenida en el presente
por organismos sometidos frecuentemente a situaciones
de estrés (nutricional, bidtico, etc). En este sentido, diversos
resultados obtenidos por nuestro grupo con bacterias pur-
puras fotosintéticas apoyan claramente la existencia de una
bioenergética de estrés basada en el PPi en la que la H*-PPasa
jugaria un papel clave.
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Grupo de Investigacion Bioenergeética

del Fosfato

| Grupo “Bioenergética del Fosfato” es desde 1997 un

Grupo de Investigacion consolidado (BIO-261) de los
sucesivos Planes Andaluces de Investigacién, Desarrollo
e Innovacion, asi como una unidad estructural del Insti-
tuto de Bioquimica Vegetal y Fotosintesis, Centro Mixto
del CSICy la Universidad de Sevilla. Centra sus lineas de
investigacién en los mecanismos bioldgicos de transduc-
cién de energia usando como sistemas de estudio tanto
proteinas enzimaticas solubles como proteinas integrales
de membrana translocadoras de iones, asi como com-
plejos multiproteicos implicados en fotosintesis. Promo-
vido inicialmente por el Profesor Manuel Losada (Premio
Principe de Asturias de Investigacion Cientifica y Técnica
1995; jubilado en 2006), ha sido dirigido desde sus
comienzos por el Dr. Aurelio Serrano, Investigador Cien-
tifico del CSIC. Esta formado por personal perteneciente
al CSICy la Universidad de Sevilla: investigadores, profe-
sores, becarios predoctorales y personal técnico. Desde

Miembros del Grupo de Investigacién Bioenergética
del Fosfato en 2010. De izquierda a derecha: Isabel
Jiménez (personal técnico), José R. Pértez-Castifeira,
Aurelio Serrano, Gloria Serrano-Bueno, Rosana Herrera,
Ilham Mardad (becaria AECID) y Agustin Hernandez.

su inicio, la labor investigadora del grupo ha sido financiada por los sucesivos Planes Nacionales de |I+D+iy Programas
de Proyectos de Investigacién de la Junta de Andalucia, asi como por diversos Proyectos de Cooperacion Interna-
cional europeos, nacionales y autonémicos. Las lineas de investigacion se desarrollan con un enfoque multidisciplinar
y estan en gran medida relacionadas con el fosfato como compuesto clave en bioenergética. La labor investigadora
del grupo en este area fue reconocida internacionalmente con la organizacién en 2001 del 2nd International Meeting
on Inorganic Pyrophosphatases, que tuvo lugar en el CIC-Cartuja de Sevilla, con la participacién de los mas destacados
expertos sobre esta temdtica procedentes de Europa, Norteamérica y Japon, y de cuyo Comité Organizador fue
Presidente el Dr. Serrano y Presidente Honorario el Profesor Losada. Desde entonces ha aumentado la visibilidad
internacional del grupo, y se han establecido un nimero creciente de colaboraciones internacionales con grupos

de trabajo relevantes en este campo.

Las lineas de trabajo que se desarrollan actualmente van
dirigidas a esclarecer las relaciones estructura-funcién en
H*-PPasas, la optimizacion de su expresidn heterdloga en sis-
temas modelo mediante quimeras con diversos péptidos
sefial, y la realizacion de estudios de gendmica funcional con
sPPasas y H*-PPasas, con énfasis en su posible relacién con la
proliferacidn celulary tolerancia a estrés. El significado fisio-
|égico de las Na*-PPasas, una nueva clase de PPasas de mem-
brana, recientemente descubierta en procariotas de habitats
salinos, y su posible implicacién en tolerancia a salinidad, es
un tema de creciente interés para nuestro grupo. Ya que
estas Na*-PPasas procaridticas tienen homdlogos identifi-
cados por nuestro grupo en protistas fotosintéticos marinos
de diversos grupos filogenéticos, la generacidn de una fuerza
Na*-motriz a expensas del PPi podria ser un mecanismo de
transduccién de energfa comuin a microorganismos pro-y
eucaridticos. La validacion funcional de estas nuevas Na*-
PPasas eucaridticas, y su significado fisioldgico y posible ori-

gen evolutivo por transferencia génica horizontal, son actual-
mente objeto de estudio por nuestro grupo.

Finalmente, hay que resaltar el creciente interés del meta-
bolismo del PPiy las H*-PPasas en biomedicina: 1) los bifos-
fonatos son andlogos estructurales del PPi no hidrolizables
por las PPasas que se emplean en el tratamiento del cancer
y diversas enfermedades dseas, y 1) estudios recientes in-
dican que las H*-PPasas se encuentran en diversos protistas
parasitos, entre ellos los agentes causantes de enfermedades
epidémicas muy graves como la malaria y la enfermedad del
suefio. Los estudios sobre estas proteinas de membrana, en
particular la determinacidn de sus estructuras tridimensio-
nales, ayudardn de forma decisiva al disefio de farmacos efi-
caces contra estas enfermedades y, en este sentido, mante-
nemos colaboraciones con la Univ. de Copenhagen (DK) y el
Imperial College (RU) por un lado, y con la Universidad de
Athens (EE.UU.) y el Instituto de Parasitologia y Biomedicina
del CSIC por otro.
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Ecologia, aplicaciones
biotechologicas y sistematica

de protistas

Lucia Arregui’, Pilar Calvo’, Almudena Guinea?, Mercedes Martin-Cereceda’,

Blanca Pérez-Uz', Humbert Salvad6*y Susana Serrano*

Direccion del Grupo: Almudena Guineay Susana Serrano

'Departamento de Microbiologia III, Facultad de Biologia, Universidad Complutense de Madrid,
y *Departamento Facultad de Biologia, Universidad de Barcelona

L ainvestigacion sobre la sistematica y biologia celular, espe-
cialmente los elementos citoesqueléticos y procesos mor-
fogenéticos en protozoos ciliados fue introducida en Espafia,
entre otros, por el profesor Dimas Fernandez-Galiano que
formd un extenso grupo de profesionales en el campo de la
protozoologia/protistologia. El grupo contaba con una amplia
experiencia y numerosos trabajos nacionales e internaciona-
les en sistematica de protozoos/protistas cuando se inicid en
1990 la que ha constituido nuestra linea prioritaria: el estudio
de las comunidades microbianas, especialmente de protistas,
en los sistemas de depuracién de aguas residuales. Nuestro
interés se ha centrado, durante estos afios en la caracteriza-

cion de las poblaciones de protozoos/protistas, su estructura
y funcién en los reactores bioldgicos de las estaciones depu-
radoras de aguas residuales (EDAR) y la relacién con los fac-
tores fisico-quimicos y operacionales de las plantas. La fun-
Cién de esta comunidad microbiana en el sistema y su utilidad
bioindicadora pueden aplicarse al control de la eficiencia y el
estado del proceso. Puesto que en la actualidad existen diver-
sos tipos de depuradoras, disefiadas, entre otros factores,
en funcién de la cantidad y la naturaleza de los vertidos, es
importante determinar las diferencias existentes en los paré-
metros bioldgicos que pueden ser aplicados en cada caso.
Estos estudios se han llevado a cabo con la financiacién de
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los Ministerios de Educacidn y Ciencia e Innovacién y Tecnolo-
gia, asi como proyectos de la Comunidad Auténoma de
Madrid y la Universidad Complutense, colaborando con diver-
sas empresas del sector del agua en distintas comunidades
auténomas (Canal de Isabel 1I-Madrid, EMASESA-Sevilla,
Aguas de Valencia-EGEVASA- Valencia y Aguas de Barcelona-
Barcelona) y con otras Universidades como la Universidad
de Barcelona y la Universidad Politécnica de Valencia. En el
afo 2004, nuestro grupo fue reconocido como Grupo Con-
solidado de Investigacién Complutense 910672 - Ecologia,
aplicaciones biotecnoldgicas y sistematica de protistas.

Se ha colaborado también en un Proyecto Europeo IBAES
en el periodo 2002-2005 (HP3) (Workpackage: Microoganisms
of activated sludge. Contract n° EVK2-CT-2002-80009, Proposal
n° EVK2-2002-00503) financiado por EC 5t Framework Pro-
gram. Research and Technological development Programme:
“Energy, Environment and Sustainable Development” coor-
dinado por el Department of Hydrobiology, Institute of Envi-
ronmental Sciences, Jagiellonian University (Cracow, Poland).

Las depuradoras de aguas residuales con sistemas de
lodos activos se basan en el desarrollo de una comunidad
microbiana estable que se mantiene en agregados o fléculos,
formados fundamentalmente por bacterias, protistas y
material polimérico extracelular, y que constituyen la unidad
funcional del sistema. Nuestros primeros estudios se orien-
taron ala caracterizacién de la comunidad de protozoos en
varias depuradoras convencionales de lodos activos de la
Comunidad de Madrid. Para ello se realizaron seguimientos
quincenales o mensuales del reactor, analizandose en el
laboratorio las variaciones en los parametros fisico-quimicos
y bioldgicos de las depuradoras. El andlisis comparativo de
las muestras procedentes de EDAR con distintos vertidos y
localizacién nos permitié determinar la composicién de las
comunidades de protistas caracteristicas de este sistemay
se plantearon los principales criterios para la identificacion
de las especies mds frecuentes, proponiéndose algunos gru-
pos o especies que podian relacionarse positiva o negativa-

mente con pardmetros de control y eficacia de las plantas.
Asimismo se publicé una guia de identificacion de ciliados
en plantas depuradoras.

Se estudiaron también otros tipos de EDAR de pelicula
fija como el sistema de contactores biolégicos rotativos o
biodiscos. Este sistema se basa en la actividad gradual de
una comunidad microbiana que se desarrolla en forma de
biopeliculas sobre discos parcialmente sumergidos que rotan
en contacto con el agua residual. Se analizd la variacién de
la estructuray distribucién secuencial y espacial de las pobla-
ciones de protistas en el sistema, lo cual permitié, ademas,
la propuesta de bioindicadores relacionados con el funcio-
namiento de las plantas. Se realizaron también investigacio-
nes sobre la estructura de la biopelicula y la distribucién de
células viables y no viables en la misma, resultados publica-
dos en diferentes revistas internacionales.

Por otra parte, los rios son los principales ecosistemas
receptores de los efluentes de las estaciones depuradoras.
Puesto que la calidad ecolégica o sanitaria de los cauces
receptores podria alterarse por la persistencia en los efluen-
tes de bacterias o protistas y sélidos en suspensién, nuestro
grupo investigd el impacto de los efluentes de las EDAR en
el rio Guadarrama. En general, salvo la descarga directa sobre
el rio de efluentes o vertidos incontrolados, el rio presenta
una capacidad de autodepuracién adecuada para su recu-
peracion tras el vertido. Los efluentes no ocasionan una alte-
racion significativa de los pardmetros fisico-quimicos. Sin
embargo, si se produce un incremento en la abundancia de
Ciertas especies caracteristicas de depuradoras. Se detecta-
ron ademas ciertos grupos bacterianos que se descargaban
junto con el efluente y que potencialmente podrian dafar
la calidad del agua.

Tradicionalmente, la presencia de protistas, especialmen-
te ciliados, se consideraba esencial para la obtencién de
efluentes de calidad, principalmente por su actividad tréfica
sobre las poblaciones bacterianas y la eliminacién de bacte-
rias patdgenas o potencialmente patégenas del licor mezcla.
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Segun nuestros resultados, estos organismos participan ade-
mas activamente en la formacién de los fldculos mediante

procesos de secrecidn activa y sus actividades bioldgicas.
Asimismo, se determiné que la depredacidn de ciliados bac-
terivoros sobre bacterias depende tanto del tamafio como
del contenido C:N. Se publicé ademds un libro en la Interna-
tional Water Association (IWA) titulado “Guidelines for the
identification of ciliates in wastewater treatment plants” en
el que se recoge la metodologia de estudio e identificacion
de los ciliados en las EDAR.

El desarrollo de nuevas estrategias para la eliminacién
de nutrientes (P y N) en depuradoras con el sistema de lodos
activos, supone la compartimentalizacidn del reactor biold-
gico en tres fases: aerdbica, andxica y anaerdbica, que per-
miten no sdlo la eliminacién de materia organica, sino tam-
bién de fésforo y nitrégeno del agua residual, lo cual evitaria
problemas de eutrofizacion en las aguas que reciben los
efluentes de las depuradoras. En colaboracién con empresas
del sector de las aguas (EMASESA y EGEVASA) y el grupo de
bioindicacién de Sevilla (GBS), se realizé un estudio sobre la
estructura, composicién y dindmica de los microorganismos
implicados en estos procesos, en especial de las comunida-
des de protistas y bacterias nitrificantes. En este proyecto,
desarrollado entre los afios 2009 y 2011, se estudiaron plantas
con capacidad de eliminar N y/o P en tres depuradoras con
distinta localizacion geografica, comparandose la estructura
de la comunidad con las descritas para sistemas convencio-
nales de lodos activos. Se han encontrado diferencias signi-
ficativas en la estructura de ambas biocenosis siendo, en
este caso, las poblaciones de flagelados y amebas un com-
ponente de la comunidad estable, con una relevancia tanto
en abundancia como en frecuencia de aparicién. Los ciliados,
mas abundantes en sistemas convencionales, representan
en estos sistemas las poblaciones mds diversas. Las relacio-
nes entre los pardmetros fisico-quimicos y biolégicos per-
mitieron la propuesta de parametros bioldgicos de control.
Se ha elaborado un capitulo de revisidn sobre este tipo de

Ciliados representativos de
los reactores biolégicos
de EDAR. a-c Peritricos: a.
Vorticella convallaria. Con-
traste de fases, b. estruc-
tura cortical de Pseudovor-
ticella con tincion de Klein,
c.tincién de carbonato de
plata de Epistylis, d. Acineta
tuberosa (sector), contras-
te de fases, e-i. Prostoma-
tidos: e-f. Holophryateres
“in vivo”y con tincién Flu-
tax, g. Detalle de la zona
oral con tincién de carbo-
nato de plata de Holophhr-
ya ovum, h-i. Plagiocampa
rouxi“in vivo"y con tincién
de Flutax. Escala = 25 mi-
crometros.

EDAR titulado “Progresses on the knowledge about the eco-
logical function and structure of the protists community in
activated sludge wastewater treatment plants” en el libro
“Current Research, Technology and Education Topics in
Applied Microbiology and Microbial Biotechnology”.

En el futuro se pretende estudiar un sistema mas reciente
de lodos activos, los reactores bioldgicos con sistemas de
membrana (MBR), que permiten ademds de la eliminacién
bioldgica de contaminantes, la posible reutilizacién de aguas,
ya que se obtienen efluentes de alta calidad. En este sentido
hemos presentado recientemente un proyecto coordinado
a la convocatoria del Plan Nacional de 1+D+I 2008-2011 del
Ministerio de Ciencia e Innovacién (Subprograma de Pro-
yectos de Investigacién Fundamental) titulado “Andlisis inte-
grado de biorreactores de membranas, identificacion de las
fuentes de contaminacién, microbiologia del proceso, medi-
das de prevencidn, reduccién y control del ensuciamiento
de las membranas” compuesto por cinco subproyectos de
las Universidades Politécnica de Valencia (Subproyectos IP:
1. Alonso Molina, José Luis Lépez, 2. Maria Fernanda Pérez,
3. Maria Antonia Ferruis Pérez) Universidad de Barcelona
(Subproyecto IP 4. Humbert Salvadé Cabré) y Universidad
Complutense de Madrid (Subproyecto IP 5. Susana Serrano
Barrero). El coordinador del proyecto propuesto es Susana
Serrano Barrero de la Universidad Complutense de Madrid.

Durante los ultimos afios hemos realizado también estu-
dios sobre ecologia y sistematica de protistas en otros
medios acuaticos distintos a los sistemas de depuracién de
aguas residuales, en concreto en medios marinos. En estos
medios, se han caracterizado en detalle especies poco cono-
cidas o controvertidas, al tiempo que se han puesto de mani-
fiesto las complejas e interesantes interacciones tréficas
existentes entre los protistas del plancton marino. En este
sentido se han mantenido relaciones de colaboracién con
el Natural History Museum (Londres) donde tanto la Dra.
Martin-Cereceda como la Dra. Pérez-Uz trabajaron y desa-
rrollaron investigaciones sobre ecologia y procesos de depre-
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dacidn desarrollados por protistas marinos. Recientemente,
se hainiciado una linea paralela en estequiometria ecolégica
de protistas de medios acuaticos en colaboracién con enti-
dades internacionales, en especial con la Universidad de Kan-
sas, Lawrence, EEUU (Dr. Val Smith), en donde la Dra. Mar-
tin-Cereceda es investigadora asociada. Se ha iniciado
ademds una colaboracién con el Dr. Jordan Okie de la Uni-
versidad de Nuevo Mexico (EEUU). Esta investigacién con-
junta es altamente integradora y pretende estudiar la eco-
fisiologia y estequiometria de orgdnulos intracelulares y
endosimbiontes en protistas con distintas lineas evolutivas.
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Identificacion y caracterizacion de nuevas
estrategias terapeéuticas para el control
de las enfermedades protozoarias
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IPBLN-CSIC, Parque Tecnologico de la Salud, 18100-Armilla (Granada)

uestro Grupo de Investigacion (BIO199) esta considera-

do por el Plan Andaluz de Investigacion como grupo
consolidado desde 1991. El principal objetivo de nuestras
actividades es la busqueda de nuevos tratamientos para las
enfermedades protozoarias tropicales y los proyectos del
laboratorio estdn centrados en procesos que presentan inte-
rés por su aplicabilidad al desarrollo de nuevas estrategias
terapéuticas aunque abarcan aspectos basicos relacionados
con la biologfa de parasitos protozoos. El grupo de investi-
gacion estd integrado en consorcios internacionales desti-
nados al descubrimiento de nuevos farmacos, actividad que

es necesariamente una iniciativa multidisciplinar y que impli-
ca a quimicos, farmacdlogos, bidlogos estructurales y exper-
tos en la bioquimica y biologia celular del patégeno. Esta
actividad colaborativa ha dado lugar al disefio de nuevos
inhibidores basados en el conocimiento de la estructura de
las proteinas diana que junto con la informacién de la rela-
cién estructura-actividad han permitido desarrollar un ele-
vado nimero de nuevos compuestos con actividad antipa-
rasitaria. En la actualidad el grupo estd compuesto por 11
personas que incluyen cientificos de plantilla, becarios pre-
doctorales, postdoctorales y técnicos.
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Determinados procesos metabdlicos y enzimas presen-
tan caracteristicas singulares en protozoos parasitos que
son explotables en el desarrollo de nuevos farmacos para
el tratamiento de enfermedades protozoarias de gran impac-
to. En particular existe una necesidad de nuevas moléculas
capaces de inhibir el crecimiento de especies de los géneros
Plasmodium, Leishmania y Trypanosoma, agentes causales
de enfermedades protozoarias como la malaria, la leishma-
niasis o la tripanosomiasis africana y americana, que afectan
amillones de personas y para las que no existe tratamiento
eficaz.

La actividad del grupo se centra en tres rutas metabdlicas
de elevado potencial terapéutico:

* Labiosintesis de esteroles
e El metabolismo de pirimidinas
e Lareparacién del DNA por escisién de bases

BIOSINTESIS DE ESTEROLES EN PARASITOS
PROTOZOOS DE LA FAMILIA
TRYPANOSOMATIDAE

abe destacar la especial susceptibilidad que presentan

los tripanosomatidos a inhibidores de la biosintesis de
esteroles por lo que algunos de estos compuestos estan en
fase de ser aplicados en la clinica. Hemos establecido que la
ruta de biosintesis de esteroles exhibe en parasitos proto-
zoos una serie de caracteristicas singulares. Las propiedades
cinéticas, la localizacién intracelular y la funcién bioldgica
de enzimas como la HMGCoA reductasa (17), farnesil difos-
fato sintetasa (15), escualeno sintasa (20) y una enzima espe-
cifica de la sintesis de ergosterol (un esterol exclusivo de tri-
panosomatidos), la 24 esterol metil transferasa (10) difieren
significativamente de las del hospedador mamifero. Hemos
determinado que la HMGCoA reductasa de Leishmania y
Trypanosoma constituye el Unico ejemplo de enzima euca-
ridtica soluble que se localiza de forma preponderante en
la mitocondria. La HMGCOA sintasa también presenta en
estos organismos una localizacién mitocondrial mientras
que la mevalonato quinasa es glicosomal, lo que plantea la
existencia de una compartimentalizacidn intracelular singular
(5). Los esfuerzos para desarrollar inhibidores especificos
que puedan tener una utilidad en el tratamiento de la enfer-
medad se ha desarrollado en el marco de dos proyectos
europeos de cooperacion internacional coordinados por
nuestro grupo. Estos estudios han permitido identificar nue-
vos cabezas de serie y un conjunto de compuestos con enor-
me potencial leishmanicida y antichagasico (4, 8, 14).

EL METABOLISMO DE PIRIMIDINAS

En relacién con la sintesis de pirimidinas, nuestro objetivo
era explorar la posibilidad de inhibir de forma especifica
distintas enzimas de Plasmodium falciparum, Leishmania major,
Trypanosoma cruzi y Trypanosoma brucei con respecto a los

ortélogos humanos. Estos organismos dependen de la sintesis
de novo de pirimidinas para su supervivencia e inhibidores de
esta ruta han sido ampliamente utilizados en el tratamiento
de distintas enfermedades infecciosas y el cdncer, lo que cons-
tituye una muestra de su interés terapéutico. Concretamente,
hemos realizado estudios destinados a identificar nuevos inhi-
bidores de las enzimas dihidrofolato reductasa-timidilato sin-
tasa (11, 19), timidilato quinasa (22) y timidina quinasa como
potenciales agentes para el tratamiento de las enfermedades
producidas por tripanosomatidos y Plasmodium.

Especial atencidn ha recibido en nuestro laboratorio la
enzima desoxiuridina trifosfato nucledtido hidrolasa (3). Los
inhibidores de esta familia de proteinas presentan interés
como antitumorales o antivirales y dado que pueden actuar
de formassinérgica con antifolatos, el grupo abordd la iden-
tificacion y caracterizacién de proteinas con capacidad para
hidrolizar el dUTP en protozoos. Como resultado de estos
estudios, hemos identificado una nueva familia de proteinas
en tripanosomadtidos que hidrolizan el dUTP y que se ha
denominado dUTPasas diméricas, careciendo de homolo-
gfa de secuenciay estructura con dUTPasas tipicas eucarié-
ticas triméricas (2, 6). Sabemos que las enzimas diméricas
son el resultado de un proceso de evolucién convergente o
transferencia génica, estdn presentes en determinados
fagos, tripanosomatidos (como Unicos representantes euca-
ridticos) y en diversas eubacterias (12). La resolucién de la
estructura de la dUTPasa de Trypanosoma cruzi (9) consti-
tuyd el primer ejemplo de estructura tridimensional de esta
clase de enzimas y revelé un nuevo modelo de plegamiento
para proteinas que unen nucleétidos. Todo ello ha permitido
laidentificacidn de una nueva superfamilia de proteinas, las
todo-a nucledtido hidrolasas, que esta ampliamente distri-
buida enla naturaleza (12). Recientemente, hemos caracte-
rizado la dUTPasa trimérica de Plasmodium falciparum y se
han identificado inhibidores altamente selectivos con res-
pecto a la enzima humana (1, 13). La resolucién de la estruc-
tura de un complejo enzima-inhibidor ha dado lugar a infor-
macidén que ha sido esencial para el establecimiento de las
bases moleculares de la inhibicidn y ha permitido el desarro-
llo racional de nuevos andlogos de nucledsidos del uracilo
con actividad antimaldrica (23).

REPARACION DEL DNA POR ESCISION DE BASES

nrelacién con la presencia de uracilo en el DNA, estamos

llevando a cabo multiples estudios relacionados con
mecanismo de reparacién del DNA por escisién de bases
(BER) en Leishmania y Trypanosoma (7, 16, 18, 21). Reviste
especial interés el papel de BER en la proteccién a agentes
alquilantes y oxidantes y la caracterizacion y determinacién
de la funcién de las enzimas AP endonucleasa y uracil glico-
silasa en larespuesta a estrés oxidativo y la preservacién de
laintegridad gendmica.

En la actualidad nuestra actividad sigue centrada en el
estudio de las caracteristicas peculiares de enzimas implica-
das en la interconversion y homeostasis de pirimidinas en
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protozoos. Por otra parte, seguiremos explorando, desde
una perspectiva innovadora y utilizando la informacién con-
tenida en el genoma-proteoma, aspectos novedosos rela-
cionados con las rutas de sintesis de novo y recuperacion de
bases y el control de la insercién de uracil en el DNA. Por
otra parte, queremos identificar el papel del control de los
niveles de dUTP y de la reparacidn por escisidn de bases en
la integridad genética mediante el empleo de técnicas de
knock-out y silenciamiento génico y el andlisis de la natura-
leza y la frecuencia de mutaciones. Este tipo de estudios se
estan realizando en Trypanosoma brucei, un protozoo don-
de se pueden realizar con relativa facilidad experimentos de
genética reversa. Por otra parte, una actividad mayoritaria
del grupo es la busqueda de potenciales inhibidores de las
dUTPasas diméricas de tripanosomatidos. Esta iniciativa
constituye un proyecto europeo coordinado por nuestro
grupo (Trypobase, GA 223238).
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Biologia celular y molecular del estres
microbiano: los ciliados como modelo

Juan Carlos Gutiérrez y Ana Martin-Gonzalez

Dpto. Microbiologia-III, Facultad de Biologia, Universidad Complutense de Madrid (UCM).

| Departamento de Microbiologia de la Facultad de Bio-

logia de la Universidad Complutense de Madrid tiene una
larga trayectoria en la utilizacién de protozoos ciliados como
modelos microbianos. Dicha trayectoria se inicié con el Prof.
Dimas Fernandez-Galiano (hacia 1961), manteniéndose activa
desde entonces. El grupo que actualmente se denomina
“Estrés microbiano y contaminacién ambiental”’, surge araiz
de laincorporacién del Dr. Juan Carlos Gutiérrez, tras obte-
ner una plaza de Profesor Titular de Universidad, alld por el
afo 1987. Desde entonces, han pasado por nuestro grupo
numerosos estudiantes que han llevado a cabo sus trabajos
de tesis y obtenido el grado de doctor, para luego completar
su formacion cientifica fuera de nuestro pais o en otras ins-
tituciones nacionales. Algunos de ellos han logrado, poste-
riormente, una posicidn estable como profesor universitario.
Como reflejo de la propia vida, el nimero de miembros del
grupo ha cambiado alo largo del tiempo, y su aspecto actual
se muestra en la fotografia adjunta. Desde el inicio, el grupo
ha sido dirigido por los profesores Juan Carlos Gutiérrez y
Ana Martin-Gonzalez.

Uno de los mecanismos que presentan los microorganis-
mos para solventar el problema de la ausencia de nutrientes
(estrés nutricional), es llevar a cabo un complejo proceso de
diferenciacion celular (esporulaciéon [ enquistamiento) que
culmina con la aparicién de un estado criptobidtico o quies-

C/ José Antonio Novais, 2. 28040 Madrid

cente (espora [ quiste) en el cual puede permanecer de mane-
ra indefinida, hasta la aparicién de condiciones éptimas
(nutrientes) para volver al ciclo crecimiento-divisién. Una de
las lineas de investigacion que nuestro grupo ha desarrollado
durante una primera etapa (aproximadamente 9 afios), ha
sido el estudio del proceso de enquistamiento en ciliados. Los
avances obtenidos por el grupo sobre este proceso de dife-
renciacién microbiana le han proporcionado reconocimiento
internacional y ser un grupo de referencia sobre el tema.
Las contribuciones mds importantes que el grupo ha ofre-
cido a la comunidad de ciliatélogos sobre este tema las pode-
mos resumir en los siguientes puntos: 1- El establecimiento
de una cinética del proceso de enquistamiento, utilizando
como marcador el grado de maduracidn de la pared quistica,
tras usar anticuerpos anti-pared. 2- Un modelo de cinética
de aparicidn de precursores de pared quistica y ensamblaje
de las diferentes capas que la forman. 3- Una mayor profun-
dizacién en el conocimiento de la composicidn bioquimica
y molecular de los constituyentes de la pared quistica, des-
tacdndose la deteccidn y estudio de manoproteinas y la con-
siderable riqueza de residuos de glicina en las proteinas que
la componen. 4- El andlisis de la condensacién cromatinica-
macronuclear que tiene lugar durante el enquistamiento,
destacdndose la deteccidon de formacidn de cristales poligo-
nales de cromatina, lo que constituye uno de los modelos

Miembros actuales del
grupo (de izquierda a
derecha): Ana Martin-
Gonzalez (Prof. Titular
de Universidad), Juan
Carlos Gutiérrez (Cate-
dratico), Silvia Diaz
(Prof. Ayudante Doc-
tor), Guillermo Rodri-
guez (alumno interno),
Liliana Cubas y Patricia
de Francisco (becarias).
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Disminucién del potencial de membrana mitocondrial
(detectado por el fluoréforo JC-1), originado tras la expo-
sicion a Cd?* (1,7 uM) durante 24h. En la micrografia se
muestra una célula de T. thermophila en la que las mito-
condrias (principalmente localizadas en la periferia celu-
lar) muestran fluorescencia verde (~1.000x).

de condensacién cromatinica eucariota in vivo menos cono-
cido, al igual que el aislamiento y andlisis de un ADNc codi-
ficante de una proteina con una caja HMG (high mobility
group) involucrada en la condensacién del ADN. 5- La obten-
ciény andlisis de genotecas de expresidn a partir de quistes
maduros y poblaciones prequisticas, cuyo analisis nos ha
permitido conocer y corroborar muchos de los elementos
moleculares y rutas metabdlicas involucradas en el proceso
de enquistamiento. Los quistes maduros guardan en su cito-
plasma moléculas de ARNm, ya derivados de transcripciones
prequisticas o bien potencialmente utiles en el proceso de
exquistamiento. 6- La elaboracién de un modelo integrado
del proceso de enquistamiento en ciliados, confeccionado
a partir de todos los aspectos analizados tanto por el grupo
como por otros autores.

El rendimiento de esta linea se traduce en unos 40 tra-
bajos publicados (contando a partir de la creacién del grupo)
en revistas internacionales de la especialidad, de los cuales
8 son revisiones. Estos trabajos fueron financiados por 6
proyectos de investigacion procedentes de diversas entida-
des, uno de los cuales fue un proyecto europeo, cuya coor-
dinacién estuvo a cargo de nuestro grupo.

La segunda linea, igualmente ligada al estrés celular, que
nuestro grupo ha desarrollado simultdneamente con la pri-
mera (durante unos afios) y que continta hasta la actualidad,
nace de una colaboracién en un proyecto (“Desarrollo de
técnicas analiticas para microorganismos y metales pesados
en lodos”) que se desarrolla entre 1997-99. A partir de este
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Estructura 3D de la Cd-metalotioneina TtheMTT1 de T. ther-
mophila, inferida de la secuencia aminoacidica. La estruc-
tura muestra dos regiones globulares (correspondientes a
los extremos N- y COOH-terminales) separadas por una
region lineal, cuyo conjunto recuerda a la forma "Yo-Yo"
tipica de las metalotioneinas de otros organismos.

proyecto, iniciamos una nueva linea sobre el estudio molecu-
lary celular de la respuesta estrés desencadenada por la pre-
sencia de metales pesados en protozoos ciliados, y mas con-
cretamente en el ciliado-modelo Tetrahymena thermophila.
Las principales contribuciones que el grupo ha aportado ala
comunidad cientifica sobre este tema se podrian resumir en
los siguientes puntos: 1- Aplicacién de la citometria de flujo
en los ensayos de ecotoxicidad de metales en diversas espe-
cies de protozoos aislados de ecosistemas acudticos o eda-
ficos. 2- Identificacién, utilizando diferentes fluoréforos, de
la existencia de bioacumulacién de metales en diferentes
especies de ciliados, como mecanismo de resistencia a estos
agentes toxicos. 3- Deteccidn y estudio de la existencia de
estrés oxidativo inducido por metales en protozoos ciliados.
4- Aislamiento, caracterizacion y analisis de la expresidn de
genes que codifican metalotioneinas (MTs) en especies del
género Tetrahymena. Nuestro grupo ha contribuido con la
identificacion de 5 nuevos genes que codifican tanto CdMTs
(MTs que unen preferentemente Cd**) como CuMTs (MTs que
unen preferentemente Cu*). 5- Creacién de dos subfamilias
de MTs en ciliados con valor taxondmico y filogenético, e
introduccién de un modelo que podria explicar, en base a su
estricta estructura modular y submodular, la historia evolutiva
de estas proteinas altamente conservadas. 6- Existencia de
procesamiento postranscripcional del ARNm codificante para
la MT TtheMTTs5, que determina su posible localizacién intra-
celular dependiendo del proceso celular en la que estd invo-
lucrada (conjugacion, respuesta a estrés inducido por meta-
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les, etc). 7- Desarrollo de biosensores celulares basados en la
utilizacién de los promotores de MTs (TtheMTT5y TtheMTT1)
fusionados con la luciferasa como gen reportero. Estos bio-
sensores, tras su validaciéon usando muestras naturales acua-
ticas o edaficas, han resultado ser los mas sensibles para la
deteccidn de determinados metales respecto de aquellos ela-
borados con células procariotas o eucariotas. La patente
nacional de ambos biosensores esta actualmente tramitan-
dose. 8- Un andlisis cuantitativo (QRT-PCR), bajo muy diversas
condiciones de estrés (incluyendo metales), de la expresién
de genes codificantes de glutation-S-transferasas (GSTs), lo
que nos ha revelado que estos genes (un total de 63 isoformas
en T. thermophila) se conducen como “ecoparalogos” que
responden diferencialmente a diversas condiciones de estrés.
9- El descubrimiento en un protozoo de vida libre como T.
thermophila de la existencia de tripanotion (N',N%-bis(gluta-
tionil)-espermidina = T(SH),), molécula antioxidante descu-
bierta en 1985 en protozoos parasitos (tripanosomatidos),
y que se crefa exclusiva de este grupo de protozoos parasitos
que presentan un metabolismo tidlico muy particular, y en
los cuales el glutation (GSH) estd ausente. Aunque la coexis-
tencia de ambos tipos tidlicos (GSH y T(SH),) se ha descrito
en otros dos protistas (Euglena gracilis, flagelado fotosintético,
y laameba potencialmente patégena Naegleria fowleri), ésta
es la primera vez en que se detecta y analiza la actividad tri-
panotion sintetasa en un protozoo ciliado no parasito. 10-
Caracterizacidn y analisis de la expresion de un gen codificante
de Fitoquelatina sintasa (FQS) en T. thermophila que no sin-
tetiza fitoquelatinas, estando mas bien involucrado en la hidrd-
lisis del GSH. 11- Los metales pesados inducen apoptosis en T.
thermophila, y este proceso apoptdtico es muy similar al que
ocurre en mamiferos, el cual incluye; degradacidn parcial de
ADN-macronuclear con formacién de cuerpos apoptdticos
macronucleares, cambios drasticos a nivel de membrana con
liberacion de fosfatidilserina, liberacién de Ca* mitocondrial
y alteraciones en su potencial de membrana, activacion de
caspasas (iniciadoras y ejecutora), expresién de metacaspasas
y endonucleasas-G. La obtencidn de cepas “knockout” en
ambos genes EndoG1y EndoG2 han mostrado la necesidad
de ambas enzimas en la degradacién controlada de ADN-
macronuclear, durante la apoptosis inducida por metal.

Esta segunda linea (actualmente en progreso) ha rendido
(desde su inicio, 1999) un total de 20 articulos publicados en
revistas internacionales, de los cuales 3 son revisiones. Estos
trabajos se han financiado con 8 proyectos concedidos por
diversas entidades.

Alo largo de todos estos afios hemos establecido cola-
boraciones y/o proyectos conjuntos con diversos grupos,
nacionales e internacionales, entre los primeros cabe des-
tacar la colaboracién con los siguientes investigadores: Dra.
C. Ascaso (Instituto de Ciencias Medioambientales, CSIC),
Dr. LM Ruiz-Pérez (Instituto de Parasitologia y Biomedicina,
CSIC), Dra. S. Atrian (Universidad de Barcelona), Dr. E. Torres
(Universidad de la Corufia), entre otros. Y entre los segun-
dos, destacamos a los siguientes investigadores: Dr. E. Orias
(Universidad de California, EEUU), Dr. AP. Turkewitz (Uni-

versidad de Chicago, EEUU), Dr. D. Chalker (Universidad de
Washington, EEUU), Dr. S. Ottonello (Universidad de Parma,
Italia), Dra. G. Sergejeva (Instituto de Citologia, Rusia), Dr.
A. Viarengo (Universidad de Alessandria, Italia), entre otros.

Simultdneamente a las dos principales lineas de investi-
gacion, antes descritas, el grupo hallevado a cabo, de forma
puntual, otros proyectos o actividades, tales como el estudio
de los protozoos del suelo (colpodidos) como bioindicado-
res de desertizacidn, o el de los microfdsiles de protistas
incluidos en dmbar del Cretacico inferior y la secuenciacion
masiva de minicromosomas del genoma-macronuclear de
ciliados esticotricos.

Como hemos mostrado en este breve resumen sobre la
actividad de nuestro grupo, estamos abiertos a la elabora-
cién de proyectos conjuntos y colaboraciones con todos
aquellos grupos de microbidlogos que trabajen con protistas
u otros microorganismos o bien, que estén interesados en
algunos de los aspectos (incluyendo técnicas) o lineas en
que el grupo trabaja.

PUBLICACIONES RECIENTES SELECCIONADAS

Gallego A, Martin-Gonzélez A, Ortega Ry Gutiérrez JC. (2007). Flow
cytometry assessment of cytotoxicity and reactive oxygen
species generation by single and binary mixtures of cadmium,
zinc and copper on populations of the ciliated protozoan
Tetrahymena thermophila. Chemosphere. 68: 647-661.

Diaz S, Amaro F, Rico D, Campos V, Benitez L, Martin-Gonzalez A,
Hamilton EP, Orias E y Gutiérrez JC. (2007). Tetrahymena met-
allothioneins fall into two discrete subfamilies. PIoSONE. 2(3):
€291. doi:10.1371/journal.pone.0000291.

Martin-Gonzalez A, Wierzchos J, Gutiérrez JC, Alonso J y Ascaso C.
(2008). Morphological stasis of protists in lower cretaceous
amber. Protist 159: 251-257.

Gutiérrez JC, Martin-Gonzalez A, Diaz S, Amaro F, Ortega R, Gallego
Ay de Lucas MP. (2008). Ciliates as cellular tools to study the
eukaryotic cell-heavy metal interactions. En: Heavy Metal Pol-
lution. S.E. Brown & W.C. Welton (Eds.). Nova Publishers.
(EEUU). ISBN: 978-1-60456-899-8.

Amaro F, de Lucas MP, Martin-Gonzélez A 'y Gutiérrez JC. (2008).
Two new members of the Tetrahymena multi-stress.inducible
metallothionein family: Characterization and expression analysis
of T. rostrata Cd/Cu metallothionein genes. Gene 423: 85-91.

Rico D, Martin-Gonzdlez A, Diaz S, de Lucas MP y Gutiérrez JC.
(2009). Heavy metals generate reactive oxygen species in ter-
restrial and aquatic ciliated protozoa. Comp Biochem Physiol
Part C149: 90-96.

Martin-Gonzalez A, Wierzchos J, Gutiérrez JC, Alonso J y Ascaso C.
(2009). Double fossilization in eukaryotic microorganisms from
lower cretaceous amber. BMC Biology 7:9 doi: 10.1186/1741-
7007-7-9.

Amaro F, Ruotolo R, Martin-Gonzalez A, Faccinni A, Ottonello Sy
Gutiérrez JC. (2009). A pseudo-phytochelatin synthase in the
ciliated protozoan Tetrahymena thermophila. Comp Biochem
Physiol Part C149: 598-604.

Gutiérrez JC, Amaro F y Martin-Gonzalez A. (2009). From heavy
metal-binders to biosensors: Ciliate metallothioneins discussed.
BioEssays 31: 805-816.

Amaro F, Turkewitz AP, Martin-Gonzélez A y Gutiérrez JC. (2011).
Whole-cell biosensors for detection of heavy metal ions in envi-
ronmental samples based on metallothionein promoters from
Tetrahymena thermophila. Microb Biotechnol doi:10.111/j.1751-
7915.2011.00252.X.
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Aplicabilidad de las microalgas
en estudios de contaminacion
de sistemas acuaticos

Angeles Cid Blanco

Grupo Microalgae. Departamento de Biologia Celulary Molecular,

BIOENSAYOS DE TOXICIDAD CON MICROALGAS

La contaminacién de los ecosistemas naturales ha estado
siempre presente en la vida del hombre, en mayor o
menor medida. Dada la importancia del agua en la salud
publica, la creciente polucidn de los ambientes acudticos
como consecuencia de la rdpida industrializacién, el uso
intensivo de pesticidas en la agricultura, y el elevado consu-
mo de farmacos constituye una importante amenaza para
la vida en nuestro planeta. Debido a que tanto la cantidad
como la calidad del agua afectan ala salud y el bienestar de
las poblaciones, en los ltimos tiempos ha crecido el interés
por la monitorizacidn de los potenciales riesgos, tanto bio-
|6gicos como quimicos, del agua.

Los microorganismos, en general, y las microalgas, en
particular, se utilizan como indicadores bioldgicos de la con-
taminacién en estudios ecotoxicoldgicos, en los que se pre-
tende determinar la relacién entre la cantidad de compuesto
quimico a la que el organismo estd expuesto y la naturaleza
y grado de sus efectos perjudiciales. La relacién dosis-res-
puesta proporciona la herramienta necesaria para el andlisis
de los potenciales peligros que presentan los productos qui-
micos para el medio ambiente. Para cuantificar la toxicidad
de un compuesto se puede recurrir a diferentes parametros,

Cultivos de la microalga dulceacuicola Chlorella vulgaris.

Facultad de Ciencias, Universidad de A Coruna.
Campus de A Zapateira s/n. 15071 A Coruiia

y el mas utilizado es la mortalidad o el crecimiento, pero tam-
bién es frecuente utilizar efectos fisioldgicos, bioquimicos,
a nivel de poblacién o comunidad, etc.

La utilizacién de células enteras presenta como ventaja
evidente el que puedan detectar toda una serie de reacciones
complejas que sélo pueden existir en una célula intacta meta-
bdlicamente activa. La citémica se define como el estudio de
los fenotipos moleculares de las células individuales en com-
binacién con una exhaustiva extraccién informdtica del cono-
cimiento asf obtenido, y como disciplina tiene como objetivo
el conocimiento del disefio molecular y la funcionalidad de
los citomas mediante el analisis célula a célula. Algunas téc-
nicas citdmicas que, a través de la fluorescencia, estudian la
célula individual en su complejidad se agrupan en torno al
concepto metodoldgico de la citometria de flujo (CMF), que
permite cuantificar simultdneamente varios parametros bio-
Iégicos en la misma célula a gran velocidad, evitando la pér-
dida de informacidn que caracteriza a otras metodologias en
las que se obtienen valores promedios a partir del andlisis a
nivel poblacional de un nimero elevado de células.

Durante el desarrollo de proyectos anteriores de nuestro
equipo de investigacidn, financiados por la Xunta de Galicia
y el Plan Nacional de 1+D, hemos estudiado mediante analisis
citédmico la interaccién xenobidtico-microalga que nos ha
permitido la caracterizacion mecanistica de los efectos de
algunos contaminantes sobre las células vivas. Los resultados
obtenidos justifican la utilizacidn de diferentes especies de
microalgas como modelos bioldgicos sensibles en estudios
ecotoxicoldgicos ya que, combinadas con las técnicas utili-
zadas, permiten evaluar parametros globales como la bio-
disponibilidad de los contaminantes, cuestion intimamente
asociada a la toxicidad de los mismos.

En nuestros proyectos en fase de desarrollo, pretende-
mos abordar la utilizacién de las microalgas en la deteccién
y monitorizacién de diferentes contaminantes frecuentes
en los sistemas dulceacuicolas (metales, pesticidas y farma-
cos), aplicando técnicas citémicas puestas a punto en nues-
tro laboratorio y que permiten detectar la respuesta rapida
de estos microorganismos a distintos niveles celulares (via-
bilidad celular, potencial de membrana citoplasmatico y mito-
condrial, pH intracelular, calcio intracelular libre, nivel de
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estrés oxidativo, diversas actividades enzimaticas, autofluo-
rescencia).

Los bioensayos con microalgas realizados en laboratorio
pueden contribuir a dar una informacién muy valiosa sobre
los efectos de estos contaminantes (a concentraciones
medioambientalmente relevantes) y la direccién o asesora-
miento ambiental, que tendrian en estos organismos un tem-
prano y adecuado sistema de alarma para que se pudieran
tomar decisiones que permitieran prevenir tales efectos. A
largo plazo, el avance en el conocimiento de cdmo afectan
diferentes contaminantes que llegan a los ecosistemas acua-
ticos puede contribuir a desarrollar una legislacion medioam-
biental mas acorde con los problemas actuales de contami-
nacion de estos ecosistemas.

EL GRUPO MICROALGAE

| grupo “Estudio y aplicaciones de las microalgas” (Acré-
nimo: MICROALGAE) actualmente estd inscrito en el cata-

-
| E / §

o L

logo de grupos de investigacion de la Universidad de A Coru-
fiay de la Xunta de Galicia. El grupo fue creado por Concep-
cién Herrero a principios de los aflos 90, momento en el que
nacia la Universidad de A Corufa, a partir del Colegio Uni-
versitario dependiente de la Universidad de Santiago de
Compostela. Este grupo lo conforman hoy dos catedraticos
de universidad (Concepcidn Herrero y Julio Abalde), una pro-
fesora titular de universidad (Angeles Cid, actual coordina-
dora del grupo), un profesor contratado doctor (Enrique
Torres), un profesor asociado a tiempo parcial (Pablo Fidal-
g0), una ayudante doctora (Carmen Rioboo), una contratada
postdoctoral (Raquel Prado) y dos técnicos de laboratorio
(Rosa Garcia y Dora Franco), ademas de estudiantes de mas-
ter y doctorado.

La investigacion inicial del grupo se centraba enla me-
jora de los cultivos de diferentes especies de microalgas,
fundamentalmente marinas, para su aplicacion en los sis-
temas de acuicultura o la obtencién de productos de alto
valor econédmico, como el carotenoide astaxantina. Dentro

Algunos miembros del
grupo (de izquierda a
derecha): Dora Franco,
Raquel Prado, Rosa Diaz,
Carmen Rioboo y Ange-
les Cid.

i
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de estalinea de investigacidn se han defendido 5 tesis doc-
torales alo largo de estos 20 afios. Hoy en dia, la principal
linea de investigacion del grupo se centra en el estudio
de larespuesta de las células microalgales a situaciones de
estrés provocadas por la presencia de contaminantes en
el medio. En esta linea de investigacién se han defendido
6 tesis doctorales y otras 2 se encuentran en fase de de-
sarrollo.

PROYECTOS DE INVESTIGACION VIGENTES

e “Deteccién y monitorizacidon de contaminantes en
medios acuaticos mediante analisis de pardmetros de
respuesta rdpida de microalgas dulceacuicolas”
(08MDS020103PR) (Conselleria de Innovacidn, Indus-
tria e Comercio de la Xunta de Galicia). IP: Angeles Cid

e ‘“Chlamydomonas reinhardtii como modelo bioldgico
para el estudio de los mecanismos involucrados enla
accién téxica de los herbicidas tipo triazina” (CGL2010-
15993/BOS) (Ministerio de Ciencia e Innovacién). IP:
Angeles Cid

SELECCION DE PUBLICACIONES RECIENTES

Gonzélez-Barreiro O, Rioboo C, Herrero Cy Cid A. (2006). Removal
of triazine herbicides from freshwater systems using photos-
ynthetic microorganisms. Environ Pol 144: 266-271.

Rioboo C, Prado R., Herrero Cy Cid A. (2007). Population growth
study of the rotifer Brachionus sp. fed with triazine-exposed
microalgae. Aqua Toxicol 83: 247-253.

Prado R, Diaz R, Rioboo C, Herrero C, Abalde J y Cid A. (2009). Com-
parison of the sensitivity of different toxicity test endpointsin
amicroalga exposed to the herbicide paraquat. Environ Int 35:
240-247.

Folgar S, Pérez-Rama M, Cid A, Abalde J, Herrero Cy Torres E.
(2009). Dunadliella salina a marine microalga highly tolerant to
but a poor remover of cadmium. J Hazard Mat 165: 486-493.

Prado R, Rioboo C, Herrero Cy Cid A. (2009). The herbicide paraquat
induces alterations in the elemental and biochemical composition
of non-target microalgal species. Chemosphere 76: 1440-1444.

Rioboo C, O’Connor JE, Prado R, Herrero Cy Cid A. (2009). Cell pro-
liferation alterations in Chlorella cells under stress conditions.
Aqua Toxicol 94: 229-237.

Prado R, Rioboo C, Herrero Cy Cid A. (2011). Characterization of
cell response in Chlamydomonas moewusii cultures exposed to
the herbicide paraquat: induction of chlorosis. Aqua Toxicol
102: 10-17.

Dinoflagelados toxicos marinos:
Aspectos ecologicos, sanitarios

y filogenéticos

Irma Marin'y Beatriz Reguera>

'Departamento de Biologia Molecular, Universidad Auténoma de Madrid,

Edificio de Biologia. ¢/ Darwin 2. Cantoblanco, 28049 Madrid. irma.marin@uam.es
Instituto Espafol de Oceanografia, Centro Oceanografico de Vigo.

Aptdo 1552. 36200 Vigo. beatriz.reguera@vi.ieo.es

| término Harmful Algal Blooms (HAB) o Floraciones Al-

gales Nocivas (FANs en lo sucesivo) fue acufado por la
UNESCO en la década de los 90 para denominar cualquier
proliferacién de microalgas, independientemente de su con-
centracién, que fuera percibida como un dafo por el hom-
bre. Se trata, pues, de un término socio-econdmico que abar-
ca eventos causados por un amplio espectro de grupos
microalgales. Con la excepcidn de las floraciones de ciano-
bacterias, principales causantes de contaminacién por fico-
toxinas en los suministros de agua potable, el resto de las
FANs estdn constituidas por proliferaciones de microalgas
—eucariotas unicelulares— que forman parte de comuni-
dades microbianas marinas plancténicas y bentdnicas.

Hasta la fecha se han identificado al menos 100 especies
de microalgas marinas productoras de distintas clases de
toxinas que causan mortandades de organismos marinos,
irritaciones respiratorias y cutaneas, o que se transfieren a
través de la cadena trdfica hasta el hombre, constituyendo
un riego para la salud publica. La “Lista de Especies Toxicas”
(http://www.marinespecies.org/hab/index.php) incluye 13
especies de diatomeas, 9 haptofitas, 7 rafidoficeas, 2 dict-
yocoficeas, y 73 dinoflagelados. Esta gran diversidad de espe-
cies va asociada a una diversidad de las condiciones ambien-
tales —especificas de especie (o incluso de cepa)— que
promueven su crecimiento dptimo (nicho ecoldgico), por lo
que se debe evitar caer en generalizaciones simplistas tales
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Muestra de campo viva (arrastre de red, 100 X) observada
al microscopio de epifluorescencia.
Dinophysis acuminata tienen autofluorescencia color
naranja por su contenido en ficoeritrinas. Ria de Ponte-
vedra, Octubre de 2007.

como “hay un incremento global en la frecuencia, intensidad
y distribucién geogrdfica de floraciones algales nocivas”.

Entre las FANs productoras de toxinas que se transfie-
ren a través de la cadena trdfica, las de especies produc-
toras de toxinas amnésicas (diatomeas del género Pseudo-
nitzschia), neurotoxinas paralizantes (dinoflagelados
Gymnodinium catenatum, Pyrodinium bahamense y distintas
especies del género Alexandrium), y sobre todo las produc-
toras de toxinas diarreicas (dinoflagelados del género
Dinophysis), constituyen el principal riesgo natural para la
explotacién de bivalvos en la Unién Europea, cuyas direc-
tivas exigen a los paises-miembro el establecimiento de
costosos programas de seguimiento (monitoring) de la pre-
sencia de especies potencialmente téxicas y sus toxinas
en las zonas de cultivo. Cada vez que la concentracién de
toxinas en los bivalvos explotados comercialmente alcanza
niveles superiores a los de regulaciéon —establecidos en
las directivas europeas— las autoridades sanitario-pesque-
ras imponen vedas o cierres de extraccion del producto
que implican cuantiosas pérdidas econdmicas para el sector
marisquero/acuicultor. El objetivo tltimo de los investiga-
dores es alcanzar el desarrollo de modelos acoplados fisi-
co-bioldgicos que permitan aplicar los avances de la ocea-
nografia operacional a la aparicidn de los eventos téxicos.
Dicho de forma mas sencilla: desarrollar sistemas de alerta
temprana que avisen a los usuarios finales sobre el inicio, desa-
rrollo y mantenimiento de las floraciones de microalgas noci-
vas como si de un servicio meteoroldgico se tratara. Esto
requiere un conocimiento sdlido de la biologia —taxonomia,
ciclo de vida, variabilidad morfoldgica y genética, dindmica
de poblaciones—y de las interacciones fisico-bioldgicas de
las especies diana con la hidrodindmica local.

El grupo de Fitoplancton Téxico del Instituto Espafiol de
Oceanografia (IEO) en Vigo —cuyos origenes se remontan
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Micrografia de campo claro (400X) de Dinophysis caudata
aislados de la costa de Galicia.

al afo 1977, tras el primer caso de intoxicacién paralizante
por bivalvos gallegos— hallevado a cabo proyectos de inves-
tigacion y control de fitoplancton potencialmente téxico en
las costas gallegas entre 1977 y 1991. En este periodo se con-
siguieron importantes avances en la identificacién taxoné-
mica y toxinoldgica de las especies problema, asi como de
las condiciones ambientales asociadas a su proliferacion. A
partir de 1992, el control en aguas costeras pasé a ser com-
petencia del gobierno de la Xunta de Galicia, y desde enton-
ces el grupo dedica todos sus esfuerzos al desarrollo de pro-
yectos centrados en la biologia, fisiologia y dindmica de
poblaciones de especies de interés, financiados por diversos
programas del plan nacional y de la Unién Europea.

Desde la identificacion en 1980 del dinoflagelado Dino-
physis fortii como el responsable de las intoxicaciones dia-
rreogénicas por bivalvo en el noreste de Japdn, las especies
Dinophysis se convirtieron en diana para los programas de
seguimiento de fitoplancton potencialmente téxicas. Desde
el punto de vista cientifico, Dinophysis planteaba considera-
bles retos a los investigadores. El género incluye especies
heterdtrofas y especies fotdtrofas en las que destaca su con-
tenido en ficoeritrinas —pigmentos dominantes en ciano-
bacterias, criptoficeas y en el ciliado Myrionecta rubra (antes
Mesodinium rubrum)—. No obstante, durante muchos afos
los esfuerzos por establecer cultivos de especies pigmenta-
das de Dinophysis resultaron infructuosos lo que llevd a sos-
pechar que se trataba de especies mixdtrofas, es decir, orga-
nismo capaces de obtener energia metabdlica tanto a partir
de la fotosintesis (fototrofia), como de la digestién de otros
organismos (heterotrofia). Para el personal especializado
en observar poblaciones de Dinophysis “in vivo”, una de las
complicaciones a las que se enfrentan es la gran variabilidad
en la morfologia de su contorno celular (tamafo y forma de
las grandes placas que forman su hipoteca) y de su conte-
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Pictograma (CLMS) de hibridacion in situ con sonda fluo-
rescente (TSA-FISH) marcada con Alexa 488 dirigida a bac-
terias en el interior de Dinophysis ovum. En verde se obser-
va la sefal de hibridacién, en rojo el nucleo teiido con
ioduro de propidio y en azul la teca tefiida con calcofltor.

nido. Alo largo de su temporada de crecimiento (que puede
durar 6-7 meses en el caso de algunas especies costeras,
tales como D. acuminata y D. acuta), las células pueden apa-
recer delgadas y con escaso contenido citoplasmatico, o hin-
chadas, rojizas y repletas de vacuolas digestivas. La distri-
bucién de tallas de la poblacién puede ser bimodal (células
pequenas y células grandes), unimodal (sélo células vege-
tativas “normales”) o un continuo de formas. Ademas, las
poblaciones de Dinophysis pueden estar presentes todo el
afio en las zonas de cultivos marinos —pero en concentra-
ciones infimas (< 20 cel/L) que escapan al nivel de deteccién
de los controles rutinarios— y sélo en cortos periodos de
tiempo, intimamente relacionados con la hidrodindmica
local, alcanzan concentraciones superiores a las 103 cel/L. A
pesar de su escasez, se ha observado que unos pocos cientos
de células por litro son suficientes para convertir a los bival-
vOs en no aptos para el consumo. Por todo ello, podemos
definir las floraciones de Dinophysis como FANs de baja bio-
masa que, sin formar “mareas rojas” (tipo especial de FAN
donde la excesiva proliferacion de organismos pigmentados
produce una coloracién en el agua), transmiten toxinas a
través de la cadena trdfica.

La biologia molecular se ha revelado como una poderosa
herramienta en los estudios de filogenia, taxonomia molecular
y biodiversidad del fitoplancton y ha permitido abrir nuevos
caminos en situaciones donde las herramientas tradicionales
de microscopia dptica y fisiologia celular resultaban claramen-
te insuficientes. En los ultimos 10 afios, varios expertos del
grupo de Fitoplancton Téxico del IEO-Vigo —en la actualidad,
Unidad Asociada CSIC-IEO de Fitoplancton Téxico— concentra-
ron sus esfuerzos en distintos aspectos de la biologfa, dina-
mica de poblaciones y toxicologia de las principales especies

Miembros del Grupo de Fitoplancton Toxico. De izquierda
a derecha: Francisco Rodriguez (Investigador 1+D), Pilar
Rial (Ayudante de Investigacion), Beatriz Reguera (Inves-
tigadora I+D) y Laura Escalera (contrato pre-doctoral).

de Dinophysis productoras de toxinas diarreicas en el noroeste
Ibérico. El acercamiento entre el Departamento de Biologia
Molecular de la Universidad Auténoma de Madrid (UAM) y el
IEO-Vigo afinales de los 90, permitié acometer retos pendien-
tes combinando las valiosas herramientas moleculares desa-
rrolladas en la UAM y los afios de experiencia sobre estudios
de campo del IEO-Vigo. Asi comenzé una fructifera colabora-
cidn, amistosa primero y formalizada después durante el des-
arrollo de 3 proyectos de investigacion (dos de ellos coordi-
nados) del plan nacional de 1+D: DINOPHYSIS 2000 (1999-2002);
PHYCODISIS (2003-2006) y el actual proyecto en curso DIGE-
DINO (2009-2012). Fue necesario desarrollar estrategias de
muestreo apropiadas para poder concentrar las escasas cé-
lulas de campo de Dinophysis spp. y aislarlas por micromani-
pulacidn. Las incubaciones de ejemplares aislados suplieron
la falta de cultivos de laboratorio y combinadas con observa-
ciones de campo permitieron dilucidar el ciclo de vida de estas
especies (jconsideradas hasta entonces carentes de procesos
sexuales!) (Reguera & Gonzalez-Gil 2001; Escalera & Reguera
2008). Las técnicas moleculares aplicadas por la UAM, sobre
una o pocas células, permitieron obtener los primeros resul-
tados sobre secuencias del DNA ribosomal de distintas espe-
cies de Dinophysis de las costas gallegas (Marin et al. 20013, b)
aligual que los avances de la cromatografia liquida acoplada
a espectrémetro de masas permitieron determinar sus perfiles
de toxinas (Pizarro et al. 2008). Estos estudios revelaron que
las secuencias del rDNA no eran las mas adecuadas para poder
separar molecularmente las distintas especies de Dinophysis
y que seria necesario explorar nuevas regiones del genoma.
La secuencia del DNA mitocondrial (gen cox1) se revelé como
una herramienta apropiada para separar Dinophysis acuminata
(principal productor de toxinas diarreicas en Galicia) de una
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especie muy préxima, Dinophysis ovum, responsable de even-
tos téxicos en la costa suratldntica de Iberia, Golfo de México
y Mar Egeo (Raho et al. 2008).

En 2006, un grupo de investigadores coreanos consiguid
establecer cultivos mixétrofos de Dinophysis acuminata ali-
mentados con el ciliado Myrionecta rubra, que a su era vez
era cultivado con adiciones de criptoficeas del género Tele-
aulax. Los Dinophysis cultivados han sido identificados como
predadores secundarios y como mixétrofos obligados requi-
riendo luz y nutrientes para fotosintetizar, asi como presa
viva que fagocitan por mizocitosis. Estos resultados cons-
tituyeron un importante hito en los estudios de comporta-
miento nutricional de Dinophysis que obligd a replantearse
muchas interpretaciones previas de los resultados de cam-
po. Ademas, las técnicas de ultima generacién de micros-
copia electrdnica de transmisidn, aplicadas a células indivi-
duales, han mostrado que en ocasiones es necesario recurrir
a los estudios de ultraestructura para dilucidar si los orga-
nulos celulares observados corresponden a vacuolas diges-
tivas (presa identificada por pigmentos y biologia molecular)
o0 a endosimbiosis en curso (Escalera et al. en prensa).A par-
tir de 2006, se han ido estableciendo cultivos de nuevas
especies de Dinophysis en nuestro pais, tales como D. acuta
en Huelva (Jaén et al. 2009) y D. tripos en Galicia (Rodriguez
et al. 2010) y se ha allanado el camino para testar nuevas
hipdtesis sobre el comportamiento nutricional de Dinophy-
sis, su ciclo de vida y produccidn de toxinas, y la posible exis-
tencia de una poblacidn de microorganismos acompafiantes
a las proliferaciones de Dinophysis (Raho et al. 20113, b.
Enviados). La utilizacidn de cultivos de laboratorio de D. acu-
ta estd permitiendo estudiar el controvertido origen de los
cloroplastos. Mediante métodos de biologia molecular se
ha determinado el origen de los cloroplastos presentes en
células de Dinophysis alimentadas con distintos ciliados los
cuales a su vez fueron alimentados con distintas criptofitas.
Los resultados apoyan la hipdtesis de un origen ancestral
de los mismos (Raho et al. 2011a y b).

En la actualidad, ademds de seguir con los estudios que
se han explicitado anteriormente estamos investigando la
biodiversidad de protistas presentes en medios ambientes
extremos, tanto dcidos como hipersalinos y aislando y carac-
terizando molecularmente algunas especies nuevas. Asi mis-
mo estudiamos la posible relacién entre dinoflagelados y
otros microorganismos que los acompafan en el crecimien-
to, produccidn de toxinas, etc. Y finalmente, estamos desa-
rrollando nuevas herramientas moleculares para la identifi-
cacion especifica de dinoflagelados que son dificilmente
identificables por los métodos conocidos.

ALGUNAS PUBLICACIONES RELEVANTES
SOBRE DINOPHYSIS DE LOS DOS GRUPOS
DE INVESTIGACION

Escalera L & Reguera B. (2008). Planozygote division and other
observations on the sexual cycle of several species of Dinophysis
(Dinophyceae, Dinophysiales). J Phycol 44: 1425-36.

Grupo UAM: De izquierda a derecha Nicolas Raho (con-
trato pre-doctoral), Ana Isabel Morato (Ayudante de
Investigacion), Carlotta Vizioli (contrato pre-doctoral),
Irma Marin (Profesora Titular de Universidad) y Jose P.
Abad (Profesor Titular de Universidad).

Marin I, Aguilera A, Reguera B & Abad JP. (2001a). A method for
preparation of DNA suitable for molecular biology applications
from single cell of dinoflagelates. Biotechniques 30(1): 88-93.

Marin I, Aguilera A, Gonzélez-Gil S, Reguera B & Abad JP. (2001).
Genetic analysis of three species of Dinophysis causing diarrhetic
shellfish outbreaks in Galicia (NW Spain). In: Hallegraeff, G. M.,
Blackburn, S. L., Bolch, C. J. & Lewis, R. J. [Eds.] Harmful Algal
Blooms. Intergovernmental Oceanographic Commission of
UNESCO, Paris, pp. 222-25.

Reguera B & Gonzdlez-Gil S. (2001). Small cell and intermediate cell
formation in species of Dinophysis (Dinophyceae, Dinophysiales).
J Phycol 37: 318-33.

Reguera B, Gonzalez-Gil S & Delgado M. (2007). Dinophysis diegensis
is a life history stage of Dinophysis caudata (Dinophyceae, Dino-
physiales). J Phycol 43: 1083-93.

Reguera B & Pizarro G. (2008). Planktonic dinoflagellates which
produce polyether toxins of the old “DSP Complex”. In:
Botana, L. M. [Ed.] Seafood and freshwater toxins: pharma-
cology, physiology and detection. 2nd ed. CRC Press, London.
798 pp., pp. 257-84.

Pizarro-Nova G, Escalera L, Gonzdlez-Gil S, Franco JM & Reguera B.
(2008). Growth, behaviour and cell toxin quota of Dinophysis acuta
Ehrenberg during a daily cycle. Mar Ecol Progr Ser 353: 89-105.

Raho N, Pizarro G, Escalera L, Reguera B & Marin I. (2008). Mor-
phology, toxin composition and molecular analysis of Dinophysis
ovum Schiitt, a dinoflagellate of the “Dinophysis acuminata
complex” Harmful Algae 7: 839-848.

Raho N, Jaén D, Maman L, Rial P & Marin I. (2011a). Molecular analy-
sis of chloroplasts of Dinophysis acuta from Huelva (Spain)
chloroplasts fed with different cryptophytes. Enviado J Phycol

Raho N, Rodriguez F, Reguera B & Marin I. (2011b). Genetic varia-
bility and molecular phylogeny of Dinophysis species (Dino-
phyceae) from single cell analysis of mitocondrial cox1 gene.
Enviado a Harmful Algae.
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I. SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD

omo continuacién de la certificacién obtenida en 2004 segtin

la norma ISO 9001:2000 y mds adelante segtin la norma ISO
9001:2008 para “la preparacidn, venta y distribucion de cultivos
microbianos (bacterias, hongos y levaduras)”, la CECT ha supe-
rado satisfactoriamente las auditorfas de seguimiento y reno-
vacion hasta la fecha, manteniendo asi su certificacion.

Il. INVESTIGACION

ano 2010

Esperanza Garay. Directora de la CECT

V. SERVICIOS PRESTADOS

Proyectos:

a) La CECT ha participado en 3 proyectos nacionales y dos
internacionales: Demonstration Project for a Global Bio-
logical Resource Centre Network GBRCN, (www.gbrcn.org)
y European Consortium of Microbial Resource Centres
EMbaRC (FP7-228310), (www.embarc.eu).

b) Publicaciones, comunicaciones en congresos y reuniones
cientificas y direccién de Tesis Doctorales: El personal de
la CECT ha publicado 9 articulos en revistas, ha dirigido
una Tesis Doctoral y ha participado en 5 reuniones o con-
gresos cientificos nacionales e internacionales.

IIl. FORMACION

Cursos impartidos:

e La CECT haimpartido el Certificado de post-grado tedri-
co-practico (3 créditos): “Conservacion y control de cepas
microbianas”. Xl edicién (enero 2010).

Cursos de formacion:

Entre los cursos recibidos por su personal destacan:

e “Seminario Agilent Technologies: Técnicas fundamentales
de Cromatografia y Espectrometria de Masas” (Valencia),
octubre 2010.

¢ “International Workshop: Sherlock Microbial Identification
System Course Outline”, organizado por MIDI-Inc (Newark
DE, USA), noviembre 2010.

IV. CONVENIOS VIGENTES CON EMPRESAS
Y OTROS ORGANISMOS

Se ha renovado el Contrato de Asesoramiento Técnico
entre la Universitat de Valéncia - Estudi General y el Institut
Valencia D’Art Modern - IVAM, para el aislamiento e identifica-
cién de hongos en las pinturas e instalaciones de éste ultimo.

Se mantienen los convenios con varias empresas para la
distribucién de las cepas procedentes de la CECT, y el “Memo-
randum of Understanding” entre la Universitat de Valéncia y el
KRIBB (Korea Research Institute of Bioscience & Biotechnology),
que incluye a la KCTC (Korean Collection for Type Cultures).

Desde enero de 2011 la nueva direccién de la CECT es:
Coleccién Espafiiola de Cultivos Tipo (CECT)
Edificio 3 CUE. Parc Cientific Universitat de Valencia,
Catedratico Agustin Escardino, 9 ¢ 46980 Paterna (Valencia)

Depésitos con fines de patente como Autoridad
Internacional: 46
Bacterias y arqueas 36
Hongos filamentosos y levaduras 10
Nuevas cepas en depésito publico: 172
Bacterias y arqueas 161
Hongos filamentosos y levaduras 11
Nuevas cepas en depésito restringido: 2
Bacterias: 1
Hongos filamentosos y levaduras 1
Identificaciones: 58
Bacterias y arqueas 35
Hongos filamentosos y levaduras 23
Cepas liofilizadas y otros servicios por encargo: 7
Bacterias y arqueas 2
Hongos filamentosos y levaduras 3
Otros 2
Cepas suministradas (*): 3808
Cepas suministradas a laboratorios , empresas
y centros espafioles: 3466

Cepas enviadas a paises extranjeros: 342
Alemania: 1
Austria: 6
Bélgica: 12
Bulgaria 3
Canada 4
Chequia: 1
Chile: 25
China 30
Corea del Sur: 37
EEUU: 13
Francia: 51
Holanda: 8
India: 2
Irlanda: 1
Italia: 24
Japén: 17
Méjico: 21
Noruega: 2
Peru: 10
Portugal: 40
Reino Unido: 19
Suiza 2
Turquia 1
Taiwan 2
(*) Desde Junio de 2010 no se envian ya liéfilos de comprobacién sin coste,
que antes se contabilizaban como cepas suministradas, lo que ha rebajado
en 164 el nimero total.

VI. PERSONAL

Se ha mantenido el personal anterior y se ha contado con un
Técnico de FP en formacién desde enero y con un Técnico Medio
desde enero hasta octubre.

(*) Mas detalle sobre los proyectos y las publicaciones en la pagina web (www.cect.org)
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Para facilitar el control de calidad en el
laboratorio. , '\
Facil de usar, rapido, seguro, trazable y \?
cuantitativo.

.h

BAContrI

MATERIAL DE REFERENCIA BACTERIOLOGICO
CUANTITATIVO DE USO DIARIO

Cada pastilla contiene un numero determinado de
células viables y cultivables.
Es el material apropiado para la realizacion de
controles de calidad rutinarios, como controles de
proceso, creacion de graficos de control o controles
de calidad de medios de cultivo.

If

CARACTERISTICAS VENTAJAS
Homogéneo Facil de usar
Estable a largo plazo Rapido
Cuantitativo Seguro
Facil conservacion Trazable

Preparacién sencilla Cdémodo y practico

Y SI LO QUE BUSCAS ES UN VALOR CERTIFICADO,

BACuanti

el material de referencia bacteriolégico cuantitativo y
certificado (cultivo, PCR y DNA).

.
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