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INFORMACION PRACTICA

INFORMACION DE LA SEDE

La XV Reunién del Grupo de Microbiologia Molecular
se celebrara en el campus de Alfara del Patriarca de la
Universidad CEU Cardenal Herrera.

El campus esta situado a 10 kildmetros de Valencia y
cuenta con un cémodo acceso en transporte publico,
con una parada de metro (Seminari-CEU) ubicada a
tan solo 800 metros de distancia.

Las charlas tendran lugar en el Aula Magna del
edificio del Paraninfo. La exposicion de poésteres se

realizara en el foyer del mismo edificio. - ----- - >
S/ A\
\ /4

La cena de clausura se celebrara en el Hotel Serco-
tel Sorolla Palace en Valencia, situado junto al pala-
cio de Congresos (Av. de les Corts Valencianes, 58,
46015 Va|éncia)_ ........................... >

Tras la cena, podremos disfrutar de musica en un
ambiente distendido para poner el broche final a la
XV Reunién del Grupo de Microbiologia Molecular.

\ /4

Las comidas se serviran en la cafeteria o en los jar-
dines y espacios exteriores del Paraninfo. En concreto,
el coctel de bienvenida (cena del dia 17), la barbacoa
(cena del dia 18) y las paellas (comida del dia 19) se
celebraran en los espacios exteriores, mientras que la
comida del dia 18 tendra lugar en la cafeteria del CEU.

<
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LINKS UTILES

ACCESO AL CAMPUS »

ACCESO AL PARANINFO »


https://www.uchceu.es/universidad-valencia/tu-campus-valencia
https://www.uchceu.es/universidad-valencia/paraninfo
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INFORMACION SESIONES POSTERES

Debido a la excelente acogida y al gran numero de comunicaciones cientificas recibidas, las sesiones de posteres
se han dividido en dos bloques (Sesion | 'y Sesion Il) coincidiendo con la tematica de las sesiones de charlas orales.

Con el objetivo de garantizar una dinamica fluida, fomentar la discusién cientifica y evitar aglomeraciones en la
zona de exposicion, cada sesion contara con dos turnos de defensa independientes (a y b), coincidiendo con las
pausas para café. Los autores responsables de cada comunicacion deberan estar presentes en su panel Unica-
mente durante la franja horaria asignada a su turno. El esquema con la distribucién de las sesiones de posteres y
la localizacién de los paneles con la sesion asignada se puede consultar en el siguiente plano

J/

él

17-19 JUNIO 2026

sachiulnilo .

VALENCIA

\




10

XV REUNION
MICROBIOLOGIA
MOLECULAR

PROGRAMA DETALLADO

MIERCOLES, 17 DE JUNIO DE 2026

12:00 Registro y entrega de documentacion

16:00 Bienvenida y conferencia inaugural
“Pathogenic Yersinia: instrumental public health models to study the evolution of host-pathogen interac-
tions”
Javier Pizarro-Cerda, /nstitut Pasteur

17:30 Pausa café y sesion posters l.a

SESION I: INTERACCION MICROORGANISMO PATOGENO

Moderadores:

Patricia Casino, Universitat de Valencia
Ana Fresno, Universidad de Santiago de Compostela

18:30 “Estudio de la proteina legA7, secretada por el T4BSS de Legionella pneumophila, utilizando
como modelo la levadura saccharomyces cerevisiae”

Alejandro Fernandez-Vega Granado, Alejandro Caminero Lorenzo, Maria Molina Martin, Gunnar
Schroeder, Victor Jiménez Cid, Isabel Rodriguez Escudero.
P29

18:45  “Analisis comparativo de las redes de interaccion del repertorio de efectores en la infeccion de
EHEC y Salmonella entérica”

Alejandro Virues Morales, Lucia Leodn Prieto, Julia Sanchez Garrido, Alfonso Rodriguez Patén, David
Ruano Gallego.
P62

19:00 “La dinamica del peptidoglicano bacteriano regula la interaccion con la planta en la rizosfera”

Gorka Arbelo Brito, Lihuén Irai Gonzalez Dominici, Marcos Pefalver, Francisco Garcia Del Portillo, Paula
Garcia Fraile, Zaki Saati Santamaria.
P76

19:15  “Mecanismos de activacion del factor de transcripcion EN (TFEB) y evasion lisosomal en la
infeccion por Acinetobacter baumannii’

Irene Molina Panadero, Celia Atalaya Rey, Angela Rey Hidalgo, Moisés Pérez Pérez, Giulia Olgiati,
Maria José Lépez Carballo, Manuel J. Mufioz Ruiz, Younes Smani.
P134

19:30  “Lainfeccion por Salmonella typhimurium induce reprogramacion inmunometabdlica especifica
de tipo celular en el ileon porcino”
José M. Suarez Cardenas, Tomas Montserrat Ayuso, Ménica Alfonso Nufiez, Anna Esteve Codina, Juan

J. Garrido, Sara Zaldivar Lépez.
P140
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19:45 Charlas cortas o “Flash talks”:
P63:

“La interdependencia entre las mutaciones de resistencia y la interaccion huésped-patégeno
define la dindmica de la infecciéon en Pseudomonas aeruginosa’

Pablo Laborda, Ruggero La Rosa, Sgren Molin, Helle Krogh Johansen

P104:

“Determinantes ambientales del microbioma intestinal en la infancia: Gordonibacter como
biomarcador del metabolismo de contaminantes”

Anna Valls Verdoy, Miriam Garcia Fernandez, Sonia Gonzalez, Cecilia Martinez Costa, Marta Selma
Royo, Maria Carmen Collado

P106:

“El trasplante de microbiota fecal reprograma la inmunidad sistémica en pacientes con cancer
de pulmoén tratados con inmunoterapia (estudio MORELIA)”

Samuel Garcia Huete, Laura Martin Pedraza, Maria Eugenia Olmedo Garcia, Paul Nicholas Holmes
Anton, Rafael Bargiela, Ana Del Amo De Palacios, Laura Luna Garcia, Ana Gomez Rueda, Rosa Del
Campo, Miguel Garcia Pardo, Elena Moreno Del Olmo, Manuel Ferrer, Enrique Martin Gayo, Pilar
Garrido Lopez, Sergio Serrano Villar

P113:

“Crecimiento diferencial mediado por microbiota en clones hipervirulentos de Listeria mono-
cytogenes”

Juliette Poujol De Molliens, Carla Palacios Gorba, Pedro Gonzalez Torres, Luis Alvarez, Juan José
Quereda Torres

20:30 Cocktail bienvenida
JUEVES, 18 DE JUNIO DE 2026

SESION II: MICROBIOLOGIA MOLECULAR

Moderadores:

Younes Smani, Centro Andaluz de biologia del Desarrollo, Universidad Pablo de Olavida.
Rocio Lépez Igual, Instituto de Quimica Vegetal y Fotosintesis, Universidad Sevilla-CSIC

09:00 “Unregulated petidoglycan synthesis compromises bacterial cell envelope integrity’

Fabio Giovannercole, Manuel Pazos Don Pedro.
P11

09:15  “Un sistema Gabija participa en la resistencia a fagos en Marinomonas mediterranea MMB-3".

Christian Martinez Jiménez, Victor Andrés Gonzalez, Antonio Sanchez Amat.
P19

09:30  “Duplicacién génica de quimiorreceptores como mecanismo para expandir el rango en la
respuesta quimiotactica”

Elizabet Monteagudo Cascales, Nadim Ferdous, Sénia Castanheira, Raquel Vazquez Santiago, Juan
Pifeiro Pifeiro, Francisco Garcia-Del Portillo, José Antonio Gavira, Igor B. Zhulin, Tino Krell.
P23

1
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09:45

10:00

10:15
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“El operador de la helicasa replicativa, dciA, de Thermus thermophilus, revela un nuevo posi-
ble vinculo entre replicacion y recombinacion”

Bruna Fernanda Silva De Sousa, Marc Gost Palmer, Marta Failde Soler, Sara Quiles Hernandez, Patricia
Herrero Gonzalez, Begofia Carrasco, Alba Blesa Esteban, Juan Carlos Alonso, Mario Mencia Caballero.
P57

“Plant vaccination using eliciting type lll-secreted effectors encapsulated in bacterial extracellu-
lar vesicles via molecular engineering”

Irene Herrero Gémez, Bjorn Krenz, Paula Ayala Garcia, Irene Jiménez Guerrero, Francisco Pérez
Montarno, José Manuel Borrero De Acuia.
P146

Charlas cortas o “Flash talks”:
P51:

“Generacion de una libreria tn-seq en la cianobacteria modelo Synechocystis sp. PCC 6803 y
su caracterizacion en condiciones de estrés”

Ana |. Lépez Pérez, Valentine V. Trotter, José A. Navarro, Adam Deutschbauer, Luis Lé6pez Maury

P78:

“El gen alr8563 de Anabaena sp. PCC 7120 plantea un nuevo modelo de segregacion plasmidica”
Miguel Angel Casado Combreras, Paula Tomas Viejo, Ignacio Luque , Laura Corrales Guerrero

P121:

“Cribado, seleccioén y caracterizacion fenotipica y genotipica de bacterias ambientales produc-
toras de compuestos antimicrobianos”

Alba Moreno Barellas, Maria Losilla Fau, Lucia Negredo Ferrer, Francesco DelPozzo, Alessandra
Gianoncelli, Giovanni Ribaudo, Ainhoa Lucia Quintana, Laura Espina Cadena

P129:

“Toolkit modular basado en golden gate para modificaciones genéticas en Pseudomonas
syringae y otras bacterias”

Juan Manuel Ocaia Galvez, Carmen Rosario Beuzon Lépez, Javier Ruiz Albert, José Sebastian Rufian Plaza

10:45 Pausa café y sesion poésters l.b

SESION III: BIOLOGIA MOLECULAR DE PATOGENOS

Moderadores:

IAigo Lasa, Navarrabiomed-Universidad Publica de Navarra
Cristina Herencias, Instituto Ramoén y Cajal de Investigacion sanitaria

11:45

12:00

“DNaA acts as a transcriptional activator that regulates NrdAB ribonucleotide reductase ex-
pression in Pseudomonas aeruginosa PAO1"”

Angela Martinez Mateos, Raphaélle Palau, Joana Admella, Albert Ripoll, Bianca Sclavi, Eduard Torrents.
P16

“Caracterizacion funcional de la glicosil hidrolasa endoE aislada de Enterococcus faecalis E8 y
su evaluacion en infecciones viricas.”

Victor Garcia Telles, Eva Moya Gonzalvez, Sergi Lopez Navarro, Roberto Gozalbo Roviro, Brayan

Grau, Ron Geller, Jesus Rodriguez Diaz, Vicente Monedero Garcia, M?Jesus Yebra Yebra.
P27

12:15

12:30

12:45

13:00
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“Caracterizacion funcional, estructural y fenotipica de la unién de ligando al sistema rcs de
Salmonella”

Ignacio Francés-Castillo, Daniel Martin-Monton, Rebeca Garcia-Lucena, Francisco Garcia-Del Portillo,
Patricia Casino.
P65

“La interaccion fleN-flnF como determinante del numero de flagelos polares en Pseudomonas
putida’

Maria Zapata Cruz, Tanja Dapa, Aroa Lépez Sanchez, Fernando Govantes.
P86

“Caracterizacion funcional de dos nuevas mini-proteinas pertenecientes al proteoma oculto de
Staphylococcus aureus”

Miriam Torguet, Ane Muruzabal-Galarza, Pilar Menéndez-Gil, Carlos J. Caballero, Alejandro Toledo-Arana.
P98

Charlas cortas o “Flash talks”:
P33:

“Identificacién de inhibidores potenciales de rfaG como estrategia terapéutica frente a escherichia
coli uropatégena multirresistente”

Estela Pena Hermida, Saskia Camille Flament Simon, Antonio Gémez Sanchez, José Manuel Brea
Floriani, Geert. A Daudey, Ana Fresno Herrero

P35:

“Alteraciones transcriptémicas mediadas por metilacién en GATC en Streptococcus pneumoniae”
Laura Alfonso Alarcén, Mirella Llamosi, Miriam Domenech, Maria José Ferrandiz, Adela G. De La Campa

P48:

“Characterization of the stenotrophomonas maltophilia phosphoproteome reveals H-NS as a
master regulator of bacterial physiology and pathogenicity”

Juan Camilo Ortiz, Mireia Diaz Lobo, Alicia Roque, Marina Gay, Gianluca Arauz Garofalo, Marc Garcia
Tirado, Lorena Mas Nieto, Andromeda Celeste Gomez, Marc Bravo, Oscar Conchillo Solé, Marta
Vilaseca, Xavier Daura, Isidre Gibert, Daniel Yero

P84:

“Implicacion de la capsula, DNA extracelular, nucleasas y autolisinas en la formacion de biope-
liculas en Streptococcus suis”

Luis Saralegui Remén, Ariadna Fuertes, Paula Jurado Romero, Jesus Arenas Busto

13:30 Pausa comida

SESION IV: EVOLUCION, GENOMICA Y COMUNIDADES BACTERIANAS

Moderadores:

Zaki Saati, Edifico Departamental de Biologia, Universidad de Salamanca
Francesc Coll, Instituto de Biomedicina de Valencia-CSIC

15:00

“Dinamica de interaccion Haemophilus influenzae-fusobacterium nucleatum en su contribucion
a la disbiosis pato-fisioldgica asociada a la progresion de la EPOC”

Begofia Euba, Asier Dominguez San Pedro, Francisco Javier Campano, Miguel Angel Bada, Thyerre
Santana Da Costa, Jorge Barriuso, Tomas Mufioz Santoro, Tamara Gutiérrez, Maria Urquiola, Pilar
Cebollero, Sergio Curi Chércoles, Carlos Ortiz De Solérzano, Oscar Millet, Pablo Sanchez Salcedo.
P42
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15:15

15:30

15:45

16:00

16:15
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“Ensamblaje combinatorio de comunidades sintéticas como plataforma de estudio de interac-
ciones inter-bacterianas”

Diego Vinatea-Samperio, Beatriz Rapun-Araiz, Gonzalo Leandro, Irene Cadenas-Jiménez, Daniel Yero,
Xavier Daura, Sara Hernando-Amado, Sara Marti, Junkal Garmendia.
P54

“Tn-seq identifica determinantes genéticos de la colonizacion intestinal en Enterococcus
faecium resistente a la vancomicina.”

Gloria Carruana, Alejandra Flor-Duro, Anna Quirant, Javier Pons, Vincent De Maat, Willem Van Schaik,
Carles Ubeda.
P90

“Sinergia en consorcios microbianos como estrategia para la biodegradacion eficiente del
naproxeno”

Ines Canosa, Juan A. Martinez Mancebo, Zaki Saati-Santamaria, Pilar Navarro Gémez, Amando Flores.

P115

“Prediccién del ensamblaje y estabilidad de comunidades microbianas mediante analisis de
epistasis global”.

Miguel D. Fernandez-De-Bobadilla, Sabela Quirds, Alvaro Sanchez.
P153

Charlas cortas o “Flash talks”:
P24:

“Respuesta del microbioma y peptidoma de scrobicularia plana a la contaminacion por
metales en ecosistemas costeros”

Marina Barbudo Lunar, Chiara Trombini, Eduardo Chicano Galvez, Julian Blasco Moreno, Carmen
Michan Dofia, José Alhama Carmona

P64:

“Evaluacion de los factores espaciales y temporales que determinan las comunidades micro-
bianas en sifones hospitalarios”

Ivan Linares Ambohades, Natalia Guerra Pinto, Sandra Mingo Ramirez, Silvia Serrano Calleja,
Francisco Amaro Torres, Maria Cruz Soriano, Raul De Pablo, Maria Teresa Coque Gonzalez, Ana Elena
Pérez Cobas

P105:

“Estudio de la distribucion global de elementos conjugativos y resistencias a antibiéticos en
ecosistemas naturales terrestres y acuaticos”

Juan Manuel Medina Méndez, Santiago Redondo Salvo, Maria Pilar Garcillan Barcia, Raul Fernandez
Lépez, Fernando De La Cruz Calahorra

P144:

“Proteccion vs cambio: el papel de un profago en la expansion clonal de Staphylococcus
aureus CC121”

José Francisco Diaz Méndez, Patricia Mascards Nufiez, Ester Sanchez Cordoba, Alberto Arnau
Bonachera, Laura Selva Martinez, Juan Manuel Corpa Arenas, David Viana Martin

16:45 Pausa café y sesion poster ll.a

17-19 JUNIO 2026

sachininilR o s .

VALENCIA

SESION V: REGULACION, SENALIZACION Y METABOLISMO

Moderadores:

Wilfried Meijer, Centro de biologia molecular Severo Ochoa
Cristina Solano, Navarrabiomed- Universidad Publica de Navarra

17:45

18:00

18:15

18:30

18:45

19:00

“Mas alla de los organismos modelo: un modo alternativo de sintesis y regulacién del polifos-
fato en Lacticaseibacillus paracasei’

Manuel Zaiiga Cabrera, Daniela Corrales Benedetti, Cristina Alcantara Baena, Vicente Monedero
Garcia, Ignacio Francés Castillo, Francisco Paredes Martinez, Patricia Casino Ferrando.
P34

“Acetilcolina como molécula sefial en el fitopatégeno Dickeya solani”

Manuel Jesus Gilabert Ruiz, Zulema Udaondo, Mario Cano Mufioz, Alvaro Ortega, Amalia Roca, Miguel
Angel Matilla.
P40

“El factor orcsl de Pseudomonas aeruginosa activa la expresion del sistema de secrecion tipo
Il en respuesta a hocl’

Maria Serrano Morales, Raquel Herrera , Alfonso Lazaro Payo, Marian Llamas
P43

“Explorando la versatilidad funcional de PipY: implicaciones regulatorias y fenotipicas en
cianobacterias”

Lorena Tremifio, Antonio Llop, Raquel Cantos, Asuncion Contreras
P49

“La NADPH ferredoxina/flavodoxina oxidorreductasa yumC es esencial para la biosintesis de
isoprenoides y peptidoglicano en Bacillus subtilis”

Marirene Chacén Arnaude, Deniz Akbulut, Dillon McBee, Octavio Reyes Matte, Joshua Baccile, Alan
Derman, Javier Lopez Garrido
P61

Charlas cortas o “Flash talks”:
P14:

“Desentrafiando el transcriptoma cianobacteriano: transcripcion antisentido e interferencia
transcripcional”

Belén Suarez-Murillo, Manuel Brenes-Alvarez, Jens Georg, Agustin Vioque, Alicia Maria Muro-Pastor

P74:

“Mecanismos de regulacién transcripcional y postranscripcional de la respuesta al estrés en
Sphingopyxis granuli TFA”

Alberto Pires-Acosta, Inmaculada Garcia-Romero , Javier Marquez-Hurtado , Francisca Reyes-Ramirez

P130:

“Un operén no-contiguo coordina la biosintesis del cofactor de molibdeno (moco) en S. aureus”

Maider Lizarrondo Sendra, Maite Echeverz, Muhammad Abrar Hasnat, Joaquin Fernandez, Silke
Leimkuhler, IAigo Lasa

19:30 Barbacoa y cervezas. Actividad “mentoring”

15
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| SESION VI: ELEMENTOS GENETICOSMOVILES

“Analisis del mapa transcriptomico del bacteriéfago SPB”

Antonio Lamparero De Martin, Daniel Lépez Lopez, Alexander V. Predeus, Aisling Brady, Jay C.D.
SESION VI: ELEMENTOS GENETICOS MOVILES Hinton, Luis Alvarez Fernandez, Nuria Quiles Puchalt

Moderadores: P123:

Carmen R. Beuzon, Instituto de Hortofruticultura Subtropical y Mediterranea
Alfonso Santos, Universidad Complutense de Madrid

“La amplificacién de blaNDM-1 como catalizador de su diseminacién horizontal y persistencia
ecoldgica”
Mario Pulido-Vadillo, Javier F Favieres , Andrea Estupifian-Velasco , Angel F Ces , Carlos Serna,

09:00 “Mobile genetic elements establish bacterial membrane microdomains as essential folding Natalia Montero . Bruno Gonzalez-Zorn

hubs”
Tamara Alonso Blanco, Elena Pajares Martinez, Mar Cordero, Ana Marina Cabrerizo, Alfred Fillol- 10:50 Pausa café y sesion posters l.b

Salom, José Ramon Valverde, Héctor Olmeda, Maria Lépez-Bravo, José Penadés, Daniel Lopez.
SESION VII: RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS

P12

09:15  “Seguimiento de la trayectoria individual de plasmidos conjugativos en comunidades bacterianas”

Andrea Fernandez Gémez, Pablo Guridi Fernandez, Olatz Irastorza Cruz, Uli Klimper, David Bikard, Moderadores:
Dolores L. Guzman Herrador, Matxalen Llosa. Alberto Marina, Instituto de Biomedicina de Valencia-CSIC
P56 Carles Ubeda, FISABIO-Centro superior de Investigacion en Salud Pdblica
09:30  “Global epistasis governs plasmid-mediated antimicrobial resistance” 11:50  Presentacion conexion CSIC “Resistencia a antimicrobianos”.
Filipa Trigo Da Roza, Javier De La Fuente, Jorge Sastre Dominguéz, Sandra Martinez Gonzalez, Alberto Marina
Paloma Rodera Fernandéz, Matilde Castanheira, Coloma Costas, Alvaro Sanchéz, Alvaro San Millan.
P69 12:00 “Qué determina el éxito o fracaso de un tratamiento antibidtico: analisis molecular, evolutivo y
ecologico”
09:45 Mqldeando el fageoma intestinal infantil: contribuciéon materna e influencia de la lactancia en Marina Amores-Borge, Pablo Miguez-Lopez, Alberto Hipdlito Carrillo De Albornoz, Alfonso Santos-
la vida temprana Lopez.
Elena Cabello Yeves, Anna Samarra, Kimberley Summers, Ifiaki Comas, Elizabeth Wellington, Andrew P36
Millard, Maria Carmen Collado, Alberto Marina.
P82 12:15  “Antimicrobial conjugates with vitamin B12 as a trojan horse strategy against Mycobacterium
tuberculosis”
10:00 Unidades translocables: motores ocultos de la resistencia a los antibidticos Laura Sanz Asensio, Ramon Badorrey, José Antonio Galvez, José Manuel Ezquerra Aznarez, Alfonso
Paula Ramiro Martinez, Yiging Wang, Joao Alves Gama, Eduardo Rocha, Jeronimo Rodriguez Beltran. Mendoza Losana, Ainhoa Arbués, Jesus Gonzalo Asensio.
P126 P52
10:15 Charlas cortas o “Flash talks”: 12:30  “Structural and functional insights into the Pseudomonas putida pore-forming toxin tke5”
P7 Maialen Zabala Zearreta, Carmen Veldzquez Alvarez, Alejandro Arce Rodriguez, David Albesa Jove,
" . o .. . . . . . . Patricia Bernal Guzman.
Adhesinas codificadas por plasmidos conjugativos de bacterias Gram-positivas: diversidad y P58
funciones en la conjugacion”.
Idris Nasir Abdullahi, Fernando Freire Gomez, Andrés Miguel Arribas, David Abia, Wilfried J.J. Meijer. 13:00  “El estrés periplasmico induce la sensibilidad colateral asociada a la expresién de -lactamasas”

. Laura Alvaro Llorente, Ignacio De Quinto, Laura Jaraba Soto, Yeral Ludefia, Alvaro San Martin,
P73: Jeronimo Rodriguez Beltran, Cristina Herencias.
“Evaluacion de herramientas bioinformaticas para la deteccién de secuencias de insercion en P72
genomas de Enterococcus faecium’

Juan Serrano Fernandez, Zuzzana Boczar, Neris Garcia Gonzalez, Francesc Coll | Cerezo 13:15 La regulacion epigenética de la envuelta celular tiene un impacto en la resistencia a antibidticos

Rocio Fernandez Fernandez, Marina Caba Santos, Paula Blanco, José Antonio Escudero, Maria
P91: Antonia Sanchez Romero.
P103

“Optimizacion del proceso de transferencia de ADN mediante conjugacion en cianobacterias”
Mireia Burnat, Isela S. Fujarte , Rocio Lopez-lgual 13:30 Pausa comida
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15:00 Premios Josep Casadesus

“Mobile integrons encode phage defense systems.”

Kieffer N, Hipélito A, Ortiz-Miravalles L, Blanco P, Delobelle T, Vizuete P, Ojeda FM, Jové T, Jurenas D,
Garcia-Quintanilla M, Carvalho A, Domingo-Calap P, Escudero JA.

“Pseudomonas syringae subpopulations cooperate by coordinating flagellar and type Il secre-
tion spatiotemporal dynamics to facilitate plant infection”

Lépez-Pagan N, Rufian JS, Luneau J, Sanchez-Romero M-A, Aussel L, van Vliet S, Ruiz-Albert J,
Beuzén CR.

16:30 Asamblea del grupo de Microbiologia Molecular

18:00 Visita turistica centro histoérico de Valencia

21:00 Cena clausura Hotel Sercotel Sorolla Palace

17-19 JUNIO 2026 M

VALENCIA
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P3

LOS MICRODOMINIOS DE MEMBRANA FUNCIONAN COMO CENTROS DE REPLEGAMIENTO DE PROTEINAS
SIN GASTO DE ATP.

Daniel Lépez Serrano.

P8
NUEVO FENOTIPO DE ADICCION A ANTIBIOTICOS RIBOSOMALES EN STAPHYLOCOCCUS AUREUS

LIGADO A LA SINTESIS DE TIMIDILATO.

Héctor Olmeda Lépez, Elena Pedrero Vega, Julia Garcia Fernandez, Tamara Alonso Blanco, Maria Lopez-Bravo
Arancibia, Daniel Lopez Serrano.

P11

UNREGULATED PEPTIDOGLYCAN SYNTHESIS COMPROMISES BACTERIAL CELL ENVELOPE INTEGRITY.
Fabio Giovannercole, Manuel Pazos Don Pedro.

P17

STRUCTURE AND MECHANISTIC BASIS OF NRDR, A BACTERIAL MASTER REGULATOR OF
RIBONUCLEOTIDE REDUCTION.

Lucas Pedraz, Arkadiusz Szura, Claus Schmitz, Alba Rubio Canalejas, Angela Martinez Mateos, Anthony Santella,
Gabriel Gomila, Annalisa Calo, Maria Sola, Eduard Torrents.

P18
DIVERSIDAD FUNCIONAL Y CONVERGENCIA EN LAS LIGASAS DE UBICUITINA NEL DE SALMONELLA:

IDENTIFICACION DE NUEVOS SUSTRATOS MEDIANTE TULIP2.

Andrea Bullones Bolafios, Emily Soto Hidalgo, Joaquin Bernal Bayard, Roman Gonzélez Prieto, Francisco Ramos
Morales.

P21

CARACTERIZACION FUNCIONAL DE LA HIS-FOSFOTRANSFERASA YPD1 DE CANDIDA ALBICANS.

Daniel Marti Montén, Francisco Paredes Martinez, Antonio Daniel Prieto Prieto, Maria Angeles Tormo Mas, Jesus
Pla Alonso, Patricia Casino Ferrando.

P23

DUPLICACION GENICA DE QUIMIORRECEPTORES COMO MECANISMO PARA EXPANDIR EL RANGO EN
LA RESPUESTA QUIMIOTACTICA.

Elizabet Monteagudo Cascales, Nadim Ferdous, Sénia Castanheira, Raquel Vazquez Santiago, Juan Pifieiro
Pifieiro, Francisco Garcia-Del Portillo, José Antonio Gavira, Igor B. Zhulin, Tino Krell.

27
CARACTERIZACION FUNCIONAL DE LA GLICOSIL HIDROLASA ENDOE AISLADA DE ENTEROCOCCUS

FAECALIS E8 Y SU EVALUACION EN INFECCIONES VIRICAS.

Victor Garcia Telles, Eva Moya Gonzalvez, Sergi Lopez Navarro, Roberto Gozalbo Roviro, Brayan Grau, Ron
Geller, Jesus Rodriguez Diaz, Vicente Monedero Garcia, M2Jesus Yebra Yebra.
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P29

ESTUDIO DE LA PROTEINA LEGA7, SECRETADA POR EL T4BSS DE LEGIONELLA PNEUMOPHILA,
UTILIZANDO COMO MODELO LA LEVADURA SACCHAROMYCES CEREVISIAE.

Alejandro Fernandez-Vega Granado, Alejandro Caminero Lorenzo, Maria Molina Martin, Gunnar Schroeder, Victor
Jiménez Cid, Isabel Rodriguez Escudero.

P39

CO-EVOLUTION OF POLYSACCHARIDE UTILIZATION LOCI (PULS) AND HOST IGA: UNRAVELING
SYMBIOTIC ADAPTATION IN THE MAMMALIAN GUT.

Inmaculada Mena Guzman, Tanja Dapa.

P41

REGULACION DE HETEROGENEIDAD FENOTIPICA EN LA EXPRESION DEL SISTEMA DE SECRECION
TIPO Il Y FLAGELO EN LA BACTERIA FITOPATOGENA PSEUDOMONAS SYRINGAE.

Nieves Lépez-Pagan, José S. Rufian, Carlos Martinez-Zamora, Fernando Govantes, Javier Ruiz-Albert, Carmen
R. Beuzdn.

P53

LA RESPUESTA AL DANO DEL ADN INDUCIDO POR 4-NQO EN THERMUS THERMOPHILUS SE BASA
PRINCIPALMENTE EN UN UNICO OPERON.

Bruna Fernanda Silva De Sousa, Luis Carlos Hoyos, Patricia Herrero Gonzalez, Marc Gost, Noemi Lépez-Rubio,
Mario Mencia Caballero.

P62

ANALISIS COMPARATIVO DE LAS REDES DE INTERACCION DEL REPERTORIO DE EFECTORES EN LA
INFECCION DE EHEC Y SALMONELLA ENTERICA.

Alejandro Virues Morales, Lucia Ledn Prieto, Julia Sanchez Garrido, Alfonso Rodriguez Paton, David Ruano
Gallego.

P65

CARACTERIZACION FUNCIONAL, ESTRUCTURAL Y FENOTIPICA DE LA UNION DE LIGANDO AL SISTEMA
RCS DE SALMONELLA.

Ignacio Francés-Castillo, Daniel Martin-Montén, Rebeca Garcia-Lucena, Francisco Garcia-Del Portillo, Patricia
Casino.

P70

ATP-INDEPENDENT PROTEIN REFOLDING IN FUNCTIONAL MEMBRANE MICRODOMAINS.
Julia Garcia-Fernandez, Samuel Garcia-Poveda, Rabea M. Wagner, André Mateus, Daniel Lopez.

P75

LA ACTUALIZACION DEL PROTEOMA DEL PLASMIDO POXA-48 REVELA UNA MINI-PROTEINA EN UN
SISTEMA TOXINA-ANTITOXINA IMPLICADO EN LA PERSISTENCIA PLASMIDICA.

Ane Muruzabal Galarza, Pedro Dorado Morales, Didier Mazel, Alejandro Toledo-Arana.
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P76

LA DINAMICA DEL PEPTIDOGLICANO BACTERIANO REGULA LA INTERACCION CON LA PLANTA EN LA
RIZOSFERA.

Gorka Arbelo Brito, Lihuén Irai Gonzalez Dominici, Marcos Pefialver, Francisco Garcia Del Portillo, Paula Garcia
Fraile, Zaki Saati Santamaria.

P77

RELACIONES ESTRUCTURA-FUNCION E INTERACCIONES HUESPED-PATOGENO EN EL PROTEOMA DEL
FAGO SPSS.

Luis Valiente Martinez-Sicluna, Antonio Lamparero De Martin, Nuria Quiles Puchal, José Rafael Penadés.

P79

INTEGRACION DE MULTIPLES CAPAS REGULATORIAS EN EL CONTROL DE LA CONJUGACION
BACTERIANA.

Andrés Miguel Arribas.

P83

DETECCION DE ENTEROBACTERIAS PRODUCTORAS DE ESBL Y PATOTIPOS ZOONOTICOS DE
ESCHERICHIA COLI EN FAUNA SILVESTRE BAJO EL ENFOQUE ONE-HEALTH.

Saskia Camille Flament Simon, Marta Bafia Cerdeiras, Ana Noya Pol, Oscar Sampedro Moreira, Esther Valderra-
bano Cano, Estela Pena Hermida, Ana Herrero Fresno.

P92

RETRON BIOLOGY AND BIOTECHNOLOGICAL SCOPES IN CYANOBACTERIA.
Isela S. Fujarte, Cristina Velazquez-Suarez, Rocio Lépez-lgual.

P94

CARGA DIFERENCIAL DE PORPHYROMONAS GINGIVALIS EN PACIENTES CON Y SIN PERIODONTITIS EN
POBLACION DEL OCCIDENTE DE MEXICO.

Claudia Berenice Tinoco Cabral, Luis Alfonso Mufioz Miranda, Salvador Emiliano Sustaita Alcaraz, Maria Fernan-
da Coronado Gonzalez, Vianeth Maria Del Carmen Martinez Rodriguez, Cesar Arturo Nava Valdivia.

P99

ELPAPELDE BAPCOMO ELEMENTO DELGENOMAACCESORIO EN LAPATOADAPTACIONY PERSISTENCIA
DE STAPHYLOCOCCUS EPIDERMIDIS.

Ainara Aginaga-Etxamendi, Amaia Fernandez-Lopo, Alejandro Toledo-Arana, Jaione Valle.

P102

IMPACTO FUNCIONAL DE MUTACIONES ADAPTATIVAS EN REGULADORES TRANSCRIPCIONALES DE
ENTEROCOCCUS FAECIUM

Alicia Forcada-Nadal, Josep Fita-Torrd, Gloria Carruana, Carles Ubeda, Francesc Coll.

P110

IDENTIFICACION DE PEPTIDOS AMILOIDES MIMETICOS DE ASS(1-42) EN FUSOBACTERIUM NUCLEATUM
ASOCIADOS A LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER.

Josune Sada-Mugueta, Inigo Barrio-Hernandez, Alejandro Toledo-Arana, Jaione Valle.
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P119

LA BIODISPONIBILIDAD DE GLUTAMINA MODULA LA INTERACCION DE STREPTOCOCCUS SUIS CON EL
SISTEMA INMUNE Y LA PRODUCCION DE CAPSULA.

Carla Garcia Lépez, José Planillo Jarauta, Luis Saralegui Remoén, Clara Marin Alcala, Jesus Arenas Busto.

P122

IMPACTO DE LA EXPRESION DEL REGULADOR CFRA EN LA PRODUCCION DE SACAROSA EN LA
CIANOBACTERIA SYNECHOCYSTIS SP. PCC 6803.

Maria Teresa Dominguez Lobo, Pablo Ortega Martinez, Francisco Javier Florencio, Maria Isabel Muro Pastor.

P132

ESTUDIO DE DIFERENTES VIAS DE ADMINISTRACION PARA LA INDUCCION DE PROTECCION FRENTE A
CANDIDIASIS SISTEMICAS POR CEPAS DE C. ALBICANS.

Alba Blesa Esteban, Marina Alvaro Moya, Daniel Prieto Prieto, Isabel Cortés Prieto, Elvira Roman Gonzalez, Je-
sus Pla Alonso, Rebeca Alonso Monge.

P136

LA POLICLONALIDAD OCULTA EN LISTERIA: UN RETO PARA LA VIGILANCIA GENOMICA.

Mireia Palanca Gisbert, Carla Palacios Gorba, Alberto Mas Soler, Jesis Gomis Almendro, Angel Gomez Martin,
Yuval Markovich, Antonio Contreras, Juan José Quereda Torres.

P138

MAS ALLA DE LA IDENTIDAD TAXONOMICA: EL IMPACTO DE LA VARIACION ESTRUCTURAL GENOMICA
EN LA INTERACCION PSEUDOMONAS-BRASSICA NAPUS.

Irene Frontella, Lihuén Irai Gonzalez-Dominici, Zaki Saati-Santamaria, Paula Garcia Fraile.

P140

LA INFECCION POR SALMONELLA TYPHIMURIUM INDUCE REPROGRAMACION INMUNOMETABOLICA
ESPECIFICA DE TIPO CELULAR EN EL iLEON PORCINO.

José M. Suarez Cardenas, Tomas Montserrat Ayuso, Ménica Alfonso Nufez, Anna Esteve Codina, Juan J. Garri-
do, Sara Zaldivar Lopez.

P142

INFLUENCIA DE LA MOTILIDAD Y PRODUCCION DE BIOFILM EN EL EXITO DE COLONIZACION DE CLONES
PATOGENICOS DE ESCHERICHIA COLI.

Marina Zayas Paez, Astrid Henrich Gutierrez, Laura Jaraba Soto, Cristina Herencias.

P145

EVALUACION DE FENOTIPOS ASOCIADOS A LA INDUCCION E INHIBICION DE LA PROTEINA EBH EN
S. AUREUS.

Yaiza Pérez Sierra, Nahiara Garmendia Antofiana, Ifigo Lasa Uzcudun.

P148

LIPI-3: UNA ISLA DE PATOGENICIDAD SIN COSTE ENERGETICO NI IMPACTO EN LA MICROBIOTA FUERA
DEL HOSPEDADOR

Alba Espi Malillos, Inmaculada Lépez Almela, Pilar Ruiz Garcia, Maria Carmen Lépez Mendoza, Nerea Carrén,
Pedro Gonzalez Torres, Jazmin Meza Torres, Javier Pizarro Cerda, Juan J Quereda.
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P149

ANALISIS TRADIS MUESTRA LOS REQUISITOS DE APTITUD DINAMICOS Y CONSERVADOS DE
SALMONELLA TYPHIMURIUM EN NICHOS SECUENCIALES DEL HOSPEDADOR PORCINO.

Antonio Romero Guillén, Joaquin Bernal Bayard, Lars Barquist, Francisco Ramos Morales, Sara Zaldivar Lépez,
Transito Garcia Garcia, Juan José Garrido Pavon.

P154

HETEROGENEIDAD FENOTIPICA'Y PREADAPTACION BACTERIANA MEDIADA POR INTEGRONES.

Amalia Prieto, Alberto Hipdlito, Rocio Fernandez Fernandez, Filipa Trigo Da Roza, Ester Vergara, Maria Antonia
Sanchez Romero, Lucia Garcia Pastor, José Antonio Escudero.

P156

INGENIERIA GENETICA EN MYCOBACTERIUM SMEGMATIS: LO QUE FUNCIONA, LO QUE FALLA Y LO
QUE HEMOS APRENDIDO.

Carme Cucarella.

P160

CULTIVO Y VISUALIZACION IN VITRO DE NASONIA VITRIPENNIS Y SU ENDOSIMBIONTE ARSENOPHONUS
NASONIAE.

Serena Francos Sanudo, Pol Nadal Jiménez.

P163

REDEFINIENDO LAS ISLAS DE PATOGENICIDAD DE STAPHYLOCOCCUS SPP: DE ELEMENTOS MOVILES
A REGULADORES GLOBALES DE LA EXPRESION GENICA.

Marina Costa Lacuesta, Mercedes Cervera Alamar, Patricia Bernabé Quispe, Ivan Andrés Tarazon, Guillermo
Garcia Lainez, Alejandro Toledo Arana, Maria Angeles Tormo Mas.

P165

PHAGE-DRIVEN MOBILIZATION OF PATHOGENICITY ISLANDS AND VIRULENCE FACTORS IN CLINICAL
STAPHYLOCOCCUS EPIDERMIDIS FROM MEDICAL DEVICE-ASSOCIATED INFECTIONS.

Marina Costa Lacuesta, Veroénica Patrjcia Bernabé Quispe, Ivan Andrés Tarazon, Mercedes Cervera Alamar, Am-
paro Valentin, Justin Bleeker, Maria Angeles Tormo Mas.
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P9

EL ESTERCOLERO COMO AGENTE DE AMPLIFICACION Y HOMOGENEIZACION DEL MICROBIOMA FECAL
EN VACUNO LECHERO EN DISTINTOS SISTEMAS DE PRODUCCION.

Ibtissam Nejjam, Athanasia Varsaki.
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P16

DNAA ACTS AS A TRANSCRIPTIONAL ACTIVATOR THAT REGULATES NRDAB RIBONUCLEOTIDE
REDUCTASE EXPRESSION IN PSEUDOMONAS AERUGINOSA PAO1.

Angela Martinez Mateos, Raphaélle Palau, Joana Admella, Albert Ripoll, Bianca Sclavi, Eduard Torrents.

19

UN SISTEMA GABIJA PARTICIPA EN LA RESISTENCIA A FAGOS EN MARINOMONAS MEDITERRANEA
MMB-3

Christian Martinez Jiménez, Victor Andrés Gonzalez, Antonio Sanchez Amat.

P22

MOLECULAR DETECTION, ISOLATION AND VIRULENCE GENE DIVERSITY CHARACTERIZATION OF
H. PYLORI ISOLATED FROM FRESH VEGETABLES.

Maria Antonia Ferrus Pérez, Miguel Garcia Ferrus, Ana Gonzalez Pelllicer.

P26
CAMBIOS EN LA HETEROGENEIDAD FENOTIPICA DE DETERMINANTES DE SUPERFICIE Y METILACION

DAM FACILITAN LA ADAPTACION DE SALMONELLA A ENTORNOS VEGETALES.

Fernando Bais6n Olmo, Nieves Lépez Pagan, Rocio Ferndndez Fernandez, Gabriel Pozo Guitierrez, Boyke Bunk,
Cathrin Spréer, Adam Schikora, Maria Antonia Sanchez Romero, Javier Ruiz Albert, Carmen R. Beuzén Lépez.

P30

DIVERSIDAD EN LIPOPROTEINAS DE PEPTIDOGLICANO EN SALMONELLA: RELACION CON
METABOLISMO E INTERACCION CON EL HOSPEDADOR.

Marcos Penalver Medina, Juan José Cestero Carrillo, Rebeca Garcia Lucena, Francisco Garcia Del Portillo.

P37

LA REGION INICIAL DEL GENOMA DE FAGOS JUEGA UN PAPEL CLAVE EN LA SENSIBILIDAD A SISTEMAS
DE RESTRICCION-MODIFICACION.

Andrea Martinez Cazorla, Christian Martinez Jiménez, Patricia Elio Lucas, Antonio Sdnchez Amat.

P46
REPROGRAMACION DEL UBICUITINOMA Y MANIPULACION DE LA TRADUCCION EUCARIOTA POR LAS

LIGASAS DE UBICUITINA NEL DE SALMONELLA ENTERICA.

Andrea Bullones Bolafios, Isela Serrano Fujarte, Sara Martin Villanueva, Carla Veronica Galmozzi, Francine
Amaral Piubeli, Jesus De La Cruz, Laura Tomas Gallardo, Francisco Ramos Morales, Joaquin Bernal Bayard.
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P51

GENERACION DE UNA LIBRERIA TN-SEQ EN LA CIANOBACTERIA MODELO SYNECHOCYSTIS SP. PCC
6803 Y SU CARACTERIZACION EN CONDICIONES DE ESTRES.

Ana |. Lépez Pérez, Valentine V. Trotter, José A. Navarro, Adam Deutschbauer, Luis Lépez Maury.

P57

EL OPERADOR DE LA HELICASA REPLICATIVA, DCIA, DE THERMUS THERMOPHILUS, REVELA UN NUEVO
POSIBLE VINCULO ENTRE REPLICACION Y RECOMBINACION.

Bruna Fernanda Silva De Sousa, Marc Gost Palmer, Marta Failde Soler, Sara Quiles Hernandez, Patricia Herrero
Gonzalez, Begofia Carrasco, Alba Blesa Esteban, Juan Carlos Alonso, Mario Mencia Caballero.

P63

LA INTERDEPENDENCIA ENTRE LAS MUTACIONES DE RESISTENCIA Y LA INTERACCION HUESPED-
PATOGENO DEFINE LA DINAMICA DE LA INFECCION EN PSEUDOMONAS AERUGINOSA.

Pablo Laborda, Ruggero La Rosa, Sgren Molin, Helle Krogh Johansen.

P68

EXPLORING THE BIOLOGICAL CONSEQUENCES OF THE NEW EXPRESSION MODEL OF INTEGRONS.
André Paulino Carvalho, Edurne Morras Escribano, Rafael Pena Miller, José Antonio Escudero Garcia-Calderon.

P71

ADAPTACION A LA INTENSIDAD LUMINICA MEDIANTE MODIFICACION DE LA MORFOLOGIA CELULAR EN
LA CIANOBACTERIA ANABAENA.

Cristina Velazquez Suarez, Manuel Mallén Ponce, Miguel Angel Rubio, Mireia Burnat, José Luis Crespo, Dennis
Nurnberg, Rocio Lopez Igual, Laura Corrales Guerrero, Ignacio Luque.

P78

EL GEN ALR8563 DE ANABAENA SP. PCC 7120 PLANTEA UN NUEVO MODELO DE SEGREGACION
PLASMIDICA.

Miguel Angel Casado Combreras, Paula Tomas Viejo, Ignacio Luque, Laura Corrales Guerrero.

P80

ELUCIDATING THE COMPONENTS OF THE BACILLUS SUBTILIS SPSS BACTERIOPHAGE PACKAGING
SYSTEM.

Raul Sanegre Francés, Hyba Chouihed Mahjoub, Sandra Lahoz Oliva, José R. Penadés Casanova, Nuria Quiles
Puchalt.

P86

LA INTERACCION FLEN-FLHF COMO DETERMINANTE DEL NUMERO DE FLAGELOS POLARES EN
PSEUDOMONAS PUTIDA.

Maria Zapata Cruz, Tanja Dapa, Aroa Lépez Sanchez, Fernando Govantes.

P93

HETEROGENEIDAD FENOTIPICA PROGRAMADA EN LA CIANOBACTERIA MULTICELULAR ANABAENA.

Isidro Alvarez Escribano, Miguel Angel Rubio, Cristina Veldzquez Suarez, Rocio Lépez Igual, Laura Corrales
Guerrero, Rinat Arbel-Goren, Joel Stavans, Raquel Gutiérrez Lanza, Raul Fernandez Lopez, Ignacio Luque.
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P97

DESARROLLO Y VALIDACION DE UNA HERRAMIENTA DE EDICION GENETICA EFICIENTE EN CEPAS
CLIiNICAS DE ENTEROCOCCUS FAECALIS.

Celia Gil-Campillo, Coral Garcia Gutiérrez, Aimar Ardanaz Ullate, Ainara Aginaga Etxamendi, Alejandro Tole-
do-Arana, Jaione Valle.

P98

CARACTERIZACION FUNCIONAL DE DOS NUEVAS MINI-PROTEINAS PERTENECIENTES AL PROTEOMA
OCULTO DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS.

Miriam Torguet, Ane Muruzabal-Galarza, Pilar Menéndez-Gil, Carlos J. Caballero, Alejandro Toledo-Arana.

P100

EL ANALISIS GLOBAL DE DATOS TRANSCRIPTOMICOS REVELA GRUPOS FUNCIONALES DE MINI-
PROTEINAS EN STAPHYLOCOCCUS AUREUS.

Carlos J. Caballero, Maite Los Arcos, Ane Muruzabal-Galarza, Manuel Alfaro, Inigo Barrio-Hernandez, Alejandro
Toledo-Arana.

P104

DETERMINANTES AMBIENTALES DEL MICROBIOMA INTESTINAL EN LA INFANCIA: GORDONIBACTER
COMO BIOMARCADOR DEL METABOLISMO DE CONTAMINANTES.

Anna Valls Verdoy, Miriam Garcia Fernandez, Sonia Gonzalez, Cecilia Martinez Costa, Marta Selma Royo, Maria
Carmen Collado.

P106

EL TRASPLANTE DE MICROBIOTA FECAL REPROGRAMA LA INMUNIDAD SISTEMICA EN PACIENTES CON
CANCER DE PULMON TRATADOS CON INMUNOTERAPIA (ESTUDIO MORELIA).

Samuel Garcia Huete, Laura Martin Pedraza, Maria Eugenia Olmedo Garcia, Paul Nicholas Holmes Antén, Ra-
fael Bargiela, Ana Del Amo De Palacios, Laura Luna Garcia, Ana Gémez Rueda, Rosa Del Campo, Miguel Garcia
Pardo, Elena Moreno Del Olmo, Manuel Ferrer, Enrique Martin Gayo, Pilar Garrido Lépez, Sergio Serrano Villar.

P108

HSBA REGULA LA DISPERSION Y LA MADURACION DEL BIOFILM EN CONDICIONES DE ESTRES EN
PSEUDOMONAS PUTIDA.

Elisa Montero Beltran, Marta Pulido Sanchez, Aroa Lopez Sanchez, Fernando Govantes Romero.

P112

EL ATP COMO METABOLITO SENALIZADOR: DETECCION LUMINICA EN SYNECHOCOCCUS ELONGATUS
PCC 7942.

Carlos Diaz Ceballos, Alfonso Mendana, Victor Campa, Daniel C. Volke, Pablo I. Nikel, Raul Fernandez Lépez.

P113

CRECIMIENTO DIFERENCIAL MEDIADO POR MICROBIOTA EN CLONES HIPERVIRULENTOS DE LISTERIA
MONOCYTOGENES.

Juliette Poujol De Molliens, Carla Palacios Gorba, Pedro Gonzalez Torres, Luis Alvarez, Juan José Quereda Torres.
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P117

¢EL TAMANO IMPORTA? UN ESTUDIO SOBRE EL REPERTORIO DE ADHESINAS EN BRUCELLA.
Aitor Elizalde Bielsa, Xavier De Bolle.

P121

CRIBADO, SELECCION Y CARACTERIZACION FENOTIPICA Y GENOTIPICA DE BACTERIAS AMBIENTALES
PRODUCTORAS DE COMPUESTOS ANTIMICROBIANOS.

Alba Moreno Barellas, Maria Losilla Fau, Lucia Negredo Ferrer, Francesco DelPozzo, Alessandra Gianoncelli,
Giovanni Ribaudo, Ainhoa Lucia Quintana, Laura Espina Cadena.

P129

TOOLKIT MODULAR BASADO EN GOLDEN GATE PARA MODIFICACIONES GENETICAS EN PSEUDOMONAS
SYRINGAE Y OTRAS BACTERIAS.

Juan Manuel Ocaina Galvez, Carmen Rosario Beuzén Lépez, Javier Ruiz Albert, José Sebastian Rufian Plaza.

P134

MECANISMOS DE ACTIVACION DEL FACTOR DE TRANSCRIPCION EB (TFEB) Y EVASION LISOSOMAL EN
LA INFECCION POR ACINETOBACTER BAUMANNII.

Irene Molina Panadero, Celia Atalaya Rey, Angela Rey Hidalgo, Moisés Pérez Pérez, Giulia Olgiati, Maria José
Lopez Carballo, Manuel J. Mufioz Ruiz, Younes Smani.

P137

CARACTERIZACION DE LAS CAPACIDADES METABOLICAS DIFERENCIALES DE CLONES DE E. COLI DE
ALTO RIESGO Y COMENSALES DURANTE LA COLONIZACION INTESTINAL.

Astrid Henrich Gutiérrez, Marina Zayas Paéz, Laura Jaraba Soto, Cristina Herencias Rodriguez.

139

PHAGE-HOSTINTERPLAY: CHARACTERISING THELEXAREGULONWITHIN THE SPBETABACTERIOPHAGE
FAMILY OF B. SUBTILIS

Sandra Lahoz Oliva, Nuria Quiles Puchalt.

P143

EVALUACION DEL POTENCIAL VACUNAL DE TRES PROTEINAS EXPUESTAS EN SUPERFICIE PARA EL
DESARROLLO DE VACUNAS CONTRA STREPTOCOCCUS SUIS.

Carla Garcia Lépez, José Planillo Jarauta, Lucille Van Beek, Marien |. De Jonge, Clara Marin Alcala (2,4), Jesus
Arenas Busto.

P146

PLANT VACCINATION USING ELICITING TYPE llI-SECRETED EFFECTORS ENCAPSULATED IN BACTERIAL
EXTRACELLULAR VESICLES VIA MOLECULAR ENGINEERING.

Irene Herrero Gémez, Bjorn Krenz, Paula Ayala Garcia, Irene Jiménez Guerrero, Francisco Pérez Montafio, José
Manuel Borrero De Acufa.

P151

ADAPTATION OF A CRISPR-CAS9-BASED GENETIC ENGINEERING METHODOLOGY FOR THE STUDY OF
PLANT-ASSOCIATED BACTERIA OF AGRICULTURAL RELEVANCE.

Alejandro Arce Rodriguez, Ana Carmen Utrero Merino.
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P152

CONTRIBUCION DE GENES DE VIRULENCIA A LA SUPERVIVENCIA DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS EN
SANGRE DE CONEJO.

Ester Sanchez Cérdoba, José Francisco Diaz Méndez, Patricia Mascards Nunez, Alberto Arnau Bonachera, Laura
Selva Martinez, Juan Manuel Corpa Arenas, David Viana Martin.

P155

VARIANTES DEL PEPTIDO SAPP DE STREPTOCOCCUS INDUCEN CAMBIOS TRANSCRIPCIONALES EN
PORPHYROMONAS GINGIVALIS.

Ana Adrados-Planell, Ramon Jiménez, Lydia Feliu, Marta Planas, Alex Mira, Ainhoa Revilla-Guarinos.

P158

JAMDOCK-SUITE: UNA PIPELINE ACCESIBLE PARA CRIBADO VIRTUAL AUTOMATIZADO DIRIGIDA A
USUARIOS NO EXPERTOS.

José Antonio Manso.

P164

FAGOS LITICOS FRENTE A PSEUDOMONAS AERUGINOSA: DIVERSIDAD GENOMICA E INHIBICION DEL
CRECIMIENTO BACTERIANO Y FORMACION DEL BIOFILM IN VITRO.

Ivan Andrés Tarazoén, Patricia Bernabé Quispe, Marina Costa Lacuesta, Maria Del Pilar Marin Muela, Maria Angeles
Tormo Mas.

P166

CARACTERIZACION DE BACTERIOFAGOS LIiTICOS ACTIVOS FRENTE A CEPAS MULTIRRESISTENTES DE
STAPHYLOCOCCUS AUREUS AISLADAS DE PACIENTES CON FIBROSIS QUISTICA.

Patricia Bernabé Quispe, Samara Sabsabi Soriano, Marina Costa Lacuesta, Ivan Andrés Tarazén, Amparo Solé
Jover, M? Del Pilar Marin Muela, M? Angeles Tormo Mas.

P167

KIT DE DIAGNOSTICO BASADO EN ANTIGENOS LEWIS B PARAIDENTIFICAR EL RIESGO DE ENFERMEDAD
PERIODONTAL.

Oscar Climent Soler, Alex Mira Obrador, Jests Rodriguez Diaz, Maria Desamparados Ferrer Garcia.

P168

FUNCTIONAL ANALYSIS OF TYPE Il SECRETION SYSTEM EFFECTORS IN THE ESTABLISHMENT OF
RHIZOBIUM-SOYBEAN SYMBIOSIS

Ana Maria Cutino Gobea, P. Requena Martin, M. De La Pefa-Quiros, R Thuss, M. Lépez-Beltran, T.P. Manfrin,
F.J. Lépez-Baena, J.M. Vinardell, F.J. Ollero, C. Jacott, P. Del Cerro
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P5

LOS PLASMIDOS PROMUEVEN LA RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS MEDIANTE LA INACTIVACION DE
GENES MEDIADA POR SECUENCIAS DE INSERCION.

Jorge Sastre-Dominguez, Paloma Rodera-Fernandez, Javier Delafuente, Sandra Martinez-Gonzalez, Susana
Quesada, Marina Valencoso-Requena, Alicia Calvo-Villamafian, Coloma Costas, Ayari Fuentes-Hernandez, Alfon-
so Santos-Lopez, Alvaro San Millan.

P10

PAPEL DE GENES DEL RESISTOMA SECUNDARIO EN LA RESISTENCIA A CEFOTAXIMA EN ESCHERICHIA
COLI/ PRODUCTORA DE CTX-M-1.

Ana Herrero-Fresno, Natalia Farto Pastoriza, Yago Somoza Garcia-Losa, Saskia Flament Simon.

P12
MOBILE GENETIC ELEMENTS ESTABLISH BACTERIAL MEMBRANE MICRODOMAINS AS ESSENTIAL
FOLDING HUBS.

Tamara Alonso Blanco, Elena Pajares Martinez, Mar Cordero, Ana Marina Cabrerizo, Alfred Fillol-Salom, José
Ramoén Valverde, Héctor Olmeda, Maria Lépez-Bravo, José Penadés, Daniel Lopez.

P13

UN RNA ANTISENTIDO CONTROLA LA DEGRADACION DE PIGMENTOS ANTENA EN CIANOBACTERIAS.
Isidro Alvarez-Escribano, Manuel Brenes-Alvarez, Jens Georg, Agustin Vioque, Alicia Maria Muro-Pastor.

P25
EVALUACION ESTACIONAL DEL LITORAL SURATLANTICO MEDIANTE ANALISIS METAGENOMICO DE LA

COMUNIDAD FITOPLANCTONICA ASOCIADA A LA GLANDULA DIGESTIVA DE SCROBICULARIA PLANA.

Alba Moreno Camacho, Laura Pérez Gonzalez, Verdénica Inmaculada Luna Guerrero, Marina Barbudo Lunair,
Chiara Trombini, Carmen Maria Michan Dona, José Alhnama Carmona, Julian Blasco Moreno.

P28

DIVERSIFICACION FUNCIONAL DE HOMOLOGOS DE CHEV EN LA QUIMIOTAXIS BACTERIANA.
David Corredera Martin, Miguel Angel Matilla Vazquez, Tino Krell.

P31
A TRANSCRIPTIONAL REGULATOR OF THE RPIR-FAMILY MODULATES CEPHALOSPORIN RESISTANCE
IN ENTEROCOCCUS FAECIUM.

Miquel Sanchez-Osuna, Judith Guitart-Matas, Inmaculada Goémez-Sanchez, Barbara Algarvio, Aina Jiménez-Ruiz,
Victor Monsalvez, Ana R. Freitas, Luisa Peixe, Oriol Gasch, Carla Novais, Oscar Q. Pich.

P33
IDENTIFICACION DE INHIBIDORES POTENCIALES DE RFAG COMO ESTRATEGIA TERAPEUTICA FRENTE

A ESCHERICHIA COLI UROPATOGENA MULTIRRESISTENTE.

Estela Pena Hermida, Saskia Camille Flament Simon, Antonio Gémez Sanchez, José Manuel Brea Floriani, Geert.
A Daudey, Ana Fresno Herrero.
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P38

IMPACTO DE LOS CASSETTE DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS (ARC) PORTADOS EN INTEGRONES
SOBRE LA ESTABILIDAD PLASMIDICA.

Laura Ortiz Miravalles, Alberto Hipdlito Carrillo De Albornoz, Ester Vergara Gonzalez, José Antonio Escudero
Garcia-Calderon.

P40

ACETILCOLINA COMO MOLECULA SENAL EN EL FITOPATOGENO DICKEYA SOLANI.

Manuel Jesus Gilabert Ruiz, Zulema Udaondo, Mario Cano Mufioz, Alvaro Ortega, Amalia Roca, Miguel Angel
Matilla.

P44

OPTIMIZACION Y DESARROLLO DE NUEVAS ESTRATEGIAS GENETICAS PARA LA SELECCION DE
PLASMIDOS SINTETICOS Y REPLICATIVOS EN CIANOBACTERIAS.

Guillermo Arroyo-Acevedo, Daniel Membrives-Cantero, Cristina Velazquez-Suarez, Alberto Hipdlito, Jose Antonio
Escudero, Rocio Lopez-lgual.

P45

GENOME STRUCTURE DETERMINES GLOBAL TRANSCRIPTIONAND PATHOBIOLOGY IN ACINETOBACTER
BAUMANNII.

Rubén De Dios, Yésica Molina Castro, Elena Rivas Marin, Ronan McCarthy.

P48

CHARACTERIZATION OF THE STENOTROPHOMONAS MALTOPHILIA PHOSPHOPROTEOME REVEALS
H-NS AS A MASTER REGULATOR OF BACTERIAL PHYSIOLOGY AND PATHOGENICITY.

Juan Camilo Ortiz, Mireia Diaz Lobo, Alicia Roque, Marina Gay, Gianluca Arauz Garofalo, Marc Garcia Tirado,
Lorena Mas Nieto, Andromeda Celeste Gomez, Marc Bravo, Oscar Conchillo Solé, Marta Vilaseca, Xavier Daura,
Isidre Gibert, Daniel Yero.

P49

EXPLORANDO LA VERSATILIDAD FUNCIONAL DE PIPY: IMPLICACIONES REGULATORIAS Y FENOTIPICAS
EN CIANOBACTERIAS.

Lorena Tremifo, Antonio Llop, Raquel Cantos, Trinidad Mata Balaguer, Asuncion Contreras.

P54

ENSAMBLAJE COMBINATORIO DE COMUNIDADES SINTETICAS COMO PLATAFORMA DE ESTUDIO DE
INTERACCIONES INTER-BACTERIANAS

Diego Vinatea-Samperio, Beatriz Rapun-Araiz, Gonzalo Leandro, Irene Cadenas-Jiménez, Daniel Yero, Xavier
Daura, Sara Hernando-Amado, Sara Marti, Junkal Garmendia.

P58

STRUCTURAL AND FUNCTIONAL INSIGHTS INTO THE TSEUDOMONAS PUTIDA PORE-FORMING TOXIN
TKES.

Maialen Zabala Zearreta, Carmen Velazquez Alvarez, Alejandro Arce Rodriguez, David Albesa Jove, Patricia Ber-
nal Guzman.
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P60

GENOTIPOS DE STREPTOCOCCUS SUIS ASOCIADOS A LA RESISTENCIA A SS-LACTAMICOS MUESTRAN
RESPUESTAS TRANSCRIPTOMICAS COMUNES.

Jorge Gimeno Tolosana, Victor Piris Garcia, Jesus Arenas.

P64

EVALUACION DE LOS FACTORES ESPACIALES Y TEMPORALES QUE DETERMINAN LAS COMUNIDADES
MICROBIANAS EN SIFONES HOSPITALARIOS.

Ivan Linares Ambohades, Natalia Guerra Pinto, Sandra Mingo Ramirez, Silvia Serrano Calleja, Francisco Amaro
Torres, Maria Cruz Soriano, Raul De Pablo, Maria Teresa Coque Gonzalez, Ana Elena Pérez Cobas.

P67

LA RACEMIZACION DE ALANINA PROTEGE A LAS ESPORAS CONTRA FLUCTUACIONES AMBIENTALES.
Alejandro David Bonive Boscan, Octavio Reyes Matte, Javier Lopez Garrido.

P69

GLOBAL EPISTASIS GOVERNS PLASMID-MEDIATED ANTIMICROBIAL RESISTANCE.

Filipa Trigo Da Roza, Javier De La Fuente, Jorge Sastre Dominguéz, Sandra Martinez Gonzalez, Paloma Rodera
Fernandéz, Matilde Castanheira, Coloma Costas, Alvaro Sanchéz, Alvaro San Millan.

P81

LOS FAGOS SE COMUNICAN ENTRE ESPECIES PARA MODELAR LOS ECOSISTEMAS MICROBIANOS.
Francisca Gallego Del Sol.

P85

REPROGRAMACION TRANSCRIPCIONAL DEL MOVILOMA ENDOGENO POR POXA-48.

Paloma Rodera Fernandez, AI\{aro Barrera Martin, Jorge Sastre Dominguez, Alicia Calvo Villamanan, Laura Tori-
bio Celestino, Beatriz Beamud, Alvaro San Millan.

P88

INTERACCIONES MOLECULARES ENTRE PLASMIDOS DE RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS EN
ESCHERICHIA COLI.

Sandra Martinez Gonzalez, Filipa Trigo Da Roza, Javier De La Fuente, Jorge Sastre Dominguez, Paloma Rodera
Fernandez, Coloma Costas, Alvaro Sanchez, Alvaro San Millan.

P89

ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD DE COMPUESTOS DERIVADOS DEL TIOFENO FRENTE A ACINETOBACTER
BAUMANNII.

Miriam Ortiz Padilla, Irene Molina Panadero, Alfonso Garcia Rubia, Ana Martinez, Carmen Gil, Younes Smani.

P90

TN-SEQ IDENTIFICA DETERMINANTES GENETICOS DE LA COLONIZACION INTESTINAL EN
ENTEROCOCCUS FAECIUM RESISTENTE A LA VANCOMICINA.

Gloria Carruana, Alejandra Flor-Duro, Anna Quirant, Javier Pons, Vincent De Maat, Willem Van Schaik, Carles
Ubeda.
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P96

EL TRASPLANTE DE MICROBIOTA FECAL PROMUEVE LA GENERACION DE NUEVAS CEPAS
MULTIRRESISTENTES MEDIANTE PLASMIDOS CONJUGATIVOS.

Candela Fuster Gonzalez, Beatriz Herrera Conejero, Man’a José Garzon Garzon, Asmus Kalckar Olesen, Clara
Megias Fernandez, Sgren Johannes Sgrensen, Carles Ubeda Morant.

P103

LA REGULACION EPIGENETICA DE LA ENVUELTA CELULAR TIENE UN IMPACTO EN LA RESISTENCIA A
ANTIBIOTICOS.

Rocio Fernandez Fernandez, Marina Caba Santos, Paula Blanco, José Antonio Escudero, Maria Antonia Sanchez
Romero.

P105

ESTUDIO DE LA DISTRIBUCION GLOBAL DE ELEMENTOS CONJUGATIVOS Y RESISTENCIAS A
ANTIBIOTICOS EN ECOSISTEMAS NATURALES TERRESTRES Y ACUATICOS.

Juan Manuel Medina Méndez, Santiago Redondo Salvo, Maria Pilar Garcillan Barcia, Raul Fernandez Loépez,
Fernando De La Cruz Calahorra.

P109

REVELANDO LA COMPLEJA RED DE DEPENDENCIAS ENTRE PLASMIDOS Y ELEMENTOS INTEGRATIVOS.
Manuel Ares Arroyo.

P115

SINERGIA EN CONSORCIOS MICROBIANOS COMO ESTRATEGIA PARA LA BIODEGRADACION EFICIENTE
DEL NAPROXENO.

Ines Canosa, Juan A. Martinez Mancebo, Zaki Saati-Santamaria, Pilar Navarro Gémez, Amando Flores.

P116

EFECTO DEL FUEGO EN LA MICROBIOTA EDAFICA EN PASTOS MEDITERRANEOS.
Inés Canosa, Amando Flores, Cristina Aranda Sanchez, Ménica Pastor Parra, Antonio Gallardo Correa.

P120

LA UNION HACE LA FUERZA: ABUNDANCIA, CONTENIDO GENICO Y MECANISMOS DE FORMACION DE
LOS PLASMIDOS MULTIREPLICON.

Ignacio De Quinto Caceres, Rafael Da Silva Rosa, Paula Ramiro Martinez, Cristina Herencias, Val Fernandez
Lanza, Jerénimo Rodriguez Beltran.

P124

IMPACTO DE LA PRESENCIA DE LA MATRIZ EXTRACELULAR DEL BIOFILM EN EL TRANSCRIPTOMA Y
RESPUESTA AL ESTRES OXIDATIVO DE SALMONELLA.

Leire Azparren Dominguez, Laura Imedio, Maite Echeverz, Begofia Garcia, Ifigo Lasa, Cristina Solano.

P126

33
UNIDADES TRANSLOCABLES: MOTORES OCULTOS DE LA RESISTENCIA A LOS ANTIBIOTICOS.

Paula Ramiro Martinez, Yiging Wang, Joao Alves Gama, Eduardo Rocha, Jeréonimo Rodriguez Beltran.
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P127

IDENTIFICACION DE CLONES METAGENOMICOS CON NUEVOS GENES DE RESISTENCIA AANTIBIOTICOS
Y GENES DE PRODUCCION DE ANTIMICROBIANOS.

Luis Andreo Andreu, Cynthia Alias Villegas, Sebastian Acosta Jurado, Eva Maria Camacho Fernandez, Amando
Flores Diaz.

P128

DETERMINACION DE GENES ASOCIADOS A LA ADAPTACION A NICHOS HOSPITALARIOS O PORCINOS
DE ESCHERICHIA COLI RESISTENTES A ANTIBIOTICOS.

Javier F Favieres, Angel F Ces, Andrea Estupifian-Velasco, Mario Pulido-Vadillo, Carlos Serna, Natalia Montero,
Jose F Delgado-Blas, Bruno Gonzalez-Zorn.

P133

CARACTERIZACION DE ESTIRPES DE RHIZORHABDUS WITTICHII DERIVADAS DE LA EVOLUCION DE
CONSORCIOS DEGRADADORES DE IBUPROFENO.

Miguel Pérez-Roales, Juan A. Martinez-Mancebo, Zaki Saati-Santamaria, Inés Canosa, Amando Flores.

P141

WHY DO BACTERIAL TRANSCRIPTION FACTORS TARGET LINEAR MOTIFS? MUTATIONAL ROBUSTNESS
AND EVOLVABILITY OF INFORMATION ENCODING STRATEGIES ON DNA.

Elia Mascolo, Emmanuel Mekasha, Ivan Erill.

P150

ANALISIS DE REDES DE REGULACION TRANSCRIPCIONAL MEDIANTE TECNICAS DE GENOMICA
COMPARATIVA.

Ivan Erill.

P157

CONSTRUCCION DE VARIANTES NO CONJUGATIVAS DE PLASMIDOS SILVESTRES PARA ESTUDIOS DE
TRANSPOSICION.

Angel F. Ces, Mario Pulido-Vadillo, Javier F. Favieres, Andrea Estupifian-Velasco, Natalia Montero, Bruno Gonza-
lez-Zorn.

P162

DESCIFRANDO LA ACTIVACION DE LAS PICIS EN BACTERIAS GRAM NEGATIVAS: ALPA COMO UN
ACTIVADOR TRANSCRIPCINAL

Juan Hernandez Méndez, Joan Civera Mongort, Lingchen He, Alfred Fillol Salom, José Rafael Penadés Casano-
va, Laura Miguel Romero.
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P7

ADHESINAS CODIFICADAS POR PLASMIDOS CONJUGATIVOS DE BACTERIAS GRAM-POSITIVAS:
DIVERSIDAD Y FUNCIONES EN LA CONJUGACION.

Idris Nasir Abdullahi, Fernando Freire Gomez, Andrés Miguel Arribas, David Abia, Wilfried J.J. Meijer.

P14

DESENTRANANDO EL TRANSCRIPTOMA CIANOBACTERIANO: TRANSCRIPCION ANTISENTIDO E
INTERFERENCIA TRANSCRIPCIONAL.

Belén Suarez-Murillo, Manuel Brenes-Alvarez, Jens Georg, Agustin Vioque, Alicia Maria Muro-Pastor.

P15
COLISTIN-LOADED NANOPARTICLES IN COMBINATION WITH ALGINATE LYASES ENHANCE

PSEUDOMONAS AERUGINOSA’S BIOFILM DISRUPTION.

Albert Ripoll, Nuria Blanco Cabra, Raphaélle Palau, José Carlos Ibafiez Ramos, Damien Lupin, Roger Fabrega
Alsina, Laura Molero Solis, Laia Montell Bonaventura, Iraida Loinaz , Eduard Torrents.

P24
RESPUESTA DEL MICROBIOMA Y PEPTIDOMA DE SCROBICULARIA PLANA A LA CONTAMINACION POR

METALES EN ECOSISTEMAS COSTEROS.

Marina Barbudo Lunar, Chiara Trombini, Eduardo Chicano Galvez, Julian Blasco Moreno, Carmen Michan Dona,
José Alhama Carmona.

P32
UN MECANISMO DE RECONOCIMIENTO Y MIMETISMO DE ADN REGULA LA INDUCCION EN

BACTERIOFAGOS PORTADORES DEL SISTEMA ARBITRIUM.

Sara Zamora Caballero, Cora Chmielowska, Javier Manchefio Bonillo, Yuyi Li, Daniel Sin, Tom Borenstein, Shira
Omer Bendori, Avigdor Eldar, José R Penadés, Alberto Marina.

P34
MAS ALLA DE LOS ORGANISMOS MODELO: UN MODO ALTERNATIVO DE SINTESIS Y REGULACION DEL

POLIFOSFATO EN LACTICASEIBACILLUS PARACASEI.

Manuel Zuiiga Cabrera, Daniela Corrales Benedetti, Cristina Alcantara Baena, Vicente Monedero Garcia, Ignacio
Francés Castillo, Francisco Paredes Martinez, Patricia Casino Ferrando.

P35

ALTERACIONES TRANSCRIPTOMICAS MEDIADAS POR METILACION EN GATC EN STREPTOCOCCUS
PNEUMONIAE.

Laura Alfonso Alarcén, Mirella Llamosi, Miriam Domenech, Maria José Ferrandiz, Adela G. De La Campa.
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P36

QUE DETERMINA EL EXITO O FRACASO DE UN TRATAMIENTO ANTIBIOTICO: ANALISIS MOLECULAR,
EVOLUTIVO Y ECOLOGICO.

Marina Amores-Borge, Pablo Miguez-Lopez, Alberto Hipdlito Carrillo De Albornoz, Alfonso Santos-Lopez.

P42

DINAMICA DE INTERACCION HAEMOPHILUS INFLUENZAE-FUSOBACTERIUM NUCLEATUM EN SU
CONTRIBUCION A LA DISBIOSIS PATO-FISIOLOGICA ASOCIADA A LA PROGRESION DE LA EPOC.
Begofia Euba, Asier Dominguez San Pedro, Francisco Javier Campano, Miguel Angel Bada, Thyerre Santana
Da Costa, Jorge Barriuso, Tomas Mufioz Santoro, Tamara Gutiérrez, Maria Urquiola, Pilar Cebollero, Sergio Curi
Chércoles, Carlos Ortiz De Solérzano, Oscar Millet, Pablo Sanchez Salcedo.

P43

EL FACTOR ZRCSI DE PSEUDOMONAS AERUGINOSA ACTIVA LA EXPRESION DEL SISTEMA DE
SECRECION TIPO Il EN RESPUESTA A HOCLA.

Maria Serrano Morales, Raquel Herrera, Alfonso Lazaro Payo, Marian Llamas.

P47

SISTEMA DE SENALIZACION RPF COMO REGULADOR DE LA PRODUCCION DE NANOCELULOSA
BACTERIANA.

Daniel Pacheco Sanchez, Jorge Pablo Alcantara Garcia, Rocio Fernandez Gonzalez, Patricia Marin Quero, Silvia
Marqués.

P50

NOTODOESESTRES: SENALIZACIONPOR (P)PPGPPEN LACIANOBACTERIAMODELO SYNECHOCOCCUS
ELONGATUS PCC7942.

Asuncién Contreras, Antonio Llop, Sirine Bibak, Paloma Salinas, Raquel Cantos, Lorena Tremifio.

P52

ANTIMICROBIAL CONJUGATES WITH VITAMIN B12 AS A TROJAN HORSE STRATEGY AGAINST
MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS.

Laura Sanz Asensio, Ramén Badorrey, José Antonio Galvez, José Manuel Ezquerra Aznarez, Alfonso Mendoza
Losana, Ainhoa Arbués, Jesus Gonzalo Asensio.

P55

LA RELACION SUPERFICIE-VOLUMEN ES UN RASGO ESPECIFICO EN ESPECIES RELACIONADAS DE
BACILOS.

Octavio Reyes-Matte, Arin Bayar, Kristian K. Ullrich, Vanesa Perez-Laguna, Nikola Ojkic, Javier Lopez-Garrido.

P56

SEGUIMIENTO DE LA TRAYECTORIA INDIVIDUAL DE PLASMIDOS CONJUGATIVOS EN COMUNIDADES
BACTERIANAS.

Andrea Fernandez Gémez, Pablo Guridi Fernandez, Olatz Irastorza Cruz, Uli Klimper, David Bikard, Dolores L.
Guzman Herrador, Matxalen Llosa.
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P59

DINAMICA ECOLOGICA Y EVOLUTIVA DE LA COMUNIDAD MICROBIANA INTESTINAL DURANTE LA
COLONIZACION POR CLONES DE E. COLI DE ALTO RIESGO.

Astrid Henrich, Marina Zayas, Laura Jaraba-Soto, Cristina Herencias.

P61

LANADPHFERREDOXINA/FLAVODOXINAOXIDORREDUCTASAYUMC ES ESENCIAL PARALABIOSINTESIS
DE ISOPRENOIDES Y PEPTIDOGLICANO EN BACILLUS SUBTILIS.

Marirene Chacon Arnaude, Deniz Akbulut, Dillon McBee, Octavio Reyes Matte, Joshua Baccile, Alan Derman,
Javier Lopez Garrido.

P66

ADHESION DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS A FIBRINOGENO Y FIBRONECTINA: DETERMINANTES
GENETICOS DE ADHESION E INFLUENCIA EN EL RESULTADO DE LA BACTERIEMIA.

Francesc Coll, Paula Rozen, Marta Zapotoczna.

P72

EL ESTRES PERIPLASMICO INDUCE LA SENSIBILIDAD COLATERAL ASOCIADA A LA EXPRESION DE
SS-LACTAMASAS.

Laura Alvaro Llorente, Ignacio De Quinto, Laura Jaraba Soto, Yeral Ludena, Alvaro San Martin, Jeronimo Rodri-
guez Beltran, Cristina Herencias.

P73

EVALUACION DE HERRAMIENTAS BIOINFORMATICAS PARA LA DETECCION DE SECUENCIAS DE
INSERCION EN GENOMAS DE ENTEROCOCCUS FAECIUM.

Juan Serrano Fernandez, Zuzzana Boczar, Neris Garcia Gonzalez, Francesc Coll | Cerezo.

P74

MECANISMOS DE REGULACION TRANSCRIPCIONAL Y POSTRANSCRIPCIONAL DE LA RESPUESTA AL
ESTRES EN SPHINGOPYXIS GRANULI TFA.

Alberto Pires-Acosta, Inmaculada Garcia-Romero, Javier Marquez-Hurtado, Francisca Reyes-Ramirez.

P82

MOLDEANDO EL FAGEOMA INTESTINAL INFANTIL: CONTRIBUCION MATERNA E INFLUENCIA DE LA
LACTANCIA EN LA VIDA TEMPRANA.

Elena Cabello Yeves, Anna Samarra, Kimberley Summers, Ifiaki Comas, Elizabeth Wellington, Andrew Millard,
Maria Carmen Collado, Alberto Marina.

P84

IMPLICACION DE LA CAPSULA, DNA EXTRACELULAR, NUCLEASAS Y AUTOLISINAS EN LA FORMACION
DE BIOPELICULAS EN STREPTOCOCCUS SUIS.

Luis Saralegui Remoén, Ariadna Fuertes, Paula Jurado Romero, Jesus Arenas Busto.

P87

DISECCIONANDO LAS INTERACCIONES ENTRE PLASMIDOS PRODUCTORES DE CARBAPENEMASA Y
CEPAS CLINICAS DE KLEBSIELLA PNEUMONIAE CON CRIBADOS CRISPRI.

Alvaro Barrera Martin, Jorge Sastre, Coloma Costas, Alicia Calvo-Villamafan, Alvaro San Millan.
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P91

OPTIMIZACION DEL PROCESO DE TRANSFERENCIA DE ADN MEDIANTE CONJUGACION EN
CIANOBACTERIAS.

Mireia Burnat, Isela S. Fujarte, Rocio Lopez-lgual.

P95

ROL DE LOS DIFERENTES LINAJES FENOTIPICOS EN LA RESISTENCIA ANTIBIOTICO EN SALMONELLA
ENTERICA TRAS EL TRATAMIENTO CON LEVOFLOXACINO Y ERTAPENEM.

Rocio Carvajal Holguera, Octavio Reyes Matte, Javier Loépez Garrido, Maria Antonia Sanchez Romero.

P101

ANALISIS DEL MAPA TRANSCRIPTOMICO DEL BACTERIOFAGO SPSS.

Antonio Lamparero De Martin, Daniel Lépez Lopez, Alexander V. Predeus, Aisling Brady, Jay C.D. Hinton, Luis
Alvarez Fernandez, Nuria Quiles Puchalt.

P107

DESCRIPCION DE LA MICROBIOTA NASOFARINGEA EN REBANOS DE PEQUENOS RUMIANTES TRAS UN
BROTE DE FIEBRE Q.

Raquel Toledo Perona, Jesus Gomis, Antonio Contreras, Marion Toquet, Nerea Bailon Larrafiaga, Juan José
Quereda, Angel Goémez Martin.

P111

TRANSDUCCION DE PLASMIDOS: UNA NUEVA MIRADA A LAS DINAMICAS DE EGM.
Andrea Estupifian- Velasco, Mario Pulido- Vadillo, Javier F Favieres, Angel F Ces, Bruno Gonzalez- Zorn.

P118

EXCLUDONS GOVERN TRANSCRIPTOME-WIDE TRANSITIONS IN E. COLI.
Alvaro San Martin Bernal, JiaWen Chen, Yaiza Pérez1, Jerénimo Rodriguez-Beltran.

P123

LA AMPLIFICACION DE BLANDM-1 COMO CATALIZADOR DE SU DISEMINACION HORIZONTAL Y
PERSISTENCIA ECOLOGICA.

Mario Pulido-Vadillo, Javier F Favieres, Andrea Estupifian-Velasco, Angel F Ces, Carlos Serna, Natalia Montero,
Bruno Gonzalez-Zorn.

P125

CARACTERIZACION LONGITUDINAL DE LA MICROBIOTA NASOFARINGEA EN CORDEROS.

Eloi Gonzalez Peris, Marion Toquet, Estrella Jiménez Trigos, Marianne Porziemsky, Jesus Gomis, Nuria Mach,
Nerea Bailon Larrafiaga, Angel Gémez Martin.

P130

UN OPERON NO-CONTIGUO COORDINA LA BIOSINTESIS DEL COFACTOR DE MOLIBDENO (MOCO) EN
S. AUREUS.

Maider Lizarrondo Sendra, Maite Echeverz, Muhammad Abrar Hasnat, Joaquin Fernandez, Silke Leimkuhler,
Ifigo Lasa.
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P131

MAS ABUNDANTE, MENOS PELIGROSA: LA PARADOJA DE LISTERIA INNOCUA.
Guillermo Castejon, Juan José Quereda Torres, Carla Palacios Gorba.

P135

AISLAMIENTO DE MICROBIOTA POTENCIA ELIMINACION DE PLASMIDOS DE RESISTENCIA EN
COMUNIDADES INTESTINALES COMPLEJAS CON FAGEMIDOS CRISPR/CAS9.

Ada Mufoz Cazalla, Laura Alvaro Llorente, Laura Jaraba Soto, Ana Elena Pérez Cobas, Cristina Herencias Rodri-
guez, Jeronimo Rodriguez Beltran.

P144

PROTECCION VS CAMBIO: EL PAPEL DE UN PROFAGO EN LAEXPANSION CLONAL DE STAPHYLOCOCCUS
AUREUS CC121.

José Francisco Diaz Méndez, Patricia Mascards Nunez, Ester Sdnchez Coérdoba, Alberto Arnau Bonachera, Lau-
ra Selva Martinez, Juan Manuel Corpa Arenas, David Viana Martin.

P147

LA ACUMULACION DE PIRUVATO EN LA CELULA MADRE DE BACILLUS SUBTILIS DURANTE
ESPORULACION PROVOCA LA GERMINACION PREMATURA DE LAS ESPORAS.

Alan | Derman, Igra R Kasu, Javier Lopez Garrido.

P153

PREDICCION DEL ENSAMBLAJE Y ESTABILIDAD DE COMUNIDADES MICROBIANAS MEDIANTE ANALISIS
DE EPISTASIS GLOBAL.

Miguel D. Fernandez-De-Bobadilla, Sabela Quirds, Alvaro Sanchez.

P159

BACTERIOCINAS REGULADAS POR QUORUM SENSING EN STREPTOCOCCUS ORALIS SUBSP.
DENTISANI: IMPLICACIONES FRENTE A PATOGENOS ORALES Y ALIMENTARIOS.
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Resumen

La funcién de muchos procesos bacterianos depende de la formacioén de microdominios funcionales de membrana
(FMM), que se asemejan a los conocidos lipid rafts de las células eucariotas. A pesar de su importancia, el me-
canismo y la funcién biolégica de estos microdominios de membrana se desconocido. Mostramos que los FMM
del patégeno Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) se dedican a confinar y estabilizar proteinas
desplegadas debido al estrés celular. La proteina andamiaje de los FMM, la flotilina, forma un oligémero con forma
de pinza que sujeta proteinas desplegadas, estabilizandolas y favoreciendo su correcto plegamiento. Este proceso
no impone un coste energético directo a la célula y es crucial para la proteccion del proteoma y la supervivencia
bacteriana en condiciones limitantes de ATP, y por tanto para la patogénesis. En consecuencia, la disrupcién de
los FMM provoca la acumulacién de proteinas desplegadas, lo que compromete la viabilidad de MRSA durante la
infeccidn y causa resensibilizacion a varios antibidticos. Esto se debe a la alta sensibilidad al deplegamiento de
proteinas heterologas, adquiridas por elementos geneticos moviles, y responsables de la resistencia a antibidticos.
Asi, los FMM actian como centros de plegamiento independiente de ATP, esencial para la viabilidad bacteriana
durante la infeccion.

Referencias

Garcia-Fernandez E, Koch G, Wagner et al. Membrane Microdomain Disassembly Inhibits MRSAAntibiotic Resistance. Cell. 2017 Nov 30;171(6):1354-
1367.e20. doi: 10.1016/j.cell.2017.10.012.

Ukleja, M., Kricks, L., Torrens, G. et al. Flotillin-mediated stabilization of unfolded proteins in bacterial membrane microdomains. Nat Commun 15,
5583 (2024). https://doi.org/10.1038/s41467-024-49951-1
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Resumen

*Introduccién e importancia® El incremento de la concentracion total de azucares y la mayor proporcién de fructosa
en la uva, asociado al cambio climatico, esta aumentando el riesgo de fermentaciones incompletas en enologia. La
optimizacion funcional de consorcios microbianos es clave para mejorar la eficiencia fermentativa en condiciones
de alto estrés. En este trabajo, hemos adaptado un marco inspirado en algoritmos genéticos para explorar de for-
ma iterativa el landscape funcional de consorcios de levaduras vinicas. *Objetivos* (i) Implementar una estrategia
de optimizacion evolutiva para navegar eficientemente el espacio combinatorio de comunidades de levaduras. (ii)
Mejorar el consumo de azucares en condiciones de alto contenido fermentable y desequilibrio fructosa:glucosa.
(iii) Optimizar la produccion de acido lactico en fermentaciones terminadas. *Métodos* Combinamos seis cepas
comerciales (tres Saccharomyces cerevisiae y tres no-Saccharomyces) en todas las configuraciones iniciales po-
sibles de inoculacién (10>-10% UFC/mL; 64 combinaciones), constituyendo la poblacién inicial. Las fermentaciones
se realizaron en mosto sintético (SGM). Para el ensayo de consumo de azucares empleamos un SGM con 300
g/L totales y proporcidon 2:1 fructosa:glucosa. La funcion comunitaria —consumo de azucares o produccién de
acido lactico en fermentaciones terminadas— se utilizé como medida de fithess. En cada ronda se seleccionaron
los consorcios con mayor rendimiento y se reajustaron sistematicamente las proporciones relativas de las cepas.
El proceso se repitié durante tres generaciones. La contribucién de cada cepa se evalué mediante la cuantifica-
cion de la epistasis global y de las interacciones por pares para caracterizar la estructura del landscape funcional.
*Resultados® En condiciones de 300 g/L de azucares y proporcion 2:1 fructosa:glucosa, el procedimiento iterativo
condujo a una convergencia progresiva hacia consorcios de alto rendimiento. Una cepa fructofilica de Torulaspora
delbrueckii desempefié un papel determinante en la mejora funcional, mientras que incrementos excesivos en la
dosis de determinadas cepas redujeron el rendimiento, evidenciando restricciones dependientes de la proporcion
relativa. En la optimizacion de acido lactico, Lachancea thermotolerans fue el principal determinante positivo de la
produccion. Entre las cepas de S. cerevisiae, una de ellas mostré mayor compatibilidad para mantener la cinética
fermentativa sin comprometer la acidificacion. En ambos casos, la dinamica observada revel6 patrones estructura-
dos de epistasis global, indicando que el espacio funcional no es aleatorio sino navegable mediante un esquema
iterativo de seleccién dirigida.

Referencias

Belda, Ignacio, Belen Benitez-Dominguez, Sergio Izquierdo-Gea, Jean C. C. Vila, and Javier Ruiz. 2025. ‘Ecology and Evolutionary Biology as
Frameworks to Study Wine Fermentations’. Microbial Biotechnology 18 (3): €70078. https://doi.org/10.1111/1751-7915.70078.

Diaz-Colunga, Juan, Abigail Skwara, Jean C. C. Vila, Djordje Bajic, and Alvaro Sanchez. 2024. ‘Global Epistasis and the Emergence of Function in
Microbial Consortia’. Cell 187 (12): 3108-3119.e30. https://doi.org/10.1016/j.cell.2024.04.016.

Ruiz, Javier, Miguel De Celis, Juan Diaz-Colunga, et al. 2023. ‘Predictability of the Community-function Landscape in Wine Yeast Ecosystems’.
Molecular Systems Biology 19 (9): e11613. https://doi.org/10.15252/msb.202311613.

Sanchez, Alvaro, Andrea Arrabal, Magdalena San Roman, and Juan Diaz-Colunga. 2024. ‘The Optimization of Microbial Functions through Rational
Environmental Manipulations’. Molecular Microbiology 122 (3): 294-303. https://doi.org/10.1111/mmi.15236.

Sanchez, Alvaro, Djordje Baijic, Juan Diaz-Colunga, Abigail Skwara, Jean C. C. Vila, and Seppe Kuehn. 2023. ‘The Community-Function Landscape
of Microbial Consortia’. Cell Systems 14 (2): 122-34. https://doi.org/10.1016/j.cels.2022.12.011.

San Roman M, Arrabal A, Benitez-Dominguez B, Quir6s-Rodriguez | and Diaz-Colunga J (2025) Towards synthetic ecology: strategies for the
optimization of microbial community functions. Front. Synth. Biol. 3:1532846. doi: 10.3389/fsybi.2025.1532846
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Resumen

Los plasmidos conjugativos son uno de los principales diseminadores de resistencia a antimicrobianos (RAM) en
entornos clinicos gracias a su capacidad de dispersarse rapidamente en poblaciones bacterianas. Los plasmidos
estan enriquecidos en secuencias de insercién (I1S)[1]- pequefios elementos transponibles que se pueden translo-
car entre distintas regiones genéticas -. Las IS han sido comunmente estudiadas por su papel en la movilizacién de
genes de RAM mediante transposicién. Sin embargo, la transposicién de IS tiene diversas consecuencias genéticas
ademas del movimiento de estos elementos, como la modificacion de la expresién de genes cercanos o su inacti-
vacion al interrumpir su secuencia tras insertarse. Resultados recientes de nuestro laboratorio demuestran que la
transposicién de IS codificadas en plasmidos promueve la rapida adaptacion de enterobacterias clinicas a nuevos
ambientes, tanto in vitro como in vivo, por inactivacion de genes cromosomicos[2]. Crucialmente, la inactivacion
genética es un mecanismo comun de RAM en bacterias de relevancia clinica. En base a estas evidencias, hipote-
tizamos que los plasmidos podrian promover la RAM no solo a través de la diseminacion de genes de resistencia,
sino ademas mediante la inactivacién de genes cromosémicos. En este trabajo, hemos combinado aproximaciones
experimentales, bioinformaticas y computacionales para investigar el papel de los plasmidos en la evolucion de
RAM mediada por inactivacién genética por IS. Hemos observado que el plasmido de RAM globalmente distribuido
pOXA-48 - que codifica dos copias de la IS1 - aumenta la tasa de adquisicidon de resistencia a multiples antibiéticos
en cepas clinicas de Klebsiella pneumoniae mediante interrupcion de genes mediada por IS1. Para generalizar los
resultados de nuestro sistema experimental, hemos analizado mas de 50,000 genomas bacterianos disponibles
en bases de datos, asociando la presencia de IS codificadas en plasmidos con la adquisicién de RAM a multiples
antibidticos mediante inactivacion genética en diversas especies. Finalmente, hemos desarrollado un modelo com-
putacional para explorar el impacto general de diversas tasas de conjugacion de plasmidos, y de transposicion de
IS codificadas en plasmidos, en la evolucion de RAM en poblaciones bacterianas. Nuestros resultados demuestran
que la inactivacion de genes mediada por IS codificadas en plasmidos promueve la adquisicion de RAM bacteriana.

Referencias

1.- Siguier, P., Gourbeyre, E., & Chandler, M. (2014). Bacterial insertion sequences: their genomic impact and diversity. FEMS microbiology reviews,
38(5), 865-891. DOI: https://doi.org/10.1111/1574-6976.12067

2.- Sastre-Dominguez, J., DelaFuente, J., Toribio-Celestino, L., Herencias, C., Herrador-Gomez, P., Costas, C., ... & San Millan, A. (2024). Plasmid-
encoded insertion sequences promote rapid adaptation in clinical enterobacteria. Nature ecology & evolution, 8(11), 2097-2112. DOI: https://doi.
org/10.1038/s41559-024-02523-4
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Resumen

Los integrones son elementos genéticos méviles capaces de captar, almacenar y modular la expresion de genes
codificados en cassettes de integréon. Los integrones moéviles se encuentran en plasmidos y actian como un ve-
hiculo para cientos de genes de resistencia a antimicrobianos entre patdgenos de importancia clinica. Estos ele-
mentos genéticos también contienen cassettes de funcion desconocida (gcus), cuyo papel y valor adaptativo aun
no han sido explorados. En este trabajo mostramos que los gcus codifican sistemas de resistencia a bacteriofagos,
muchos de los cuales eran desconocidos hasta la fecha. Los cassettes de resistencia a bacteriéfagos (BRiCs) pue-
den combinarse entre ellos y con cassettes de resistencia a antimicrobianos produciendo resistencia a multiples
fagos o resistencia simultanea a farmacos y fagos. Asimismo, el coste biolégico asociado a cada BRIC es variable
y depende del contexto genético, pudiendo modularse por el cambio el orden de los cassettes de la coleccion. Por
lo tanto, los integrones moviles actian como islas de defensa bacterianas altamente moviles y de bajo coste.

Referencias
Kieffer, N. & Hipdlito, A. et al (2025). Mobile integrons encode phage defense systems. Science, 388(6747). https://doi.org/10.1126/science.ads0915
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Resumen

Los elementos conjugativos presentes en bacterias Gram-negativas (G-) codifican proteinas que forman pili, cuya
punta contiene una adhesina capaz de anclar el pili a la célula receptora. Sin embargo, en el caso de las bacterias
Gram-positivas (G+), disponemos de escasa informacién sobre este proceso. Mediante enfoques bioinformaticos,
analizamos plasmidos conjugativos para comprender cémo los donantes G+ se unen a las células receptoras,
realizando un estudio de la diversidad y filogenia de las proteinas involucradas. Generamos una base de datos de
posibles plasmidos conjugativos y otra de no conjugativos en bacterias G+, basandonos en el tamafio del plasmido
y la presencia o ausencia de genes de conjugacion conservados. Se desarrollaron tres flujos de trabajo diferentes
para buscar en las bases de datos, utilizando scripts de Python y busquedas manuales. No se encontré evidencia
de que los plasmidos de G+ codifiquen homdlogos de pilinas de bacterias G- VirB2 o VirB5. Mientras que todos los
plasmidos conjugativos de G+ contienen un gen de adhesina, estos no estaban presentes en aproximadamente el
99% de los plasmidos no conjugativos. El andlisis de las posibles proteinas de adhesion, reveld una organizacion
modular que comienza con un motivo de péptido sefial N-terminal. En la mayoria de los casos, el péptido sefal esta
seguido por tres modulos: a) un modulo N-terminal, b) un pliegue similar a IgG, y ¢) un moédulo C-terminal para la
unién a la pared celular. Finalmente, el analisis filogenético reveld 10 grupos del dominio de adhesina, en los que
el dominio tioéster (TED) y el dominio de agresiéon Asc10 comprendian siete grupos. Los tres grupos restantes ca-
recian de dominios de adhesion discernibles; presumiblemente, los dominios IgG actian como adhesinas en estos
casos. Finalmente, se identificaron cuatro médulos C-terminales distintos (LPxTG, WxL, LysM y pLS20-like-CTD).
Estos hallazgos proporcionan evidencia sélida de que la adhesion de las células receptoras en bacterias G+ esta
mediada por adhesinas con diversidad funcional y estructural. Los resultados obtenidos pueden utilizarse para
disenar farmacos que inhiban la propagacion de genes de resistencia a antibiéticos mediada por conjugacion, al
impedir la adhesion de las células receptoras.
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Resumen

Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) es un patégeno clinicamente relevante debido a su virulen-
cia, elevada tasa de resistencia antibiotica y habilidad para desarrollar infecciones cronicas. Esta problematica se
acentua en casos de fibrosis quistica, donde MRSA puede adoptar el fenotipo Small Colony Variant, caracterizado
por un crecimiento ralentizado y un estado quiescente que facilita una infeccion persistente. En este trabajo estu-
diamos un aislado clinico MRSA procedente de un paciente de fibrosis quistica que presenta un crecimiento defec-
tivo debido a una mutacion en el gen thyA. Sorprendentemente, hemos detectado que dicho defecto se compensa
con la presencia de antibidticos ribosomales como eritromicina y clindamicina. Estamos aplicando herramientas
moleculares para entender el mecanismo molecular que genera este fenotipo de adiccion a los antibiéticos. He-
mos demostrado que la mutacion genética altera la actividad de la enzima Timidilato Sintasa, que conecta las vias
del folato y de sintesis del timidilato (dTMP), necesario para la replicacion del ADN. Esta mutacion compromete
el crecimiento bacteriano. EI mecanismo molecular del fenotipo de adiccién no es especifico de este aislado: lo
hemos reproducido introduciendo la mutacion en multiples cepas de laboratorio (thyA-) y también mediante un
tratamiento antibiético que interfiere con la sintesis de dTMP. El fenotipo es independiente de la internalizaciéon de
timidina exdégena, como hemos demostrado en una cepa knockout para el transportador nupC. Nuestros resultados
sugieren que la ralentizacion del crecimiento es debida a la activacién de la respuesta estricta, caracterizada por
altos niveles de la alarmona (p)ppGpp, que disminuyen con la adicién de eritromicina. Ademas, la cepa S. aureus
JE2 thyA- presenta una mayor expresion basal de los operones ribosomales. Por lo tanto, la eritromicina supone
una ventaja para el crecimiento bacteriano ante un déficit de dTMP y activacion de la respuesta estricta, aunque el
mecanismo molecular responsable del fenotipo de adiccion aun esta por descubrir. Nuestro trabajo caracteriza un
fenotipo de adiccién a antibidticos ribosomales que compensa una mutacién en la ruta de sintesis del dTMP, des-
cribe nuevos mecanismos adaptativos en aislados clinicos hasta ahora desconocidos en microbiologia e identifica
combinaciones de antibidticos que podrian reforzar la fisiologia y virulencia en patégenos.
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Resumen

Introduccion: La gestion de residuos en granjas lecheras implica el almacenamiento de los efluentes fecales en
estercoleros. Este proceso representa un cambio de un ecosistema altamente especializado y controlado por el
huésped a uno generalista y competitivo en la fosa, cuya dinamica y complejidad biolégica son aun poco cono-
cidas. Objetivos: Caracterizar la dinamica estructural del microbioma en la transicién heces-purin, establecer la
huella biologica inicial segun el manejo, identificar patrones de divergencia/convergencia taxonémica y determinar
si la formacion del purin actia como barrera de mitigaciéon o como factor de amplificacion microbiana antes de su
aplicacion al suelo. Métodos: Se analizaron 332 muestras de heces y 101 muestras de purin de sistemas intensi-
vos, de pastoreo convencional y ecolégico. La caracterizacion metagendmica se realiz6 mediante secuenciacion
Oxford Nanopore. El procesamiento bioinformatico se ejecutd con el pipeline SqueezeMeta, empleando estrategias
de co-ensamblaje y analisis de lecturas largas (LR). Se calcularon indices de a-diversidad (Shannon, Simpson)
y se evalud la B-diversidad mediante NMDS para comparar la arquitectura de las comunidades entre matrices y
manejos. Resultados: La secuenciacion reveld una expansion masiva de la riqueza genérica, detectando hasta
1200 géneros en el purin frente a unos 500 en las heces (calculados con el analisis LR). Los indices de Shannon
mostraron un incremento significativo de la complejidad estructural (de 3.3 a 4.5 de media), confirmando que el
purin es un ecosistema enriquecido. Los analisis de NMDS demostraron que, si bien el microbioma fecal presenta
una firma distintiva condicionada por el sistema de produccion, el purin induce una homogeneizacion taxonémica
donde las diferencias originales se diluyen en favor de un consorcio bacteriano comun y robusto. Importancia:
Este estudio evidencia la capacidad de las fosas de almacenamiento para actuar como reactores bioldgicos que
amplifican la diversidad microbiana y homogenizar la composicion taxonémica, generando un impacto uniforme en
el microbioma independientemente del manejo animal de origen.
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Resumen

Introduccion: La resistencia a los antimicrobianos constituye una grave amenaza para la salud publica mundial. La
OMS ha clasificado a las enterobacterias resistentes a cefalosporinas de tercera generacion como prioridad critica
(1). En particular, Escherichia coli productora de -lactamasas de espectro extendido, como CTX-M-1, presenta
resistencia a cefotaxima (CTX). El resistoma secundario (RS) incluye genes que, sin conferir resistencia directa,
pueden modularla y representar posibles dianas terapéuticas para compuestos adyuvantes (2). Objetivos: Evaluar
el papel de los genes ybeD y mnmA, pertenecientes al RS de E. coli, en la resistencia a CTX en cepas clinicas pro-
ductoras de CTX-M-1 de origen humano y animal. Métodos: Se realizé mutagénesis dirigida Lambda Red de ybeD
y mnmA en cepas clinicas blaCTX-M-1 positivas. La delecion se llevd a cabo mediante sustitucion por una casete
de resistencia a kanamicina codificada en el plasmido pKD4 (3). Se determiné la concentraciéon minima inhibitoria
(MIC) de CTX en cepas silvestres y mutantes. Asimismo, se realizé un ensayo de cinética de muerte bacteriana
(Time-Kill Assay) durante 24 horas en medio suplementado con CTX (2 MIC de la cepa silvestre), evaluando la
supervivencia mediante recuento de UFC/mL (4). Resultados: La delecién de ambos genes redujo la MIC de CTX
en comparacioén con las cepas silvestres. En el caso de mnmA, la disminucién fue de 4-8 veces, mientras que la
delecion de ybeD produjo una reducciéon mas moderada, en ambos casos, inferior a la observada previamente en
una cepa de referencia portadora de blaCTX-M-1 (4). En los ensayos Time-Kill, las cepas mutantes mostraron una
reduccion inicial significativa en crecimiento y supervivencia frente a CTX respecto a las silvestres; en los mutantes
de mnmA se observo una disminucion progresiva de UFC/mL, mientras que en los mutantes de ybeD se evidencio
recuperacion a las 24 horas. Importancia: Los resultados confirman que ybeD y mnmA forman parte del RS de E.
coli frente a CTX y contribuyen a la resistencia mediada por CTX-M-1. Asimismo, resaltan la necesidad de validar
los hallazgos en cepas clinicas, ya que el efecto observado difiere del descrito en cepas de laboratorio de referen-
cia, lo que puede condicionar su relevancia traslacional.

Referencias

(1) WHO Bacterial Priority Pathogens List, 2024: bacterial pathogens of public health importance to guide research, development and strategies to
prevent and control antimicrobial resistance. Geneva: World Health Organization; 2024.

(2) Wangkheimayum, J. et al. (2022). doi.org/10.2217/fmb-2022-0008.
(3) Datsenko, K.A. et al. (2000). doi:10.1073/pnas.120163297.
(4) Alobaidallah, M.S.A. et al. (2023). doi:10.3390/antibiotics 12060993.
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Resumen

During growth and division, peptidoglycan (PG) synthesis is carried out by PG synthases, including the penicil-
lin-binding proteins (PBPs). Class A PBPs are bifunctional enzymes that exhibit both glycosyltransferase (GTase)
and transpeptidase (TPase) activities: the GTase activity polymerizes new glycan chains, whereas the TPase activ-
ity crosslinks the stem peptides of adjacent glycan chains. In the Gram-negative rod-shaped bacterium Escherichia
coli, PBP1A and PBP1B are the main bifunctional PBPs, and at least one of them is required for cell growth and
viability. Several proteins interact with and regulate PBP1A and PBP1B, including the outer membrane lipoproteins
LpoA and LpoB, their cognate activators, respectively. Although partially redundant, as PBP1A can substitute for
PBP1B and vice versa, increasing evidence indicates that they perform non-overlapping specialized functions.
We observed that, unlike the wild-type protein, overproduction of unregulated PBP1B leads to a severe loss of rod
shape that eventually results in cell lysis. To investigate this phenotype, we characterized the impact of mutations in
key residues and performed in vivo mutagenesis screen to identify substitutions that suppress or alleviate the lethal
phenotype. Our results highlight the critical importance of proper regulation of PG enzymatic activities for maintain-
ing bacterial morphology and cell envelope integrity.

Financiacion
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Resumen

Eukaryotic cells organize key cellular processes within membrane microdomains or lipid rafts; however, their fun-
damental mechanistic role remains elusive. Similarly, bacteria organize discrete (~80 nm) Functional Membrane
Microdomains (FMM), whose integrity depends on the protein flotillin (FIoA). We recently discovered that FMMs
compartmentalize a mechanism to prevent protein misfolding at no ATP cost, which is crucial for the survival of
stressed, ATP-depleted bacteria. In these domains, flotillin assembles into a clamp-shaped conformation with hy-
drophobic tentacles that stabilize unfolded proteins, making their refolding to a native state energetically favorable.
In this study, proteomic and molecular biology analyses reveal that heterologous proteins encoded by mobile ge-
netic elements (MGE), such as bacteriophages and multidrug-resistant (MDR) plasmids, show a higher tendency
to unfold under stress and depend critically on FMMs for their correct folding and replication. Using phage- and
plasmid-encoded DNA replicases as model proteins in Salmonella Typhimurium and methicillin-resistant Staphylo-
coccus aureus (MRSA), we demonstrate that FMM disruption causes replicase unfolding and precipitation, thereby
blocking MGE replication and propagation. While adaptive evolution can select replicase variants with increased
intrinsic solubility that bypass FMM-mediated folding, this occurs at the cost of a fundamental stability-function
trade-off, reducing enzymatic flexibility and replication efficiency. Consequently, the pharmacological disassembly
of FMMs prevented MDR plasmid replication during in vivo infections, reversed multidrug resistance, and restored
susceptibility to conventional antibiotics. Our findings prove that FMMs are essential, non-redundant centers for pro-
tein folding. This evolutionary dependence of MGEs uncovers a previously unrecognized vulnerability in bacterial
proteostasis, establishing FMMs and flotillin as viable therapeutic targets to combat the dissemination of resistance
in multidrug-resistant pathogens.

Referencias
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3. Ukleja, M., Kricks, L., Torrens, G., Peschiera, I., Rodrigues-Lopes, I., Krupka, M., ... & Lopez, D. (2024). Flotillin-mediated stabilization of unfolded
proteins in bacterial membrane microdomains. Nature Communications, 15(1), 5583. DOI: 10.1038/s41467-024-49951-1
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Resumen

Los complejos fotosintéticos de cianobacterias (fotosistemas) aparecen asociados a pigmentos antena (ficobi-
liproteinas) que permiten optimizar la captacion de luz y que se organizan en complejos macromoleculares de-
nominados ficobilisomas. En condiciones de nitrégeno limitante se produce la degradacién de los ficobilisomas
y el reciclado de los aminoacidos presentes en las ficobiliproteinas (que suponen en torno al 50 % de la proteina
celular). Asimismo, en condiciones de exceso de iluminacion, la degradacién de los ficobilisomas evita que la cap-
tacion de un exceso de energia pueda dafar los fotosistemas. La degradacion de ficobilisomas requiere la sintesis
de NbIA, una proteina pequena que conduce las ficobiliproteinas a la proteasa encargada de su degradacion. La
transcripcion de nblA se induce cuando hay carencia de nitrégeno o alta luz. Hemos demostrado que en nuestro
organismo modelo, Nostoc sp. PCC 7120, una cianobacteria flamentosa, se produce un transcrito antisentido del
gen nblA (as_nblA). La ausencia de este RNA antisentido resulta en una mayor acumulacién del transcrito nblAy de
la proteina NblIA, lo que conduce a la degradacion inapropiada de ficobiliproteinas en ausencia de circunstancias
ambientales adversas (como la limitacion de nitrégeno o el exceso de iluminacién). Asi, la transcripcion de as_nblA
actuaria a modo de freno de la expresién de nblA, de manera que las ficobiliproteinas sélo se degraden una vez
se haya superado un cierto grado de induccion de la expresion de nblA ocasionado por circunstancias ambientales
que asi lo requieran. La acumulacion de proteina NblA en una estirpe sin transcripcion de as_nblA resulta ser tan
deletérea que se acumulan mutaciones en el gen nblA que impiden la produccién de una proteina NblA funcional.
El analisis de datos de RNA-Seq obtenidos a partir de un experimento de adiciéon de rifampicina sugiere que la
regulacién de nblA por parte del as_nblA se estaria produciendo mediante un mecanismo de interferencia transcrip-
cional generada por la transcripcion convergente por parte de dos polimerasas en direccién contraria. Finalmente,
el modelado matematico de la expresion de nblAindica un papel esencial de as_nblA evitando la expresion residual
de nblA en condiciones no inductoras.

Financiacion
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Resumen

La anotacion de transcriptomas bacterianos requiere integrar diferentes tipos de datos incluyendo (a) abundancia
de cada transcrito determinada mediante RNA-Seq especifica de hebra, (b) localizacion de sitios de inicio de la
transcripcion mediante RNA-Seq diferencial y (c) prediccion de terminadores independientes de Rho. La combi-
nacién de estos datos permite definir las unidades transcripcionales con alta resolucién. A partir de una primera
version del transcriptoma (1) de nuestro organismo modelo, la cianobacteria Nostoc sp. PCC 7120, hemos ensam-
blado una version ampliada que incorpora informacién sobre respuestas transcripcionales inducidas por cambios
transitorios en iluminacion. En concreto, hemos incorporado datos relativos a la exposicion a luz intensa o a oscu-
ridad (15 minutos en ambos casos), dos condiciones que producen cambios drasticos en el transcriptoma de bac-
terias fotosintéticas. Utilizando el paquete ANNOGESIC (2), hemos identificado hasta un total de 4.429 unidades
transcripcionales, lo que representa el 80 % de los genes anotados en esta cianobacteria. El analisis del trans-
criptoma de Nostoc revela que, como ocurre en otras bacterias estudiadas mediante enfoques globales, una gran
proporcion de los transcritos se produce en disposicion antisentido respecto a otro. En el caso de cianobacterias,
la ausencia de terminacion dependiente de Rho aumenta la proporcién de transcritos que se extienden mas alla
de su region codificante e invaden el espacio transcripcional de genes situados aguas abajo, pero transcritos de
forma convergente. En nuestro laboratorio hemos caracterizado varios casos en los que la transcripcion antisentido
tiene consecuencias regulatorias mediadas por la degradacién de duplex de RNA por la RNasa lll. Recientemente
hemos iniciado un estudio de la dinamica transcripcional basado en datos de RNA-Seq obtenidos tras la adicién de
rifampicina, un antibiético que inhibe el inicio de la transcripcion por la RNA polimerasa. El paquete de R ‘Rifi’ (3)
permite analizar diferentes aspectos de la dinamica transcripcional, incluyendo fenémenos de interferencia trans-
cripcional ocasionados por transcripcion convergente. En esta comunicacion presentaremos algunos ejemplos de
los acercamientos que estamos desarrollando en este contexto.

Referencias

(1) Brenes-Alvarez, M. et al (2023). doi: 10.1093/pnasnexus/pgad187
(2) Yu, S. H. et al (2018). doi: 10.1093/gigascience/giy096

(3) Wanney, W. C. et al (2023). doi: 10.1038/s42003-023-05097-2
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Resumen

Pseudomonas aeruginosa’s biofilms are closely associated with persistent respiratory infections, especially in
chronic lung diseases such as cystic fibrosis and chronic obstructive pulmonary disease (COPD), where they con-
tribute to sustained inflammation and increased antibiotic tolerance. These biofilms pose a significant therapeutic
challenge due to their dense extracellular matrix (ECM), which limits antibiotic penetration and promotes tolerance.
Colistin, a cationic polymyxin, can become trapped in the outer layers of the biofilm due to ionic interactions with
anionic components of the ECM, such as extracellular DNA (eDNA) and alginate, reducing its antimicrobial efficacy.
In this work, we designed single-chain dextran-based nanoparticles loaded with colistin (SCPNs) that reduce ionic
interactions between colistin and the ECM, thereby promoting greater penetration of the antibiotic into the biofilm.
To further enhance anti-biofilm activity, the SCPNs were combined with two alginate lyases, A1-1I’ and Alg2A, previ-
ously described for their ability to degrade the alginate present in the biofilm matrix. Our findings demonstrate that
SCPNs loaded with colistin are more effective than free soluble colistin in mature mucoid P. aeruginosa biofilms
grown under both static and continuous conditions, as well as in dynamic biofilms formed by non-mucoid clinical
strains. Additionally, combining antibiotics with alginate lyases markedly enhanced the anti-biofilm effectiveness of
colistin-loaded SCPNs. This effect led to a synergistic anti-biofilm response, demonstrated by a larger reduction in
biofilm biomass and higher bacterial cell death rates in both mucoid and non-mucoid biofilms.

Financiacion
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Resumen

Pseudomonas aeruginosa is a highly adaptable, opportunistic pathogen that exhibits both acquired and innate
mechanisms of antibiotic resistance. Due to its ability to survive in various environments, discovering new ther-
apeutic strategies is essential. Ribonucleotide reductases (RNRs), essential enzymes for dNTP synthesis, have
become promising targets for fighting P. aeruginosa infections. There are three main RNR classes (I, Il, Ill), each
distinguished by how their radical is generated, the metal required, cofactor type, structure, and oxygen needs. P.
aeruginosa encodes all three RNR classes in its genome and understanding them is crucial for comprehending its
metabolic adaptability under different growth conditions, such as planktonic, during infection, or biofilm formation.
Our laboratory previously found that class la (nrdAB) is positively regulated by AlgR, which controls mucoidy in P,
aeruginosa, and negatively regulated by NrdR, the master repressor that controls all three RNR classes. Nonethe-
less, major gaps still exist in our knowledge of the class la RNR regulatory network, and we have an incomplete
understanding of which transcriptional regulators are responsible for the precise control of gene expression across
different RNR classes. This study focuses on the identification and characterizing the role of DnaA in the regulation
of the nrdAB operon, while simultaneously examining its functionality under different physiological conditions, in-
cluding planktonic growth, biofilm formation, and during infection using the Galleria mellonella model. By dissecting
DnaA dependent regulatory mechanisms across these environments, this work aims to provide deeper insight into
how this regulator contributes to nrdAB regulation in Pseudomonas aeruginosa.

Financiacion
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Resumen

Ribonucleotide reductases (RNRs) are the essential enzymes responsible for synthesizing dNTPs, the building
blocks of DNA. In bacteria, the entire RNR network is controlled by the master regulator NrdR. As a regulator of an
essential pathway with no eukaryotic equivalent, NrdR is a promising antimicrobial target. Recent structural studies
have outlined a mechanism of action for NrdR, in which ATP and dATP induce changes in the protein quaternary
structure, regulating RNR repression. However, due to a lack of functional studies linking the known structures to
their biological roles, the activation mechanism of NrdR is not yet fully understood. Here, we conducted a compre-
hensive study of NrdR in Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa. We delimited the NrdR regulon, combining
transcriptomics and motif-based sequence analysis. We crystallized E. coli NrdR and identified the protein-protein
interfaces involved in its oligomerization, including strong interactions between NrdR dimers to form tetramers,
and less stable interfaces connecting such tetramers. We examined the variability of the quaternary structures of
NrdR depending on the nucleotides bound by SEC-MALS and atomic force microscopy and correlated structure to
function using point mutations, EMSASs, and in vitro transcription assays. Overall, our results demonstrate the mech-
anism used by NrdR to modulate its quaternary structure and activity, deciphering essential interactions between
subunits, and paving the way for targeted antimicrobial therapies.
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Resumen

Salmonella enterica altera la fisiologia de la célula hospedadora mediante la inyeccidén de multiples factores de viru-
lencia a través de sus sistemas de secrecion tipo lll. Destacan en este arsenal SIrP, SspH1 y SspH2, tres efectores
que pertenecen a la familia NEL de ligasas de ubicuitina E3. Aunque estas enzimas son cruciales para manipular
la respuesta celular, el espectro completo de sus sustratos y las vias que alteran siguen siendo, en gran medida,
desconocidos. El objetivo de este estudio es la identificacion sistematica de nuevos sustratos de SIrP, SspH1 y
SspH2. Para ello, aplicamos la metodologia TULIP2 (Salas-Lloret et al., 2019) en lineas celulares humanas (HelLa
y HEK293T) transfectadas, purificando complejos proteicos dependientes de la actividad ligasa para su analisis por
espectrometria de masas. Los analisis preliminares de enriquecimiento de ontologia génica revelaron tanto espe-
cializacién funcional como un interesante solapamiento biolégico entre los efectores. Para SirP, las proteinas can-
didatas mostraron un fuerte enriquecimiento en procesos de traduccion, biogénesis de ribosomas y procesamiento
del ARN. Entre los posibles sustratos de SspH1, ademas de una fuerte asociacion con la organizacion mitocondrial
y el transporte de electrones, se observé también enriquecimiento significativo en la biogénesis de ribosomas y el
procesamiento de ARN, lo que solapa funcionalmente con SIrP. En cambio, las proteinas identificadas para SspH2
apuntaron hacia vias ortogonales, concretamente la organizacion de membranas, el transporte intracelular de
proteinas y el direccionamiento a organulos. Estos resultados sugieren que los miembros de la familia NEL operan
bajo una estrategia compleja de infeccion. Mientras que SspH2 se especializaria en el trafico de membranas y
SspH1 alteraria la bioenergética mitocondrial, existe una notable convergencia entre SIrP y SspH1 orientada a la
subversion de la maquinaria ribosémica y transcripcional. Estos resultados abren nuevas vias para comprender la
patogénesis de Salmonella.

Referencias
Salas-Lloret et al. (2019). doi: 10.3389/fchem.2019.00802

Financiacion
Proyecto PID2022-136863NB-100 financiado por MCIN/AEI /10.13039/501100011033/ y por FEDER Una manera de hacer Europa.

57



58

XV REUNION
MICROBIOLOGIA
MOLECULAR

sachininEl o /.
VALENCIA
17-19 JUNIO 2026

#19

CHRISTIAN MARTINEZ JIMENEZ, VICTOR ANDRES GONZALEZ, ANTONIO SANCHEZ AMAT

Universidad de Murcia, Murcia, Espafia

Resumen

Introduccion Marinomonas mediterranea es una bacteria marina cuya cepa tipo, MMB-1, produce melaninas y
presenta resistencia frente a multiples bacteriéfagos de la familia Autographiviridae. Esta resistencia se debe a la
actuacion coordinada de dos sistemas CRISPR-Cas (I-F y IlI-B) (1), cuya expresion esta regulada por un siste-
ma de dos componentes formado por una histidina quinasa sensora (PpoS) y un regulador de respuesta (PpoR)
(2). La cepa MMB-2 es resistente a estos fagos mediante un sistema de restriccion-modificaciéon (RM) de tipo 1
(3). Por otro lado, ni CRISPR-Cas ni el sistema de RM estan implicados en la resistencia a fagos detectada en la
cepa MMB-3. Objetivos Identificar y caracterizar los sistemas de defensa responsables de la resistencia frente al
bacteriéfago CP8C en la cepa MMB-3. Métodos Se realizé una mutagénesis al azar de MMB-3 mediante transpo-
sones y los mutantes generados fueron cribados segun su sensibilidad al fago CP8C. El genoma del mutante mas
sensible fue secuenciado. Ademas, se realizaron analisis transcriptomicos y deleciones dirigidas para identificar
los sistemas implicados. Resultados La mutagénesis permitié aislar un mutante sensible a CP8C, denominado
S1. La secuenciacion gendmica reveld que el transposon estaba insertado en el gen que codifica el regulador de
respuesta PpoR. El analisis transcriptomico de S1 mostré la represion significativa de varios genes de una isla
genomica de defensa exclusiva de MMB-3, identificandola como region candidata. La deleciéon completa de esta
isla supuso un incremento de diez veces la sensibilidad a CP8C, indicando la implicacion de multiples sistemas en
la resistencia de la cepa MMB-3. Las deleciones secuenciales de esta isla identificaron un sistema de tipo Gabija
como responsable de la resistencia. Importancia Estos resultados evidencian la actuaciéon coordinada de multiples
sistemas en la defensa frente a fagos en M. mediterranea. El sistema de dos componentes PpoS/PpoR actiua como
regulador comun de distintos mecanismos defensivos. Ademas, este trabajo aporta una de las primeras evidencias
funcionales de un sistema Gabija actuando en su contexto gendmico nativo.
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Resumen

Candida albicans es un hongo patdgeno oportunista que causa infecciones (1), como la candidiasis, favoreci-
das por cambios hormonales, uso de antibiéticos o inmunosupresion, principalmente en ambientes nosocomiales
(2). Los hongos contienen sistemas de phosphorelay que permiten a las células detectar sefiales y generar una
respuesta especifica (3). Estos sistemas comprenden histidinas quinasa hibridas (hHK) que se autofosforilan y
transfieren el grupo fosforilo a una His-fosfotransferasa (HPt), la cual, transfiere el fosforilo a un regulador de la
respuesta (RR) que actia como efector para dar una respuesta. En hongos, las HPt estan involucradas en funcio-
nes de supervivencia y virulencia, por lo que su delecion es letal en algunas especies, aunque no en C. albicans
(4). Estudios previos de nuestro laboratorio han demostrado que la HPt de C. albicans, Ypd1, contiene un loop
aD-aE extendido, que es prescindible para aceptar fosforilos de la hHK Sin1 (5). También hemos observado que
Ypd1 posee una Cys (C87), conservada en hongos, que en geles SDS-PAGE sin agente reductor puede formar
un dimero atado por puente disulfuro. Esta dimerizacién también se observa en Ypd1 de Candidozyma auris y
Aspergillus fumigatus. Hemos estudiado el papel del loop aD-aE y de la C87 en la funcién de Ypd1 de C. albicans
mediante una aproximacion in vivo integrando cuatro variantes de YPD1 en el genoma de una cepa delecionada
ypd1A, JC2001. Estas variantes corresponden a la version silvestre de Ypd1 (WT), el mutante C87A, el mutante
delecionado del loop A107-147 y el doble mutante C87A/A107-147 (DM). En primer lugar, se comprobo la integra-
cion y expresion de las variantes. Posteriormente, se realizé una caracterizacion fenotipica de la morfologia y de
la resistencia frente a diferentes tipos de estrés tanto en medio sélido como en liquido. Estos estudios revelaron
que la delecién del loop aD-aE genera una Ypd1 defectuosa para la sefalizacion, mientras que la mutacién C87A
genera un fenotipo similar al WT. De forma interesante, en el DM, la mutacién C87A en presencia de la delecién del
loop aD-aE restaura el fenotipo silvestre. En conjunto, estos resultados demuestran que el loop aD-aE es critico
para la funcionalidad de Ypd1.
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Resumen

Helicobacter pylori is one of the most relevant human pathogens, infecting nearly half of the world’s population.
Clinical outcomes widely vary, ranging from asymptomatic colonization to peptic ulcer disease and gastric cancer.
This variability is attributed, among other factors, to genetic heterogeneity in key virulence determinants. Although
all strains possess the vacA gene, the signal (s1/s2) and middle (m1/m2) regions exhibit substantial diversity. The
s1 and m1 genotypes are consistently associated with more severe tissue damage and an elevated risk of gastric
carcinoma. Another major virulence factor is CagA oncoprotein, carried by approximately 60% of isolates. The pres-
ence of cagA gene is linked to increased inflammation and greater likelihood of developing peptic ulcers, atrophic
gastritis, and cancer. Transmission of H. pylori typically occurs through the fecal-oral route. Vegetables may rep-
resent an overlooked pathway, due to their frequent contact with potential sources of fecal contamination, such as
irrigation water, soil or organic fertilizers. Despite this, information regarding the prevalence of H. pylori in vegeta-
bles and the virulence potential of strains recovered from fresh produce remains scarce. Thus, we investigated the
presence of H. pylori and its main virulence determinants in green leafy vegetables marketed for raw consumption.
Eighty samples of fresh lettuce and spinach (60 organically grown and 20 conventionally produced) were obtained
from local retailers in Valencia, Spain. Samples were analyzed by culture and gPCR for detecting and identifying H.
pylori. A 372 bp fragment of the vacA gene was amplified and sequenced. All recovered isolates were further exam-
ined for the presence of cagA, as well as for vacA s and m region allelic genotypes. DNA of H. pylori was detected in
39 samples (48%). Viable isolates were obtained from 17 samples (21%). Detection rates did not significantly differ
between organic and conventional products or between the two vegetable types. Among the isolates, 14 (82%)
were cagA-positive, and three (18%) carried the high risk s1/m1 vacA genotype. Overall, our findings demonstrate
that fresh raw vegetables can harbor viable H. pylori strains, including those containing virulence factors associated
with severe disease, suggesting a potential risk for consumers.
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Resumen

Introduccion: De los mas de 500 quimioefectores bacterianos identificados hasta la fecha, el malato destaca por
ser el compuesto que actia como quimioatrayente en el mayor numero de géneros bacterianos, lo que indica
que la quimiotaxis hacia malato desempena un papel fundamental en la fisiologia bacteriana (Brunet et al., 2025).
Nuestro organismo modelo, la bacteria fitopatdgena Pectobacterium atrosepticum SCRI1043 presenta 36 quimio-
rreceptores, la mayoria de funcién desconocida. Objetivos: Estudiar el mecanismo molecular de la respuesta qui-
miotactica de P. atrosepticum SCRI1043 hacia malato. Métodos: Purificacion del dominio sensor individual de
quimiorreceptores, ensayos de fluorimetria diferencial de barrido, calorimetria de titulacion isotérmica, ensayos
cuantitativos de quimiotaxis capilar, analisis del origen evolutivo, mutagénesis puntual dirigida y cristalografia de
rayos X. Resultados: La quimiotaxis hacia L-malato en P. atrosepticum es mediada por la accion coordinada de
tres quimiorreceptores paralogos, PacMh, PacMm y PacMI. Estudios microcalorimétricos de sus dominios senso-
res mostraron que el L-malato se une con alta (KD = 3 uM, PacMh), media (KD = 38 yM, PacMm) y baja afinidad
(KD =500 uM, PacMlI). La respuesta quimiotactica de P, atrosepticum a L-malato Unicamente se vio afectada en el
mutante simple ApacMm vy el triple mutante ApacMhApacMmApacMI, sugiriendo una expresion génica diferencial
en estos quimiorreceptores en las condiciones ensayadas. Con la resolucién de la estructura 3D del dominio sen-
sor de PacM en complejo con L-malato se identific6 un motivo de unién de secuencia que permitié predecir una
familia de receptores especificos de L-malato. Esta prediccion fue confirmada mediante el analisis de un receptor
de Salmonella enterica sv. Typhimurium. Sorprendentemente, el analisis del origen evolutivo revelé que PacMh
y PacMI surgieron de la duplicacion génica de PacMm, siendo el primer caso documentado donde la duplicacién
génica implica la expansion del rango de respuesta hacia un Unico compuesto. Importancia: Nuestros resultados
sugieren que la quimiotaxis hacia L-malato es de gran relevancia en la fisiologia de diversas bacterias. La evolucion
por duplicacién génica de tres quimiorreceptores que difieren entorno a 150 veces en la afinidad por su ligando
constituye un novedoso mecanismo para ampliar el rango de respuesta.
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Resumen

Introduccion Los moluscos constituyen un recurso ecolédgico y econdmico fundamental en los ecosistemas coste-
ros, al purificar el agua mediante filtracion y servir como fuente de alimento para el consumo humano. Los bivalvos
destacan por su capacidad para bioacumular xenobidticos, siendo organismos bioindicadores de gran valor. El
microbioma de los bivalvos puede verse afectado por dicha contaminacién, modulando sus funciones vitales. Los
metales, por su toxicidad y capacidad de bioacumulacién, son especialmente preocupantes en las zonas litorales.
Estos contaminantes pueden alterar las funciones fisiolégicas de los organismos y afectar a la salud del ecosistema
y a la cadena trofica. Objetivos El objetivo de este estudio es comprender el impacto que tienen los metales sobre
el perfil peptidico y el microbioma de la coquina Scrobicularia plana (S. plana) a lo largo de la costa andaluza. Mate-
riales y Métodos Se estudiaron 10 puntos de muestreo repartidos en 4 areas geograficas andaluzas: Rio San Pedro
(S1, sitio de referencia), Sancti Petri (S2, S3 y S4), Estuario del Guadalquivir (S5, S6 y S7) y la costa de Huelva (S8,
S9 y S10). Se extrajo ADN de la glandula digestiva de S. plana y se secuencié el ADNr 16S. Adicionalmente, se
determinaron las concentraciones de metales en S. plana y los perfiles peptidicos a nivel histolégico de las coqui-
nas. Se analizé la diversidad alfa y beta, la asignacion funcional (FAPROTAX) del microbioma y la influencia de los
metales mediante analisis de redundancia (RDA). Ademas, los péptidos identificados en las coquinas se analizaron
estadisticamente frente al sitio de referencia y se compararon con los perfiles microbianos. Resultados El analisis
de beta-diversidad evidencié diferencias significativas en la estructura microbiana entre los sitios. EI RDA indicé
que los metales explicaban un 65% de la estructura microbiana y el 77% de su capacidad funcional (FAPROTAX),
destacando su papel como contaminantes clave. Finalmente, se estudio la relacion entre los perfiles microbianos y
peptidicos. Importancia Nuestros hallazgos indican que la contaminacién por metales puede afectar al microbioma
y al perfil peptidico de los bivalvos. Asi, estos resultados pueden proporcionar un enfoque innovador en la planifi-
cacion de estrategias de conservacion en areas costeras.
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Resumen

INTRODUCCION. Los ecosistemas marinos estan gravemente amenazados por la actividad humana, lo que pone
en riesgo su calidad ecoldgica, biodiversidad y, finalmente, nuestro bienestar. Por ello, se hace cada vez mas
necesario el disefio de nuevas herramientas de monitoreo y evaluacion ecotoxicoldgica. El fitoplancton marino,
es un excelente indicador temprano de contaminacioén debido a su contacto cercano con agentes estresores, su
sensibilidad a los mismos y su amplia distribucion. OBJETIVOS. En este trabajo, se estudié la comunidad de fito-
plancton presente en la glandula digestiva de la coquina Scrobicularia plana, organismo centinela en ecosistemas
costeros utilizando técnicas moleculares. METODOS. El muestro se realizé en el litoral suratlantico andaluz en las
épocas de verano e invierno, en Ayamonte (AY), Huelva (HU), Guadalquivir "Brazo de la Torre" (BT), Guadalquivir
"Salina" (SA), Rio San Pedro (RS), Puente Zuazo (PZ), Barbate (BA) y Algeciras "Palmones" (AP). EI DNA pre-
sente en las muestras se aisloé y amplificd, identificandose posteriormente los diferentes taxones fitoplancténicos
mediante secuenciacién de los genes marcadores del rDNA 23S (base de datos Phytool, v2). Se realizaron analisis
de abundancia diferencial en funcion de la ubicacién y de la estacionalidad, escogiendo AP como sitio de referen-
cia contaminado, en base a datos previos. También se evaluaron distintos parametros de alfa y beta diversidad.
RESULTADOS. Se detectaron 9 filos fitoplancténicos diferentes, siendo Rhodophyta el mas abundante, seguido
de Chlorophyta y Cyanobacteria. En cuanto a las familias, se identificaron 40, siendo Gelidiaceae la mas repre-
sentada, seguida de Synechococcaceae y Monodopsidaceae. BT presentd el mayor nUmero de cambios frente a
AP, y RS el menor. En la comparacion estacional, BA fue el sitio que mostré las mayores alteraciones, mientras
que HU, RS y PZ no reportaron ninguna. Al evaluar la diversidad, la alfa no mostré tendencias significativas, pero
la beta presenté una clara diferencia entre AP y los demas sitios. IMPORTANCIA. El andlisis de los cambios en la
composicién y diversidad de las comunidades de fitoplancton asociado a especies bentdnicas mediante un enfo-
que metagenodmico ha demostrado un gran potencial como herramienta para monitorear el estrés ambiental en los
ecosistemas acuaticos costeros.
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Resumen

La transmisién de patdgenos gastrointestinales, como Salmonella enterica, a través de productos frescos conta-
minados es motivo de creciente preocupacion debido a sus repercusiones en la produccién alimentaria y la salud
humana. S. enterica sobrevive e incluso coloniza tejidos vegetales, de forma epifita y/o enddfita segun la especie
vegetal, y se conocen diferentes factores implicados en estos procesos. Algunos de estos factores muestran he-
terogeneidad fenotipica o variacion de fase en poblaciones clonales de S. enterica en determinados contextos.
Las diferencias fenotipicas generadas a través de estos procesos en poblaciones de S. enterica en huéspedes
animales, favorece la infeccién y se considera un aspecto integral de la virulencia de este patégeno. En este trabajo
hemos usado ensayos a nivel de célula individual y poblacionales para explorar la heterogeneidad fenotipica de
varios determinantes de superficie en entornos vegetales y el papel que estos desempefian durante la formacion
de biopeliculas de S. enterica y en la interaccidon con la planta. Nuestro estudio revela que sefales ambientales
asociadas a plantas modulan el perfil de heterogeneidad fenotipica de /oci clave de Salmonella, alterando sus pro-
porciones de subpoblaciones activas/inactivas. Los cambios en estas proporciones se asocian con modificaciones
en la formacién de biopeliculas, mostrando una especificidad dependiente del entorno. La colonizacion de tomate
y de Arabidopsis no implica las fimbrias Fim o Std pero si la adhesina SPI4 SiiE, y la funcion de las islas SPI-1 y
SPI-2, que codifican los sistemas de secrecion T3SS-1 y T3SS-2, respectivamente, cuyos perfiles poblacionales
cambian en la planta, asi como la metiltransferasa Dam. Este trabajo subraya como la integracién de procesos
estocasticos, como la variacion de fase mediada por Dam y las redes de regulacion génica de tipo «sentido y res-
puestay, permiten a la Salmonella adaptar sus comportamientos multicelulares y su estrategia de colonizacién a
diferentes nichos.
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Resumen

El coronavirus 2 del sindrome respiratorio agudo grave (SARS-CoV-2) infecta uniéndose al receptor de la enzima
convertidora de angiotensina-2 (ECA2) a través de la subunidad S1 de la proteina S. Esta proteina esta amplia-
mente N-glicosilada y, aunque sufre mutaciones frecuentes, los sitios de glicosilacién permanecen conservados en
la mayoria de las variantes. Esto hace que los glicanos sean una diana importante para el desarrollo de estrategias
de prevencion. En este estudio, caracterizamos la enzima endo-B-N-acetilglucosaminidasa EndoE de Enterococ-
cus faecalis E8. EndoE es una proteina modular con dos dominios glicosilhidrolasa (GH) de tipo GH18 y GH20 y es
capaz de eliminar los N-glicanos de la subunidad S1 de SARS-CoV-2. Se ha llevado a cabo la construccion de los
mutantes cataliticos EndoE-Mut1 y EndoE-Mut2, a través de la modificacion de los aminoacidos cataliticos D184 y
E186 del dominio GH18 y D661 y E662 del dominio GH20, respectivamente. Asimismo, se ha construido un doble
mutante EndoE-Mut1,2 para ambos dominios, y se han obtenido los dominios individuales con la secuencia silves-
tre (EndoE-GH18 y EndoE-GH20) y mutada en sus dominios cataliticos (EndoE-GH18-Mut1 y EndoE-GH20-Mut2).
Las diferentes proteinas resultantes han sido purificadas y ensayadas en reacciones de deglicosilacion de distintos
sustratos. Se ha realizado la evaluacion de la actividad antiviral de las diferentes variantes EndoE utilizando el
modelo del virus de la estomatitis vesicular (VSV) pseudotipado, que expresa la proteina S de SARS-CoV-2, cuya
N-glicosilacion es esencial para la infectividad. Los resultados demuestran que tanto la enzima EndoE silvestre
como las variantes presentan actividad neutralizante contra el virus pseudotipado S del SARS-CoV-2, con valores
IC50 que van desde 0.41 + 0.04 uM para el doble mutante catalitico EndoE-Mut1,2 hasta 3.66 + 0.57 uM para la
variante EndoE-GH20-Mut2. Estos datos podrian representar una nueva via para el desarrollo de estrategias anti-
virales a través del uso de glicosilhidrolasas.
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Resumen

La quimiotaxis permite a los procariotas flagelados desplazarse en gradientes de sefales. Este comportamiento es
esencial en procesos como el acceso a nutrientes, la colonizacion de hospedadores o la virulencia. La quimiotaxis
bacteriana se inicia con el reconocimiento de quimioefectores por quimiorreceptores e involucra multiples protei-
nas. Estas pueden dividirse en dos grupos: las proteinas “nucleo”, ubicuas en todos los sistemas de quimiotaxis,
y las auxiliares, presentes solo en algunos de estos sistemas. Una de estas proteinas auxiliares es CheV, cuya
funcion permanece aun poco caracterizada (Yang & Briegel, 2020). Aunque numerosas vias de quimiotaxis no
involucran CheV, la mutacion del gen cheV en las bacterias que lo poseen suele reducir o abolir la quimiotaxis
(Matilla et al., 2025). De manera notable, algunas bacterias poseen varios homélogos de CheV y se desconoce
la funcionalidad de esta redundancia. Para resolver estas dos incégnitas, utilizamos como modelo Pseudomonas
putida KT2440, la cual codifica tres homélogos de CheV. Esta cepa cuenta con 27 quimiorreceptores, para los
cuales se han identificado las sefiales de aproximadamente la mitad. Ensayos cuantitativos de quimiotaxis reve-
laron que un mutante triple en los tres homdlogos de cheV carece de respuesta quimiotactica hacia la totalidad
de los quimioefectores ensayados, los cuales son reconocidos por al menos 9 quimiorreceptores diferentes. Sin
embargo, los mutantes simples en un solo cheV mantienen una respuesta quimiotactica similar a la cepa silvestre,
sugiriendo la existencia de una redundancia funcional. Para analizar el papel individual de los tres homdlogos, se
complemento el mutante triple cheV mediante la integracion cromosémica estable, en copia Unica, de cada uno de
los genes cheV. Estas tres cepas complementadas mostraron respuestas quimiotacticas claramente diferenciadas,
sugiriendo una funcionalizacion divergente de los tres homdélogos de CheV a lo largo de la evolucién. En conjunto,
los resultados obtenidos en este estudio indican que CheV podria actuar priorizando las respuestas quimiotacticas
en bacterias con sistemas de quimiotaxis complejos con un elevado niumero de quimiorreceptores.

Referencias
1. Yang, W. & Briegel, A. (2020) DOI: 10.1016/j.tim.2019.08.002
2. Matilla M.A. et al. (2025) DOI: 10.1128/mbio.02874-25
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Resumen

Legionella pneumophila, agente etioldgico de la legionelosis, emplea un sistema de secrecioén de tipo IVB (T4BSS)
mediante el cual introduce mas de 300 proteinas efectoras en el citoplasma de la célula hospedadora, lo que
le permite adaptarse al entorno intracelular y evadir al sistema inmune. Uno de estos efectores es LegA7, cuya
contribucién al establecimiento del nicho intracelular aun no se conoce exactamente. En este estudio utilizamos
la levadura modelo Saccharomyces cerevisiae para analizar su funcion, sus interacciones moleculares y sOu lo-
calizacion subcelular. LegA7 presenta un dominio cistein proteasa precedido de una regién transmembrana en su
extremo N-terminal y un dominio de repeticiones de ankirina en el extremo C-terminal. En este trabajo llevamos
a cabo un analisis funcional y estructural de este efector mediante la generacién de versioes truncadas, carentes
de cada uno de estos dominios. Nuestros resultados indican que los dominios de LegA7 son fundamentales tanto
para su actividad como para su localizacion en levadura. Por un lado, LegA7 inhibe el crecimiento de la levadura,
efecto que depende de su actividad proteasa y de la presencia de al menos uno de estos dominios. Por otro lado,
el dominio transmembrana dirige a la proteina al reticulo endoplasmatico, mientras que el dominio de repeticio-
nes de ankirina parece estar asociado a la membrana plasmatica. Ademas, demostramos que LegA7 es capaz
de autoprocesarse y también de procesar la nucleolina humana cuando esta se co-expresa de forma heteréloga
en levadura. Estos resultados aportan informacion relevante sobre el modo de accién de este efector y ponen de
manifiesto el valor de S. cerevisiae como sistema modelo para estudiar proteinas bacterianas. Esto abre nuevas
perspectivas para comprender mejor las interacciones patégeno-hospedador, asi como para la identificacion de
posibles dianas terapéuticas.

Financiacion
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Resumen

La lipoproteina de Braun (Lpp) estabiliza la pared celular en algunas bacterias Gram negativas como Escherichia
coli, actuando como puente fisico que ancla la membrana externa a peptidoglicano (PG). A diferencia de otras
enterobacterias, Salmonella enterica codifica mas de una lipoproteina de tipo Lpp. En el serovar Typhimurium, la
segunda copia (LppB) difiere en su secuencia C-terminal, RICK .., de la canonica LppA, en la cual es KYRK ...
En este trabajo investigamos las diferencias bioquimicas entre ambas Lpp y su relevancia para la bacteria. Ambas
Lpp se detectan unidas a muropéptidos en fracciones aisladas de PG de S. Typhimurium aunque en una proporcion
~ 400:1 LppA:LppB. Una parte de la poblacion de moléculas de LppB forman un puente disulfuro intermolecular
a través de su cisteina C78. El anclaje de LppB es promovido por la L,D-transpeptidasa LdtB, aunque al igual
que LppA, parte de la poblacion de LppB se encuentra “libre”, unida unicamente a la membrana externa. Todavia
se desconoce la funcién de este reservorio de proteina “libre”. Ninguna de las dos lipoproteinas es esencial para
S. Typhimurium en condiciones de laboratorio, aunque la falta de ellas se ha relacionado con mayor sensibilidad
a estreses de envuelta como la presencia de detergentes o condiciones de alta osmolaridad. Ademas, hemos
asociado una sobreexpresion de LppB con fenotipos de crecimiento deficientes en diversas fuentes de carbono.
Una busqueda en mas de 158.000 genomas de Salmonella enterica nos permitié identificar mas de 31 variantes
alternativas de Lpp en los distintos serovares de la subespecie enterica, que no estan presentes en otras entero-
bacterias. Algunos serovares codifican incluso varias de estas Lpp alternativas. Curiosamente, encontramos una
notable correlacion entre las distribucion de estas Lpp alternativas y determinados serovares con distinto rango
de hospedador. En su conjunto, nuestros datos demuestran la presencia de un significativo nimero de variantes
de Lpp en Salmonella enterica. Nuestra hipotesis central es que este patdégeno podria explotar esta variedad para
modular la estructura de su envuelta, incluyendo distribucion de elementos que se anclan en la misma asi como
transportadores de nutrientes, lo que podria determinar su interaccion con el hospedador.

Referencias
Pefalver, M. et al. (2025) doi:10.1016/j.tcsw.2025.100161.
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Resumen

Introduction. Although Enterococcus faecium is intrinsically resistant to cephalosporins (CPHs), at Parc Tauli Uni-
versity Hospital we recently identified several isolates from bacteremic patients displaying unexpectedly low MICs
(1, 2). The molecular basis underlying this phenotype, however, has yet to be established. In this study, we inves-
tigated one such isolate (Efm1) to determine whether discrete genetic alterations can reshape CPH susceptibility
in this unusual lowMIC background. Methods. WGS was performed using lllumina to determine the STs, and to
predict ARGs and VFs. SNP calling was carried out using snippy. Antibiotic susceptibility was assessed using Etest
(3). Gene complementation was performed using pEF25. Comparative genomic analyses were conducted using
reciprocal BLASTP against all complete Enterococcus genomes available in NCBI (n = 1,865; March 2026). Geno-
me-wide transcriptional analyses by RNA-seq will be employed to explore gene expression changes. Results. Efm1
is an ampicillin-susceptible isolate (MIC = 0.19 mg/L) with unusually low MICs to ceftriaxone (1.5 mg/L), ceftaroline
(0.25 mg/L), and cefotaxime (8 mg/L). WGS revealed that Efm1 is an ST1522 isolate harboring the ARGs aac(6')-li
and msr(C), and the VF gene acm. Following a single exposure to ceftriaxone (100 mg/L) on Mueller-Hinton plates,
we recovered four isolates with increased ceftriaxone MICs: Efm41 (24 mg/L), Efm43 (32 mg/L), Efm47 (8 mg/L)
and Efm50 (16 mg/L). One of the highMIC variants (Efm43) carried a single SNP resulting in a G135R substitution
in a RpiR-like transcriptional regulator, while the three remaining highMIC variants harbored frameshift mutations
within the rpiR gene. Reintroduction of wild-type rpiR allele via pEF25 plasmid restored ceftriaxone susceptibility,
indicating that the increased CPH MICs are likely associated with loss of RpiR function. Comparative genomics
showed that RpiR is highly conserved (98.5% of Enterococcus genomes) and that the G135R variant is absent from
all NCBI assembilies, indicating it is not a general determinant of intrinsic CPH-resistance but likely a compensatory
mutation unique to Efm1. Importance. This study highlights the emergence of E. faecium isolates with unusual CPH
MICs in clinical settings and reveals that CPH susceptibility can be modulated via RpiR activity.

Referencias

(1) Bierge, P. et al. (2025). doi: 10.1093/jac/dkaf226

(2) Sanchez-Osuna, et al. (2026). doi: 10.1128/aac.01948-25
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Resumen

Los fagos de tipo SPbeta integran la sefalizacion del sistema de quorum sensing "arbitrium" y de la respuesta
SOS para controlar la transicion entre lisis y lisogenia. En un trabajo previo, nuestro grupo identificé a SroF como
el represor maestro en los fagos de tipo SPbeta, asi como la secuencia de ADN que reconoce. El plegamiento tipo
tirosin-recombinasa y una secuencia de reconocimiento con una extension de 24 pares de bases, dejaban entrever
que SroF se iba a posicionar como un regulador estructural y funcionalmente distinto a los represores candnicos.
En la presente comunicacion, mostramos que, aunque SroF es el primer represor de fagos conocido que adopta
este plegamiento, otras proteinas de tipo recombinasa regulan su propia expresién, lo que sugiere que dicho ple-
gamiento se puede adaptar a funciones regulatorias. El hecho de que SroF se una al ADN como un monémero
contrasta tanto con las tirosin-recombinasas tipicas, que actuan como dimeros o tetrdmeros y muestran una menor
lectura de secuencia de sus operadores, como con los represores candnicos, que funcionan como dimeros y oligé-
meros de orden superior para llevar a cabo su funcién de represién. Por otro lado, tipicamente la induccion del fago
se efectia mediante uno de los siguientes mecanismos: la escision del represor mediada por RecA o el desplaza-
miento del represor mediado por un antirrepresor. Nuestro grupo ha podido identificar que los fagos del tipo SPbeta
utilizan este ultimo mecanismo, codificando el antirrepresor Sar (SPbeta antirepressor). Estudios estructurales del
complejo SroF-Sar nos han permitido dilucidar que, para llevar a cabo su funcién, Sar utiliza una estrategia dual:
el mimetismo del ADN vy la inducciéon de un cambio conformacional en SroF incompatible con una unién al ADN.
Finalmente, hemos demostrado que la expresion del antirrepresor esta controlada directamente por la respuesta
SOS. En conjunto, nuestros resultados revelan una red regulatoria que integra el estrés del huésped y la densidad
poblacional del profago para regular con precision la decisidn entre lisis y lisogenia.
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Resumen

Introduccion: Escherichia coli uropatégena (UPEC) es el principal agente causante de las infecciones del tracto
urinario (ITU) en humanos y cerdos. La creciente multirresistencia limita las opciones terapéuticas y exige el de-
sarrollo de nuevas estrategias (1). Dada la similitud entre los sistemas urinarios porcino y humano, su capacidad
para infectar ambas especies y su potencial zoonético, este estudio adopta un enfoque One Health (2). En este
contexto, se investiga la proteina RfaG como diana terapéutica conservada, implicada en la sintesis del lipopolisa-
carido (LPS) y en la supervivencia bacteriana durante la infeccion (3). Objetivos: Identificar compuestos dirigidos a
la diana RfaG con actividad frente a UPEC, asi como potenciales adyuvantes (helper-drugs) capaces de restaurar
la eficacia de antibidticos de uso clinico. Métodos: La inhibiciéon del crecimiento de la cepa prototipica UTI89 se
monitorizé mediante lecturas de absorbancia (600 nm) en dos fases de cribado de alto rendimiento. Se empled
melitina (8 ug/mL) como agente de presion selectiva para explotar la mayor susceptibilidad de cepas con LPS de-
fectuoso (CMI drfaG: 4 ug/mL vs WT: 16 ug/mL). El proceso incluyé: 1) un cribado primario de 12.920 compuestos
a concentracion unica elevada frente a la cepa WT bajo presion selectiva; y 2) un cribado secundario de los hits
potenciales a tres concentraciones frente a WT y drfaG en tres condiciones (medio basal, medio con melitina y
orina porcina) para validar su especificidad y potencia. Resultados: El cribado primario identific6 94 potenciales
hits, de los cuales 6 fueron confirmados tras la validacion. Destacan, por su naturaleza no-antibiética, su potencial
de reposicionamiento y como punto de partida para la Quimica Médica, la nicergolina (vasoactivo), la tioguanina
(antitumoral) y un derivado de 2,4-diaminopirimidina sin uso clinico previo. Ademas, se identificaron compuestos
bactericidas (n=61), sinérgicos con melitina (n=50) y con efecto diferencial (n=37), caracterizados por inhibir selec-
tivamente a drfaG en ausencia de melitina. Importancia: La identificacion de estas moléculas como alternativas te-
rapéuticas abre nuevas vias para el tratamiento y la resensibilizacién a antibioticos de patdégenos multirresistentes.
Esta aproximacion podria optimizar el manejo clinico de las ITU y contribuir a mitigar la resistencia antimicrobiana
bajo el paradigma One Health.

Referencias
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Resumen

El polifosfato (poli-P) es un polimero lineal de fosfatos presente en los tres dominios de los seres vivos, en los cua-
les participa en diversos procesos fisioldgicos. La enzima polifosfato quinasa (Ppk) es la responsable de la sintesis
de poli-P, mientras que su degradacion es llevada a cabo por enzimas exopolifosfatasas (Ppx). Lacticaseibacillus
paracasei BL23 codifica dos Ppk (Ppk1 y Ppk2). El gen que codifica Ppk1 esta agrupado con dos genes que codi-
fican exopolifosfatasas con diferente composicion de dominios, con el orden génico ppx1-ppk1-ppx2. El gen ppk2
es monocistronico y se localiza en otra regién del genoma. La inactivacion de ppk1 resulta en la incapacidad de
sintetizar poli-P. Sorprendentemente, la eliminacion del gen ppx1 también suprime la capacidad de acumular poli-P;
mientras que la mutacion de ppx2 no afecta a la sintesis (1). La expresion de ppk1 no varié en el mutante ppx1y
la restauracion de la sintesis de poli-P se obtuvo unicamente complementando ppx1 en trans, mientras que la ex-
presion de ppk1 en trans no tuvo ningun efecto. Estos resultados excluyen efectos polares en la expresion de ppk1
como la causa de la ausencia de poli-P y demuestran que Ppx1 y Ppk1 son ambas esenciales para la sintesis de
poli-P en L. paracasei BL23. Ppx1 carece de residuos clave para la catalisis descritos en enzimas Ppx1 de otros
microorganismos. Recientemente, hemos determinado la estructura cristalina de Ppx1, que demuestra diferencias
en la organizacion espacial de sus dominios con respecto a Ppx1 de Escherichia coli, y en la que el residuo catali-
tico de Glu parece atrapar a la enzima en una conformacién autoinhibida. Ademas, hemos observado la interaccién
entre Ppx1 y Ppk1 mediante cromatografia de exclusion molecular. Finalmente, nuestros resultados muestran que,
a diferencia de lo descrito hasta ahora en todos los organismos estudiados, la produccion de poli-P en L. paracasei
requiere la contribucién tanto de Ppk1 como de Ppx1 revelando un escenario inesperado para la contribucién de la
exopolifosfatasa Ppx1 en la sintesis de poli-P.

Referencias
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Resumen

La metilacién de la secuencia GATC es un mecanismo de regulacion epigenética. Streptococcus pneumoniae tiene
tres sistemas de restriccion-modificacién que reconocen y actian sobre dicha secuencia. Dpnl corta DNA de doble
cadena con metilacion en A (GAmeTC). Dpnll y Dpnlll metilan la adenina y la citosina, respectivamente y cortan
DNA no metilado. Hemos demostrado que la girasa (GyrA2GyrB2) reconoce mayoritariamente (79%) el motivo
GxxC, siendo GATC (21.2%) la secuencia mas frecuente (1). Para comprender el papel de los sistemas Dpn en
la transcripcién, hemos analizado mediante RNA-Seq el transcriptoma de cepas isogénicas portadoras de cada
sistema Dpn en presencia de antibidticos que inhiben la girasa: novobiocina (cuya diana es GyrB) o levofloxacina
(fluoroquinolona clinica cuya diana es GyrA). El tratamiento con ambos antibiéticos revel6 expresion diferencial de
genes (p45% a 10xMIC. Sin embargo, si se observé en la cepa Dpnll (GAmeTC) la inhibicion de la transcripcién
de 3 operones que presentan la secuencia GATC en sus regiones promotoras: operdn de los genes de la biosin-
tesis de novo de purinas y operones de los genes del sistema de dos componentes Spi/Pnc. El tratamiento con
levofloxacina revel6 asimismo la expresién diferencial de genes. En ambos casos el cambio en el transcriptoma
se asocid a disminucién en la formacion de biofilm en la cepa Dpnll (novobiocina) o a su aumento en las cepas
Dpnlly Dpnlll (levofloxacina). Estos resultados sugieren que la metilacion de GATC podria ser una nueva diana de
antibiéticos e incrementar la accion de las fluoroquinolonas.

Referencias
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Resumen

La rapida evolucion de resistencia a antibiéticos en ambientes de laboratorio contrasta con la realidad clinica:
la resistencia no emerge en la inmensa mayoria de las infecciones tratadas con antibiéticos. Incluso cuando los
animales tratados carecen de un sistema inmune eficiente y las poblaciones bacterianas son lo suficientemente
grandes como para que los mutantes resistentes existan en la poblacién, la resistencia no emerge en un gran
numero de ocasiones. Una de las posibles razones para la diferencia observada entre clinica y laboratorio sugiere
que solamente la presencia de mutantes resistentes en infecciones establecidas es insuficiente para garantizar el
fracaso terapéutico. En su lugar, para que la subpoblacion resistente en una infeccién se establezca y sobreviva al
tratamiento se necesitan unas condiciones ecolégicas y evolutivas que todavia estan poco definidas. En este pro-
yecto investigamos la hipotesis de que la probabilidad de que la resistencia emerja esta gobernada no solamente
por la disponibilidad de mutaciones, sino también por las limitaciones ecoldgicas que afectan al establecimiento de
los mutantes. En particular, proponemos que las subpoblaciones resistentes dentro de una infeccién deben superar
umbrales tanto de frecuencia (porcentaje de subpoblacion resistente) como de tamafo poblacional absoluto (UFC/
ml) para sobrevivir a la exposicién al antibiético y provocar el fracaso del tratamiento a nivel poblacional. Estos
factores seran diferentes entre antibidticos cuya resistencia surja por mutaciones a nivel individual, como una mo-
dificacion de la diana, y aquellos en los que la resistencia se debe a factores que alteran el entorno extracelular,
como las betalactamasas. Ademas del tipo de mecanismo de resistencia, otros factores como la concentracion del
antibiotico y el fithess cost de la mutaciéon que genere resistencia, alteraran la probabilidad del fallo terapéutico.
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Resumen

Introduccion Marinomonas mediterranea es una bacteria modelo de estudio de mecanismos de defensa frente a
fagos. Su cepa tipo, MMB-1T, posee dos sistemas CRISPR-Cas, de tipo I-F y IlI-B, que cooperan en la resisten-
cia frente a podovirus del género Murciavirus (1). Sin embargo, en la cepa MMB-2, la resistencia frente a estos
podovirus esta mediada por un sistema de restriccion-modificacion (RM) de tipo I, denominado Mme?2I. Este siste-
ma reconoce una secuencia con metilacion 6mA en los residuos marcados con asterisco (AGA*GNNNNNNGTG/
CA*CNNNNNNCTCT). El analisis comparativo de genomas de fagos aislados en la naturaleza y de fagos “escape”
capaces de infectar a MMB-2, ha revelado que la ausencia del motivo diana del sistema en la region inicial del
genoma de los fagos determina su capacidad de infeccion, incluso si conservan dianas del sistema en regiones
posteriores (2). Objetivos El objetivo de este estudio ha sido analizar los mecanismos que permiten la infectividad
de fagos que conservan dianas del sistema Mme2l en regiones tardias del genoma. La hipétesis de partida es
que algunas de las proteinas hipotéticas codificadas por genes localizados en la region variable inicial del genoma
fagico estan implicadas en la evasion del sistema RM. Resultados Para estudiar este proceso se analizaron fagos
con deleciones en la region inicial del genoma y que han sido seleccionados por escapar del sistema RM o del sis-
tema CRISPR-Cas, puesto que ambos tienen sus dianas en dicha region inicial. Se observo que la mayoria de los
genes en la region inicial del genoma no son esenciales para la multiplicacion del fago en MMB-2 (Mme2I-) con el
sistema RM inactivo. Sin embargo, una regiéon con dos genes resultdé necesaria para que los fagos sean infectivos
en la cepa MMB-2 silvestre. Estos resultados apoyan la hipétesis de que en esta region se codifica una proteina
gue actia como inhibidor del sistema RM. Importancia El estudio presentado pone de manifiesto el papel clave de
la region inicial de los fagos en la interaccion fago-hospedador.

Referencias
(1) Silas, S. et al., (2017). doi: 10.7554/eLife.27601
(2) Martinez-Cazorla, A., et al. (2025). doi: 10.1093/nar/gkaf926
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Resumen

La transferencia horizontal de genes constituye uno de los principales mecanismos responsables de la disemina-
cion de resistencias a antimicrobianos, siendo los elementos genéticos moviles (MGE) sus principales vehiculos
(1). Entre estos, los plasmidos desempefian un papel central, ya que pueden movilizar genes de resistencia entre
bacterias y asociarse con otros elementos como los integrones. Los integrones son plataformas genéticas capaces
de captar, almacenar y reordenar cassettes génicos, que, entre otras funciones, pueden conferir resistencia a anti-
bidticos (ARCs). Su expresion parte de un Unico promotor, y cada cassette ejerce un efecto regulador sobre los si-
tuados aguas abajo, conocido como efecto polar (2). A pesar del creciente interés en estos MGE, las interacciones
entre integrones y los plasmidos que los movilizan siguen siendo poco conocidas. En este trabajo analizamos el
papel de los ARCs presentes en integrones sobre la estabilidad del plasmido que los transporta. Para ello, evalua-
mos 52 genes con distintos costes bioldgicos y efectos polares, clonados en el plasmido pMBA (3), el cual aporta el
entorno genético de un integrén de clase 1. Este plasmido porta como segundo cassette una GFP cuya expresion
resulta costosa en Klebsiella pneumoniae. Usando la sefial de la GFP como reportero, monitorizamos por citome-
tria de flujo la pérdida del plasmido en ausencia de presion selectiva durante 96 horas. Los resultados mostraron
una rapida pérdida del plasmido vacio, en el que la expresion de la GFP es maxima; sin embargo, lo plasmidos
portadores de ARCs exhibieron una gran variabilidad en su estabilidad. Distinguimos tres grupos segun su capa-
cidad de estabilizacion, desde aquellos que garantizaban la retencion casi completa del plasmido hasta los que
aceleraban su pérdida respecto del control. Estos patrones fueron consistentes en otras cepas de K. pneumoniae.
No observamos correlaciéon entre estabilidad plasmidica y coste biolégico del cassette. En cambio, se observé una
asociacion significativa entre la estabilidad y los niveles de expresién del gen reportero, apoyando la idea de que
el efecto polar desempena un papel clave en la persistencia de estos plasmidos.
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Resumen

The mammalian intestine is inhabited by a complex microbial community, i.e., gut microbiota. The gut microbiota
plays a crucial role in establishing a symbiotic relationship with its host by fermenting undigestible food compounds,
producing essential nutrients, fostering immune development and tissue growth, and providing pathogen defense.
Microbial diversity and stability of gut microbiota are essential, but factors like diet, infections, and medications com-
monly cause imbalances, which are associated with increased gut disorders such as inflammatory bowel disease,
metabolic syndrome, and even with susceptibility to opportunistic infections. Bacterium Bacteroides thetaiotaomi-
cron is a predominant gut microbiota member, specialized in the consumption of fibers and plant polysaccharides,
as well as host glycans. How does B. thetaiotaomicron interact with its host is still largely undiscovered. One of the
ways in which B. thetaiotaomicron interacts with the mammalian host is through the immunoglobulin A (IgA), which
plays double role: on one side it helps gut colonization of commensal bacteria, and on other side eliminates patho-
genic microorganisms. By employing experimental evolution, we previously showed that a human isolate B. thetaio-
taomicron evolves to the new environment, i.e., mouse gut, and that most host diet plays a role in this process. Now,
by employing techniques such as experimental evolution in laboratory conditions and in mice lacking partial or com-
plete adaptive immune system (IgA-/- and Rag1-/- knockouts, respectively), whole-genome sequences, IgA-SEQ,
and Immune Repertoire Sequencing, we aim to identify key mutations that modulate B. thetaiotaomicron- host IgA
interaction. Currently we are analyzing whole-genome sequencing of evolved lineages and performing host RNA-
based IgA REP-seq to map the co-evolutionary landscape between bacterial adaptation and the diversification of
the IgA repertoire. Characterizing mutations that enhance interaction with IgA and increase its diversity will provide
insights into the role of IgA in the mechanisms underlying genetic and functional composition of the gut microbiota,
as well as allow us to propose novel strategies to strategies to restore microbial diversity and enhance symbiotic
resilience. These insights will provide a unique perspective on human physiology and bacterial precision evolution.
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Resumen

Las bacterias fitopatégenas constituyen una importante amenaza para la salud vegetal y productividad agricola.
Las interacciones en el holobionte vegetal son altamente dindmicas y estdn mediadas por una amplia diversidad
de moléculas sefal. La percepcidn bacteriana de estas sefiales implica una amplia gama de sistemas de trans-
duccién que permiten una adaptacion versatil de la fisiologia y el metabolismo, favoreciendo la supervivencia y
proliferacion en nichos vegetales. La acetilcolina, conocida principalmente por su funcién como neurotransmisor,
esta emergiendo como molécula sefial clave en plantas y bacterias. Sin embargo, se desconocen en gran medi-
da los mecanismos moleculares mediante los que ejerce estas funciones regulatorias en sistemas no animales.
Nuestras investigaciones previas revelaron que el fitopatégeno Dickeya solani reconoce la acetilcolina a través
del quimiorreceptor MkcA, resultando en respuestas quimiotacticas hacia esta amina cuaternaria [1]. D. solani no
puede utilizar acetilcolina como nutriente, lo que sugiere un posible papel como molécula sefial en esta especie.
Para profundizar en esta hipétesis, en este estudio llevamos a cabo un analisis transcriptomico mediante RNA-seq
que demostrd que la acetilcolina induce la expresion del conjunto génico betIBA, implicado en la respuesta al estrés
osmotico. La generacién de mutantes en betl y betB permitié demostrar su papel en osmoproteccion en D. solani.
Asimismo, mostramos que el regulador transcripcional de la familia TetR asociado a esta via, BetIDs, reconoce
acetilcolina, colina y trimetilamina con afinidades comprendidas entre 16 y 295 uM. Estos tres ligandos inducen de
manera diferencial la transcripcion de betIBA. El reconocimiento de ligandos no afecta a la interaccion de BetlDs
con el promotor bet. En cambio, induce cambios conformacionales significativos en BetlDs, cuya magnitud depen-
de del ligando. Ademéas, demostramos que el quorum sensing modula la tolerancia al estrés osmético de D. solani
mediante la regulacién de la expresion de la ruta Bet. El sistema Bet es necesario para la virulencia completa de D.
solani, especialmente en tejidos vegetales quimicamente complejos. Analisis filogenéticos revelaron que el sistema
betIBA esta ampliamente distribuido entre Pseudomonadota asociadas a plantas, lo que en conjunto respalda su
importancia en la supervivencia bacteriana y la adaptacién a nichos vegetales.
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Resumen

Investigaciones recientes demuestran que la cooperaciéon microbiana es clave para el desarrollo de la infeccién. El
concepto de virulencia cooperativa desafia la vision tradicional de los patégenos como poblaciones de comporta-
miento uniforme. La heterogeneidad fenotipica generada dentro de poblaciones clonales da lugar una divisién del
trabajo que a menudo determina el éxito de la infecciéon. Sin embargo, tenemos un conocimiento limitado sobre
cémo surgen y persisten las variantes fenotipicas de diferentes rasgos, o como interactian para generar un espec-
tro fenotipico complejo que involucra comportamientos cooperativos. En nuestro laboratorio, hemos establecido
que tanto el sistema de secrecion tipo Il (T3SS) como el flagelar en Pseudomonas syringae muestran expresion
heterogénea durante la infeccién de plantas de judia. Estos caractéres presentan un patron de expresion espa-
ciotemporal donde las bacterias T3SS ON Flagella OFF , T3SS OFF Flagella ON y T3SS ON Flagella ON surgen
y se distribuyen de forma diferencial dentro de la microcolonia apoplastica en desarrollo y de las poblaciones que
abandonan la zona infectada. En este trabajo presentamos analisis genéticos y fenotipicos que investigan la rela-
cion entre la regulacién de la expresion de estos dos determinantes de virulencia.
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Resumen

Introduccién y Objetivos. Los pacientes que sufren enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) sufren dis-
biosis pulmonar con aumento de patégenos respiratorios y periodontales por microaspiracion frecuente. Asi, Hae-
mophilus influenzae (Hi) es un patobionte frecuente en pulmaén disbidtico, y la presencia del patégeno periodontal
Fusobacterium nucleatum (Fn) se considera un biomarcador de progresién de la enfermedad. Igualmente, la placa
subgingival es un biofilm polimicrobiano reservorio de patdégenos respiratorios. La presencia, dinamica de inte-
raccion Hi-Fn y su posible relevancia clinica, han sido objeto de estudio en este trabajo. Métodos. Determinacion
de presencia relativa Hi-Fn en placa subgingival, muestreada en una cohorte de pacientes EPOC en el Hospital
Universitario de Navarra (n=71), mediante secuenciacién de amplicon 16S rRNA. Establecimiento de condiciones
experimentales para co-cultivo anaerobio de biofilms Hi-Fn y analisis de: (i) crecimiento bacteriano relativo; (ii)
arquitectura microscoépica del biofilm; (iii) perfil metabdlico del co-cultivo mediante RMN y HPLC; (iv) perfil trans-
criptémico del biofilm; (v) bases moleculares de la interaccion Hi-Fn. Resultados. En placa subgingival, el género
Haemophilus esta presente en 77.47% de pacientes muestreados, con una abundancia relativa de 1.22% de su
composicion bacteriana; el género Fusobacterium esta presente en 98.59% de pacientes muestreados, con ma-
yor abundancia relativa en agudizadores frecuentes (17.47%) que en no agudizadores (14.5%). El crecimiento de
biofilms mixtos in vitro Hi-Fn reveld una organizacion estructural y efectos sinérgicos para ambas especies bacte-
rianas. El analisis de perfil transcriptdomico diferencial mediante RNAseq reveld sobre-expresion en co-cultivo de
genes implicados en el metabolismo de poliaminas, incluyendo la ornitina descarboxilasa oda de Fn, que cataliza
la conversion de ornitina en putrescina, y el sistema de transporte de putrescina potABCD de Hi. El papel del me-
tabolismo de poliaminas en la sinergia observada esta siendo analizado mediante aporte exdgeno, inactivacion gé-
nica, y cuantificacion de sus efectos en viabilidad bacteriana, consumo y acumulacién de metabolitos. Importancia.
Existe un desbalance en la abundancia relativa Hi-Fn en placa subgingival de pacientes EPOC que esta asociado
a su fenotipo clinico. En un sistema modelo in vitro de cultivo biofilm mixto, Hi y Fn muestran un comportamiento
sinérgico bidireccional donde el metabolismo de poliaminas parece jugar un papel destacado.
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Resumen

Pseudomonas aeruginosa es reconocida clinicamente por ser un patégeno oportunista de humanos capaz de
causar infecciones graves. Practicamente no existe tejido en el cuerpo humano que P. aeruginosa no pueda in-
fectar. Esta versatilidad patogénica se debe a un amplio arsenal de factores de virulencia que estan estrictamente
regulados para evitar su produccion cuando no son necesarios. Para lograr esto, P. aeruginosa contiene una gran
cantidad de sistemas de transduccién de sefiales que forman redes regulatorias complejas y son responsables de
su adaptacion fenotipica y virulencia. Entre otros mecanismos, la sefializacién mediada por factores o de funcion
extracitoplasmatica (o%°F), los cuales controlan la expresion génica a nivel del inicio de la transcripcion, desempefia
un papel clave en este proceso.

En este trabajo hemos estudiado un factor o5¢F de P. aeruginosa que pertenece al grupo ECF293, los cuales suelen
activarse en respuesta a estrés citosdlico, por lo que lo hemos denominado Rcsl (de regulator of cytosolic stress).
Mediante analisis in silico, hemos identificado un gen situado aguas abajo de rcsl que presenta homologia con
factores anti-o de la familia ZAS (de zinc-dependent anti-sigma) y que hemos denominado rcsR. AlphaFold predice
la interaccién entre estas dos proteinas, lo cual hemos confirmado mediante analisis de doble hibrido. Mediante
ensayos de transcriptémica y analisis de expresion génica usando RT-qPCR y fusiones transcripcionales a gfp,
hemos identificado el regulon de oRcsl. Dicho regulon incluye todos los efectores y componentes reguladores y
estructurales de la principal arma de virulencia de P. aeruginosa en infecciones agudas, el sistema de secrecion
de tipo Il (T3SS). Forman parte también del regulon otros genes de virulencia, como la metaloproteasa /asA que
degrada elastina y genes de sintesis de fenazinas, asi como genes de sintesis de metioninas sulféxido reductasas
(msr), uno de los principales mecanismos de reparacion de proteinas frente al dafio oxidativo. Nuestros resultados
indican que el sistema de sefalizacion o®*'/RcsR se activa en respuesta al acido hipocloroso (HOCI), un oxidante
antimicrobiano producido por neutréfilos como parte de la respuesta inmunitaria innata para defender al organismo
contra infecciones.
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Resumen

Las cianobacterias son los unicos procariotas capaces de realizar la fotosintesis oxigénica, con una amplia diversi-
dad de formas de vida incluyendo especies multicelulares y fijadoras de nitrégeno atmosférico. Por ello, tienen un
gran potencial a nivel biotecnoldgico, y a pesar de que ha habido un avance reciente, la escasez de herramientas
genéticas disponibles limitan su aplicacion a nivel industrial. A partir de la cianobacteria filamentosa y fijadora de
nitrdgeno Anabaena sp. PCC 7120 (en adelante, Anabaena), estamos desarrollando herramientas para mejorar su
utilizacion en biologia sintética y biotecnologia. Para avanzar hacia este objetivo y debido al reducido nimero de
cassettes de resistencia a antibiéticos (CRA) existentes para cianobacterias, nos planteamos desarrollar nuevos
marcadores de seleccion. Esto lo englobamos en dos objetivos: 1) caracterizacion de nuevas CRAs procedentes
de integrones, y 2) desarrollo de un nuevo sistema de seleccion de plasmidos basados en auxotrofias. Para la
caracterizacion de nuevos CRA colaboramos con JA. Escudero cuyo grupo ha descrito recientemente 136 genes
de resistencia a antibiéticos proveniente de integrones (1). Con esta fuente de nuevos genes para cianobacterias,
nuestro objetivo es evaluar su actividad en estos microorganismos para enriquecer el repertorio de herramientas
genéticas. De este modo, hemos identificado nuevos genes que confieren resistencia tanto a antibiéticos de uso
habitual como a antimicrobianos que se emplean con menor frecuencia en cianobacterias. Para el desarrollo de
auxotrofias proponemos tres estrategias genéticas, todas ellas basadas en dos etapas comunes. En primer lugar,
generamos mutantes de Anabaena cuyo crecimiento queda inhibido bajo una condicién especifica. En segundo
lugar, clonamos en un plasmido replicativo el gen que resulta esencial en dicha condicién. Con este enfoque, la
presencia del gen en el plasmido se vuelve indispensable para el crecimiento, garantizando asi el mantenimiento
del plasmido. Actualmente, estamos construyendo los diferentes bloques que constituyen estos complejos circui-
tos genéticos. Globalmente, las nuevas herramientas genéticas para la seleccion de plasmidos podrian tener gran
utilidad para la comunidad cientifica de cianobacterias. Ademas, esperamos mejorar los protocolos de ingenieria
genética y promover un avance en el uso de estos microorganismos en biologia sintética y biotecnologia.
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Resumen

To fit in the bacterial cell, the chromosome is folded in a highly organised structure, which ensures the correct exe-
cution of processes such as replication, segregation or transcription. The DNA-DNA contacts maintaining the chro-
mosome structure are mediated by structural constrains imposed by highly transcribed regions and nucleoid-as-
sociated proteins (NAPs). These NAPs play a dual role in chromosome organisation, acting as DNA scaffolds
and regulating the transcription, with both aspects ultimately impacting chromosome structure. For example, the
heterodimeric NAP IHF (IhnfA+IhfB) is a well-established inducer of sharp DNA turns that catalyse complex formation
between promoter regions, regulators and the RNA polymerase, which may determine phenotypes. However, rather
than acting at a single-promoter base, we hypothesise that IHF plays global role in relieving chromosome structu-
ral constrains imposed by transcription. Using the critical-priority pathogen Acinetobacter baumannii AB5075 as a
model, we have explored the chromosome structural landscape comparing a AihfA mutant to the wild-type through
Hi-C (High-throughput Chromosome Conformation Capture). This approach revealed that short-range DNA-DNA
interactions were enhanced in the absence of IhfA, indicating that IHF relieves the excess of intramolecular con-
tacts in the chromosome. To test if these structural changes affect global transcription, we compared the AihfA
mutant to the wild-type through differential RNA sequencing (dRNA-seq), which showed a differential regulation of
760 genes. The overlay of the Hi-C and dRNA-seq datasets revealed that some of the most downregulated genes
are comprised within regions with increased contacts in the AihfA mutant. Interestingly, some of these genes are
responsible for key virulence-associated behaviours of A. baumannii, such as the pil genes, responsible for twit-
ching motility, and the csu and cup genes, which mediate biofilm formation. This is in agreement with phenotypic
analyses comparing the AihfA mutant to the wild-type, which showed an impairment to perform these behaviours.
Furthermore, the AihfA mutation led to a complete abrogation of virulence in vivo in the Galleria mellonella infection
model. Altogether, we envisage IHF as a buffer for structural constrains imposed on the bacterial chromosome, thus
preventing clashes between DNA organisation and transcription. Critically, this orchestration impacts the regulation
of virulence-associates behaviours in A. baumannii.
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Resumen

La virulencia de Salmonella enterica reside en su capacidad para manipular procesos del hospedador mediante
efectores translocados por sistemas de secrecion tipo lll (T3SS). Entre ellos destaca la familia NEL (SIrP, SspH1 y
SspH2), que posee actividad E3 ligasa de ubicuitina. Aunque se han descrito algunos sustratos de estos efectores,
el espectro completo de sus di anas y las vias celulares alteradas permanecen mayoritariamente inexplorados. El
objetivo de este estudio es identificar el conjunto de proteinas del hospedador ubicuitiladas por los efectores NEL y
explorar los mecanismos moleculares por los cuales estos alteran procesos fundamentales para la fisiologia celu-
lar. Tras expresar los efectores NEL en células HEK293T, realizamos un enriquecimiento de proteinas ubicuitiladas
mediante cromatografia de afinidad seguido de espectrometria de masas. Identificamos 214 potenciales sustratos
de los efectores con un enriquecimiento notable en rutas de procesamiento de ARN y biogénesis de ribosomas.
Para evaluar el impacto funcional sobre la traduccion, analizamos tanto el crecimiento como los perfiles de poliso-
mas de Saccharomyces cerevisiae, tras la expresion de los efectores NEL, comparando la respuesta de la estirpe
silvestre frente a mutantes de pérdida de funcion de los reguladores de la sintesis proteica Gen2, Eap1 y Caf20.
En el modelo de levadura, la expresion de SspH1 inhibié el crecimiento de forma dependiente de su actividad ca-
talitica. Curiosamente, mientras que el mutante gcn2 mantuvo esta inhibicion, la cepa eap1A4/caf204 presentd un
rescate parcial del fenotipo. Este hallazgo, sumado a una alteracion drastica en los perfiles de polisomas, sugiere
que SspH1 interfiere con el proceso de traduccion a través de los reguladores Eap1 y Caf20. Nuestros resultados
sugieren que los efectores NEL de Salmonella reprograman la traduccion del hospedador. Dado que Eap1 y Caf20
poseen homologos funcionales en mamiferos (familia 4E-BP), actualmente estamos investigando la ubicuitilacion
de proteinas relacionadas con estos reguladores en células humanas. Estos hallazgos abren una nueva via para
descifrar como Salmonella modula la sintesis proteica eucariota para favorecer la infeccion, posicionando a la ma-
quinaria de traducciéon como un blanco critico de la virulencia bacteriana.
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Resumen

La nanocelulosa bacteriana es un homopolisacarido no ramificado compuesto por moléculas de D-glucosa unidas
mediante enlaces f—1,4. El complejo celulosa sintasa (CS), responsable de la sintesis del polimero, esta integra-
do en la envuelta celular, y acopla la polimerizacién de la glucosa por la subunidad BcsA a su extrusion por parte de
otras subunidades del complejo1. El principal mecanismo de regulacion de la sintesis de nanocelulosa es el control
alostérico de la actividad CS por c-di-GMP. Se sabe que en ausencia de ¢c-di-GMP, el dominio PilZ de BcsA expues-
to al citoplasma bloquea el acceso del sustrato UDP-glucosa al sitio activo de la enzima; la uniéon de 2 moléculas de
c-di-GMP a PilZ libera este bloqueo, permitiendo a la CS funcionar a maxima velocidad2. Los niveles de c-di-GMP
en el citoplasma bacteriano son normalmente muy bajos, y se mantienen gracias a la actividad equilibrada de las
diversas diguanilato ciclasas (DGC) y fosfodiesterasas (PDE) codificadas en el genoma. En la cepa Ancylobacter
sp. STN1A, capaz de producir grandes cantidades de celulosa a partir de diversas fuentes de carbono, se ha perdi-
do de forma espontanea la agrupacion génica que codifica para un sistema rpf de sefalizacién de quorum sensing
(QS), que involucra los llamados factores de sefal difusible (DSF). Hemos demostrado que este sistema, que
incluye rpfF (para la sintesis de DSF), rpfC (una histidin-quinasa con dominio transmembrana, sensora del DSF y
transductora de la sefal) y rpfL (que incluye dominios DGC y PDE) afecta a los niveles de c-di-GMP en la célula3,
y es responsable del control de la produccién de celulosa en esta cepa. Hemos caracterizado la cascada de fosfo-
rilacion y las interacciones proteina-proteina que determinan la transmision de sefal desde la sintesis del DSF por
RpfF hasta la inactivacion de la CS por la degradacion del c-di-GMP mediada por RpflL, determinando ademas la
interaccion entre el dominio PilZ de BcsA y los dominios GGDEF Y EAL de RpfL. Igualmente, hemos identificado
dos posibles candidatos como la molécula de DSF sintetizada por RpfF, para cuya confirmacion estamos constru-
yendo biosensores basados en la fusién de promotores controlados por este compuesto al gen gfp.
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Resumen

Introduction: Histones phosphorylation on serine, threonine, and tyrosine (pS/pT/pY) residues are a well-estab-
lished regulatory and signaling mechanism in eukaryotes (1). In bacteria, post-translational modification of his-
tone-like proteins is increasingly recognized for its critical implications in processes such as cell growth and division,
metabolism, virulence and antibiotic resistance (1,2). H-NS (histone-like nucleoid-structuring protein) is a well-stud-
ied transcriptional repressor and nucleoid structuring protein in others gram-negative bacteria that regulates a wide
range of phenotypes (3). Stenofrophomonas maltophilia is an opportunistic, multi-drug-resistant pathogen of grow-
ing medical importance. This Gram-negative bacterium poses a significant threat due to its intrinsic antimicrobial
resistance and its ability to form biofilms (4). However, the impact of both pS/pT/pY phosphorylation and H-NS on
S. maltophilia physiology remains unclear, particularly related to population density. Objective: First, to characterize
the phosphoproteomic landscape of S. maltophilia during logarithmic and stationary growth phases and to assess
the implication of hns gene on bacterial physiology. Methods: Phosphopeptide enrichment was performed using
CaCl2 precipitation followed by LC-MS/MS analysis. Data-driven selection identified a representative hit for further
in-vivo characterization. Deletion mutant was constructed via double-crossover mutagenesis. Phenotypic assays in-
cluded growth kinetics, biofilm formation, swimming motility, antibiotic susceptibility and virulence using the Galleria
mellonella infection model. To define the H-NS regulome RNA-seq analysis was conducted. Finally, H-NS protein
variants were purified for biochemical characterization. Results: We identified a site distribution of 44% pS, 40%
pT, and 15% pY among S. maltophilia phosphoproteome. Notably, the analysis exhibited increased phosphorylation
during the logarithmic phase, with translation-related processes and energy production being the most enriched
functional categories. Fold-change correlation analysis highlighted the H-NS protein as a key target. Phenotypically,
the Ahns mutant displayed retarded growth, significantly increased biofilm capacity, decreased swimming motility,
an increased susceptibility to S-lactam antibiotics and attenuated virulence in G. mellonella. RNA-seq revealed a
massive deregulation of the regulome with 1,177 differentially expressed genes towards upregulation. Complemen-
tary biochemical characterization of the H-NS protein and phospho-mimetic active and inactive variants is being
integrated to refine the mechanistic mode. Importance: Altogether, these results add clues about the link between
protein phosphorylation and the role of DNA-binding proteins in bacterial
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Resumen

Las cianobacterias son microorganismos fotosintéticos de gran importancia ecoldgica y biotecnolégica que res-
ponden a cambios ambientales a través de sistemas de sefnalizacion complejos. La proteina PipX ha sido estu-
diada como regulador clave en la sefalizacion por N/C al interaccionar con la proteina sensora Pll y el regulador
transcripcional NtcA, modulando rutas metabdlicas esenciales. pipX forma parte de un operén junto a pipY, que
codifica PipY, un modelo paradigmatico de la familia PLPBP altamente conservada en los 3 dominios de la vida.
Las proteinas PLPBP unen piridoxal-fosfato (PLP), sin embargo, ain no se ha demostrado que posean actividad
enzimatica. Su funcion se relaciona con la homeostasis de la vitamina B6 y de aminoacidos y, estudios recientes
en E. coli, sugieren unién a ARN. En cianobacterias existen evidencias de interaccion funcional entre PipX y PipY:
confieren resistencia a antibidticos como DCS y BCDA; estan implicadas en la regulacion transcripcional mediada
por NtcA; y su sobreexpresion presenta efectos pleiotrépicos y fenotipos de toxicidad [1,2]. Aprovechando nuestro
conocimiento estructural previo [3] y basandonos en que PipY en cianobacterias ofrece un contexto regulatorio
conservado [4], realizamos un andlisis fenotipico en la cianobacteria Synechococcus elongatus PCC7942 sobre-
expresando variantes de PipY. Discutimos los efectos de ciertas mutaciones puntuales (en determinados residuos
conservados detectadas en pacientes con epilepsia dependiente de vitamina B6 y en el residuo clave en la union
a PLP) en los fenotipos asociados a la sobreexpresion de PipY y analizamos el posible papel de pipX en ellos.
Nuestros resultados aportan evidencia in vivo de que PipY, y posiblemente otras proteinas de la familia PLPBP,
desempefian funciones regulatorias que no dependen estrictamente del cofactor PLP y proponemos un modelo
en el que relacionamos conformacion de la proteina y funcion [5]. Ademas, con datos preliminares hipotetizamos
sobre otras nuevas funciones y regulaciéon ambiental.
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Resumen

A pesar de la importancia medioambiental y biotecnoldgica de las cianobacterias, desconocemos la mayoria de los
mecanismos moleculares que les permiten mantener la homeostasis celular y adaptarse a todo tipo de cambios
ambientales. La sefalizacion por el nucleétido (penta)tetrafosfato ((p)ppGpp) o respuesta estricta ha sido estu-
diada ampliamente en otros grupos bacterianos, y constituye un buen ejemplo de este retraso comparativo en el
conocimiento de los sistemas de regulacion en cianobacterias, donde los niveles de (p)ppGpp dependen de una
Unica enzima, la sintetasa/hidrolasa Rel. Con el objetivo de investigar los mecanismos y dianas moleculares del (p)
ppGpp en cianobacterias hemos intentado inactivar el gen rel y, tras demostrar su esencialidad, realizado escruti-
nios en distintos contextos ambientales y genéticos para identificar mutaciones supresoras. Nuestros resultados,
que cuestionan algunos aspectos o inferencias de estudios previos [1, 2] indican que en cianobacterias el (p)ppGpp
es esencial para la viabilidad de Synechococcus elongatus PCC7942 en condiciones estandar de cultivo. Y, no me-
nos importante, revelan que en cianobacterias el (p)ppGpp a) juega un papel clave en la homeostasis metabdlica,
siendo su funcion principal el control de los niveles de GTP que a su vez modularian la expresion génica y b) su se-
falizacién también implicaria a proteinas exclusivas de cianobacterias. Discutiremos la identidad, consecuencias
fenotipicas y frecuencias de aparicion de mutaciones supresoras, asi como condicionantes y limitaciones de esta
aproximacion genética para entender las funciones del (p)ppGpp, estableciendo similitudes y diferencias con los
sistemas modelo de E. coliy B. subtilis. Este trabajo abre nuevas vias para entender la complejidad de las redes
de sefializacién en cianobacterias y proporciona pistas sobre mecanismos de regulacién novedosos en el contexto
de la ya clasica respuesta estricta.
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Resumen

A pesar de ser un organismo modelo para la fotosintesis, el genoma de la cianobacteria Synechocystis sp.
PCC 6803 contiene muchos genes desconocidos o poco caracterizados. Para investigar la funciéon de estos ge-
nes, se ha creado una biblioteca de transposones con cédigos de barras. Esta biblioteca contiene alrededor de
80 000 mutantes y mas de 42 000 codigos de barras utilizables. Hemos identificados 357 genes esenciales o sin
inserciones, mientras que 325 genes mostraron un fenotipo deletéreo en casi todas las condiciones analizadas,
lo que probablemente refleja la poliploidia de Synechocystis. La biblioteca se ha utilizado para analizar diversas
condiciones de cultivo, incluyendo diferentes regimenes de luz, fuentes de nitrégeno, diferentes concentraciones
de CO, y estrés por metales. Se ha identificado mas de 100 genes sensibles a la alta luz (500 yE) o que presen-
taban una ventaja selectiva en ella. Los genes sensibles incluyen genes conocidos, como sIr0600 y los genes de
biosintesis del glucégeno (pgm y glgA), asi como mas de 50 genes desconocidos. El analisis de enriquecimiento
de GO reveld que los términos relacionados con la respuesta al hierro y las estructuras extracelulares estaban en-
riquecidos. Entre los genes con una ventaja selectiva se incluian genes conocidos, como los componentes de los
ficobilisomas (cpcC y cpcG), asi como genes tonB y de modificacion del ARN. Del mismo modo, unos 100 genes se
vieron afectados por los distintos regimenes de CO,, muchos de los cuales codifican proteinas desconocidas. Por
el contrario, se identificaron menos genes en respuesta a las fuentes de nitrégeno o al estrés por metales, lo que
refleja la especificidad de las respuestas a estas condiciones aunque si identificaron genes conocidos (por ejemplo,
copAB para el cobre, arsB para el arsénico y corT para el cobalto o glnA para el amonio), también se identificaron
varios genes desconocidos.
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Resumen

Tuberculosis (TB) remains the leading cause of death from a single infectious agent worldwide. Current treatment
regimens are prolonged and often associated with significant adverse effects, leading to poor patient adherence.
Besides, every year there is a significant number of cases of drug-resistant TB, all of which highlights the need for
novel therapeutic strategies. In a previous work, we evidenced the crucial role of vitamin B12 in host-Mycobacterium
tuberculosis (Mtb) interactions. We observed that Mtb has undergone a genomic decay for B12 biosynthesis and
thus cannot produce B12 endogenously. However, it preserves the capacity to uptake exogenous B12 both in vitro
and in vivo. Therefore, in this work, we propose to use vitamin B12 as a Trojan horse to enhance the delivery of
antimicrobial compounds into bacteria. As an initial proof of concept, we selected an inhibitor of the InhA enzyme
(InhAi), the target of the first-line antibiotic isoniazid. First, we chemically synthesized the InhAi (IC50 = 0.74uM),
which was subsequently conjugated to B12 separated by a 1-carbon linker (InhAi-1C-B12). The conjugate retained
antimicrobial activity against Mtb (IC50 = 3.58uM). To investigate the transport mechanism via the B12 transporter
(encoded by the bacA gene), the InhAi and its conjugate were evaluated in a AbacA strain. Encouragingly, the InhAi
maintained its activity, whereas the B12 conjugate showed a complete loss of antimicrobial effect in the mutant
strain. We next optimized linker length by synthesizing conjugates with 4- and 9-carbon linkers (InhAi-4C-B12 and
InhAi-9C-B12), resulting in a decrease in IC50 as the linker length increased. Notably, InhAi-9C-B12 exhibited an
IC50 = 0.041uM, more than a 100-fold improvement over the initial compound. All compound were tested across
representative strains of the Mtb complex, showing comparable activity across lineages. Finally, no toxicity was
observed in the human monocyte-derived cell line THP-1. Having optimized these conjugates, future work will focus
on evaluating their time-kill kinetics, as well as their performance in relevant infection models ex vivo and in vivo.
Overall, this strategy represents a promising approach to improve the bioavailability of existing compounds for TB
treatment and it is currently being assayed with other antimicrobials.
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Resumen

(PARA POSTER) Introduccion: Los microorganismos terméfilos extremos poseen mecanismos especiales que les
permiten prosperar en entornos hostiles para la mayoria de los seres vivos. Las rutas de reparacién del ADN estan
ampliamente distribuidas en bacterias, altamente conservadas y se consideran cruciales para la supervivencia,
con un ejemplo arquetipico en la regulacion SOS. Sin embargo, en el género Thermus, componentes clave de la
regulacion SOS estan ausentes o son escasos. Por lo tanto, nuestra hipétesis es que Thermus debe haber desa-
rrollado evolutivamente una respuesta al dafio del ADN diferente a la de la mayoria de las bacterias. Métodos: Para
comprender los mecanismos de proteccion del ADN de Thermus, realizamos un analisis transcriptémico de la cepa
T. thermophilus (Tth) HB27 en condiciones de dafio al ADN inducido con 4-nitroquinoleina (4-NQO), la cual ha de-
mostrado ser un modelo fiable del dafio al ADN inducido por radiacion UV, no viéndose aectada por la densidad del
cultivo, como ocurre con la radiacién UV. Resultados: El analisis de componentes principales muestra una clara di-
ferencia entre las células tratadas y las no tratadas. Cuando filtramos los genes que muestran expresion diferencial
en condiciones de dafno, sorprendentemente encontramos un numero reducido de genes comunes de respuesta al
dafo del ADN, como RecA o el operdon Uvr. Cabe destacar que encontramos una marcada regulacion positiva de un
operon formado por tres genes altamente conservados en Thermus spp. El primer gen tiene un dominio de unién al
ADN de tipo "winged helix" y pertenece a la familia de factores de transcripcion MarR. Esta familia es responsable
de regular la actividad de genes involucrados en respuestas al estrés, virulencia o degradacién o exportacion de
sustancias quimicas dafinas (Karrs et al., 2017). El segundo y tercer gen del operdn tienen homologia estructural
con proteinas transmembrana y de membrana externa. Para evaluar la funcion de estos genes, hemos generado
mutantes de delecién y sobreexpresion del operdn y del gen similar a marR, hemos estudiado el promotor y hemos
realizado ensayos de dafio al ADN. Los resultados se discutiran en el contexto de otros sistemas bacterianos.
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Resumen

Introduccion. La caracterizacion de consorcios bacterianos se basa con frecuencia en estudios de interaccion bi-
naria. Sin embargo, la colonizacién poli-microbiana de nichos anatémicos disbioticos en pacientes puede resultar
en respuestas terapéuticas distintas a las capturadas mediante modelos binarios. Este aspecto es particularmente
relevante en pacientes con enfermedades respiratorias cronicas (p.e. enfermedad pulmonar obstructiva crénica
o fibrosis quistica), que sufren disbiosis pulmonar persistente. Objetivo. Desarrollar una metodologia sistematica
de ensamblaje bacteriano combinatorio para caracterizar consorcios respiratorios de relevancia clinica. Métodos.
Los consorcios bacterianos se analizaron mediante barrido espectral (380 nm—780 nm), estudio de trayectorias de
produccién de biomasa, viabilidad bacteriana selectiva, e integracién computacional de datos. Esta metodologia
fue implementada mediante combinatoria de cepas pertenecientes a tres bacterias patégenas. En concreto, se
emplearon cepas de referencia y aislados clinicos de Pseudomonas aeruginosa, Stenotrophomonas maltophilia
y Burkholderia cepacia, colonizadores y causantes de infecciones pulmonares en pacientes con enfermedades
respiratorias cronicas. La dinamica de estos consorcios fue evaluada en ausencia/presencia de antibidticos de
relevancia clinica. Resultados. La dinamica de los consorcios mostré patrones diferenciales dependientes de su
composicion y de la presencia de antibidticos. Estos patrones se identificaron mediante el analisis de los espectros
de absorbancia y su posterior agrupamiento (clustering), considerando tanto la forma como la altura de los mismos.
Por otra parte, la cuantificacién de bacterias viables en medios selectivos para cada miembro del consorcio reveld
interacciones indiferentes o antagoénicas inter-especie que son cepa-dependiente. En particular, se observaron
efectos antagonicos de P. aeruginosa y S. maltophilia sobre B. cepacia, asi como de P. aeruginosa sobre S. malto-
philia y viceversa, siendo los de estas dos especies dependientes de cepa. Importancia. Este trabajo proporciona
un marco experimental y analitico escalable para el estudio funcional de consorcios respiratorios poli-microbianos
de relevancia clinica, permitiendo explorar procesos de interaccion inter-bacteriana, pato-adaptacion y eficacia
terapéutica.
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Resumen

Tradicionalmente, los estudios evolutivos en bacterias se han centrado en la diversidad genética y metabdlica,
prestando poca atencién a la variacion en el tamafo celular. Sin embargo, el tamafio celular es un rasgo bioldgico
fundamental que condiciona la fisiologia bacteriana, ya que influye en parametros como la relacién superficie-vo-
lumen, la cual afecta a su vez la captacion de nutrientes, la eliminacién de desechos y las interacciones con el
entorno. Utilizando un método de alta capacidad para cuantificar con precisién el tamano celular a partir de la seg-
mentacion automatica de membranas fluorescentes [1], hemos caracterizado el tamafio de ciento sesenta cepas
bacterianas de suelo pertenecientes a trece clados de la familia Bacillaceae con el fin de investigar patrones de di-
versidad morfoldgica. Nuestros resultados muestran que, aunque las cepas de un mismo clado tienden a mantener
un ancho celular relativamente constante, pueden variar de forma notable en longitud. Sin embargo, es el ancho,
y no el largo, el principal rasgo morfolégico que permite distinguir entre clados. Estas diferencias interespecificas
en el ancho afectan de manera importante a la relacién superficie-volumen, lo que sugiere que cada especie ocu-
pa un espacio morfofisioldgico particular. Esta diferenciaciéon podria contribuir a la particién de nichos ecoldgicos
en el suelo, con el ancho celular actuando como un rasgo evolutivamente relevante vinculado a la diversificacion
bacteriana.
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Resumen

La transferencia génica horizontal mediada por plasmidos es el principal mecanismo de diseminacién de rasgos
adaptativos, como la resistencia a antimicrobianos, en comunidades bacterianas(1). En ellas, los plasmidos siguen
trayectorias complejas que dependen tanto del sistema conjugativo como de la composicién de la comunidad y
los elementos genéticos méviles (MGE) presentes. Los métodos existentes para rastrear su movimiento permiten
identificar en qué huésped se encuentra un plasmido en un momento dado, pero no reconstruir la trayectoria que
lo llevd hasta alli o con qué otros MGE interactu6(2). Para superar esta limitacion hemos desarrollado Plasmi-
dos Colectores, que son el resultado de afadir a un plasmido conjugativo o movilizable de interés un moédulo de
grabacion que le permite registrar de forma auténoma su propia trayectoria. Este médulo se basa en el sistema
de adaptacion CRISPR-Cas y consta de dos elementos clave: los genes cas1-cas2, responsables de capturar
fragmentos de ADN, llamados espaciadores, y un array CRISPR, donde dichos fragmentos se van integrando(3).
Cuando el plasmido se transfiere a un nuevo hospedador, el sistema se expresa y adquiere secuencialmente en
su array espaciadores del cromosoma receptor o de otros MGE presentes en la célula. La posterior secuenciacion
del array nos permite identificar a los hospedadores y reconstruir cronolégicamente la trayectoria del plasmido.
Hemos construido Plasmidos Colectores basados en RSF1010, RP4, R100-1 y pOX38, demostrando su capacidad
para adquirir espaciadores del hospedador tras ser transferidos por conjugacion. Evaluamos el plasmido RSF1010
Colector en conjugacion a una comunidad bacteriana natural de aguas residuales. El analisis de los espaciadores
adquiridos nos permitié identificar multiples géneros receptores que concuerdan con el rango de hospedador cono-
cido para este plasmido, demostrando que la adquisicion de espaciadores por Cas1 y Cas2 funciona en un amplio
rango de géneros bacterianos. También pudimos detectar trayectorias intergenéricas y la presencia de plasmidos
de diversos grupos en la comunidad. Este trabajo representa la primera demostracién de un plasmido capaz de
registrar in situ'y con alta resolucion su propio historial de transferencias e interacciones con otros MGE. Este avan-
ce abre nuevas posibilidades para estudiar las dinamicas de plasmidos de relevancia en comunidades naturales.
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Resumen

El inicio de la replicacion del ADN bacteriano ocurre cuando cargadores especializados (DnaC, Dnal o DciA) re-
clutan la correspondiente helicasa replicativa DnaB hexamérica y la ensamblan en el origen de replicacién oriC ya
conformado en banda simple. El filo Deinococcota tiene como cargador de helicasa a DciA, que esta compuesto
por un dominio DUF721 en el extremo N-terminal, una regién intermedia tipo lazo (IR) y dominios especificos de
Deinococcota, uno tipo dedo de zinc (ZnF) y otro que hemos denominado dominio de replicacion—-recombinacion
(RR). En este estudio mostramos que la delecion de dciA en Thermus thermophilus es letal, pero la viabilidad ce-
lular puede restaurarse mediante una mutacién supresora extragénica en dnaB (cambio M375l). La proteina DciA
purificada interactda con DnaB y con DnaB M375I e inhibe la actividad ATPasa y helicasa. Las células que carecen
del dominio RR de DciA pueden crecer a 60-65 °C, pero no a la temperatura 6ptima de 70 °C, mientras que la pér-
dida combinada del dominio RR y de RecO o RecR resulta letal. Estos resultados apoyan que DciA es el cargador
de helicasa replicativa en Deinococcota y revelan que RecO y RecR se vuelven esenciales (1) en ausencia del do-
minio RR de DciA, lo que sugiere un nexo mecanistico entre la replicaciéon del ADN y la recombinaciéon homéloga,
implicando ademas, probablemente, a la helicasa replicativa (2).
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Resumen

Pseudomonas putida KT2440 is a plant-beneficial rhizobacterium that employs multiple Type VI secretion systems
(T6SSs) to outcompete phytopathogens in the rhizosphere [1,2]. A key component of its antibacterial arsenal is
Tke5, a member of the widespread but understudied BTH_I2691 protein family. We have recently characterized
Tkeb as a potent bactericidal pore-forming toxin (PFT) that kills competitors by disrupting ion homeostasis. Electro-
physiological analyses reveal that Tke5 forms subnanometer ohmic ion-conducting channels with a preference for
cations such as K+ over anions. Flow citometry assays confirm that Tke5 pores induce membrane depolarization
without causing large-scale membrane disruption. Genetic and in vivo analysis further demonstrate that Tke5 tox-
icity is neutralized by its immunity protein Tki5 through direct membrane-associated interaction [3]. TkeS contains
an N-terminal MIX motif required for T6SS-dependent delivery [4]. Here, we present the 2.8 A cryo-EM structure of
Tke5 in complex with its cognate adaptor protein, Tap3, providing a novel protein fold that mediates specific MIX-de-
pendent interactions [5]. Tap proteins act as chaperones, promoting effector loading onto the T6SS machinery [6].
Furthermore, our functional dissection demonstrates a modular toxin design: the a-helical region is sufficient to
trigger membrane depolarization, while the B-rich region likely dictates target membrane specificity [5]. These find-
ings delineate a general mechanism for MIX-dependent effector recognition and recruitment by T6SS-associated
adaptors. By resolving the functional and structural basis of Tke5, our work advances the fundamental understand-
ing of bacterial competition and highlights the potential of exploiting these specialized toxins for targeted biocontrol
applications.

Referencias

[1]1Bernal, P. et al. The Pseudomonas putida T6SS is a plant warden against phytopathogens. ISME J., 2017, doi: https://doi.org/10.1038/
ismej.2016.169

[2] Vazquez-Arias, D. et al. The Pseudomonas putida type VI secretion systems shape the tomato rhizosphere microbiota, ISME Communications,
2025, doi: https://doi.org/10.1093/ismeco/ycaf158

[3] Velazquez, C. & Arce-Rodriguez, A. et al. Tke5 is a Pseudomonas putida toxin that kills plant pathogens by depolarising membranes. Commun
Biol, 2026, doi: https://doi.org/10.1038/s42003-026-09863-w

[4] Salomon, D. et al. Marker for type VI secretion system effectors Proc Natl Acad Sci U S A, 2014, doi: https://doi.org/10.1073/pnas.1406110111

[56] Velazquez, C. & Zabala-Zearreta, M. et al. Structural insights into the antibacterial function of the Pseudomonas putida effector Tke5. EMBO J,
2026, doi: https://doi.org/10.1038/s44318-025-00689-6

[6] Unterweger, D. et al. Chimeric adaptor proteins translocate diverse type VI secretion system effectors in Vibrio cholerae. EMBO J, 2015, doi:
https://doi.org/10.15252/embj.201591163

Financiacion
Proyectos PID2024-1592350B-100 y PID2024-155225NB-100 financiados por MICIU /AEI /10.13039/501100011033 / FEDER, UE

XV REUNION
MICROBIOLOGIA
MOLECULAR

M
VALENCIA
17-19 JUNIO 2026

#59

ASTRID HENRICH ', MARINA ZAYAS ', LAURA JARABA-SOTO', CRISTINA HERENCIAS "2

 Instituto Ramoén y Cajal de Investigacion Sanitaria (IRYCIS), Madrid, Espana

2 Centro de Investigacion Biolégica en Red Enfermedades Infecciosas (CIBERINFECT), Instituto de Salud Carlos Ill, Madrid,
Esparia

Resumen

Las infecciones bacterianas resistentes a los antibidticos representan una amenaza critica para la salud global,
impulsada por la propagacién de clones pandémicos de alto riesgo. Entre estos, la Escherichia coli patbgena ex-
traintestinal (EXPEC) es de gran relevancia clinica debido a su excepcional capacidad para colonizar el intestino
humano y, posteriormente, causar enfermedades sistémicas. Sin embargo, los mecanismos precisos que permiten
a ExPEC desplazar a las cepas comensales en el nicho intestinal siguen sin comprenderse completamente. En
este estudio, empleamos un enfoque integrativo multidisciplinario para caracterizar los determinantes genémicos y
metabdlicos del éxito de EXPEC, utilizando una coleccion longitudinal de cepas que abarca 20 afios. La genémica
comparativa reveld que, si bien E. coli mantiene un pangenoma abierto y altamente diverso, su genoma central
es notablemente pequefio, lo que refleja una intensa presién adaptativa. Nuestros analisis preliminares sugieren
una tendencia hacia la diferenciacion fenotipica, donde las cepas patégenas suelen mostrar un repertorio mas
amplio de genes asociados con elementos genéticos mdviles, mecanismos de defensa especializados y factores
de virulencia en comparacién con las cepas comensales. Para evaluar la adaptacion ecolégica, ademas de analisis
de curvas de crecimiento en mas de 100 fuentes de carbono diferentes utilizamos modelos metabdlicos a escala
gendmica y simulaciones de crecimiento dentro de comunidades microbianas complejas. Los datos indican que
las cepas patégenas pueden poseer una mayor versatilidad metabdlica, lo que parece correlacionarse con una
mayor capacidad de colonizacién en ciertos entornos. En nuestras simulaciones, algunos clones de E. coli de alto
riesgo mostraron una tendencia a alcanzar abundancias relativas mas altas, lo que impacta potencialmente en la
diversidad de Shannon de la microbiota circundante. Ademas, identificamos interacciones ecolégicas potenciales
con otros taxones bacterianos que podrian facilitar o inhibir el crecimiento de esto clones de E. coli. Estos hallazgos
destacan como los clones de alto riesgo de E. coli podrian aprovechar su genoma accesorio y su flexibilidad me-
tabdlica para adaptarse al microbioma intestinal. Estos resultados son esenciales para desarrollar intervenciones
ecolégicas personalizadas destinadas a descolonizar selectivamente estos patégenos y mitigar el desafio de salud
publica que representa la resistencia a los antibioticos.
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Resumen

Streptococcus suis es una bacteria Gram positiva que actia como patégeno oportunista en cerdos y es un relevante
agente zoondtico causante de meningitis, artritis, endocarditis y septicemia, entre otros. Las infecciones causadas
por esta bacteria resultan en costes multimillonarios para el sector porcino espariol. Los antibiéticos B-lactamicos
son el tratamiento de eleccién para el control de la infecciéon. No obstante, en los ultimos afios han emergido clones
altamente virulentos de determinados linajes, como el ST123, mostrando elevadas tasas de resistencia, mientras
que otros, como el ST29, permanecen estables. El objetivo de este trabajo fue analizar la respuesta de cepas
de S. suis de los linajes ST123 y ST29 con diferentes niveles de sensibilidad a los B-lactamicos. Se generaron
cuatro mutantes espontaneos resistentes a amoxicilina a partir de dos cepas sensibles de cada ST. Estas cepas
comparten 1395 genes entre si. Secuenciacion del transcriptoma completo mostré diferencias substanciales en la
expresion de genes, incluyendo genes compartidos y no compartidos. Particularmente, 47 de los genes comparti-
dos fueron diferencialmente expresados entre las cepas sensibles y resistentes en ausencia de antibiético, y 119 lo
fueron cuando estas fueron expuestas. Los resultados de la secuenciacion fueron confirmados mediante RT-PCR
usando cebadores dirigidos a un grupo de genes. El estudio de los genes diferencialmente expresados reveld una
reprogramacion metabdlica del homeostasis celular asociada a la resistencia, que involucra la modulacién de rutas
energéticas, biosintesis de la pared celular, sistemas de transporte y mecanismos de reparacion genética y riboso-
mal. Estos resultados serviran como base para futuros estudios enfocados en conocer el origen de la resistencia a
B-lactamicos en S. suis en determinados clones.
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Resumen

Las reacciones redox mediadas por proteinas transportadoras de electrones son fundamentales para la vida, pero
en muchos casos las rutas fisiolégicas en las que actian in vivo siguen sin estar bien definidas. En este trabajo
identificamos una funcion esencial de la ruta redox de Bacillus subtilis formada por la ferredoxina (Fer), la flavodo-
xina YkuP y su reductasa YumC. Mediante degradacion dirigida de proteinas, perfil citolégico, metabolémica y en-
sayos de complementacion genética, mostramos que YumC transfiere electrones desde el NADPH a través de Fer
y YKuP para sostener la sintesis de isoprenoides. La deplecion de YumC, o de Fer en un mutante ykuP, resulto letal
y produjo fenotipos compatibles con defectos en la sintesis de peptidoglicano y con la activaciéon de la respuesta
de estrés de la pared celular dependiente de SigM. Ademas, la deplecién de YumC redujo los niveles de menaqui-
nona-7 y de undecaprenil fosfato, dos moléculas derivadas de isoprenoides; esta ultima es el transportador lipidico
necesario para el transporte de los precursores del peptidoglicano. También provocé la acumulacion del sustrato
de IspG, una enzima esencial para la sintesis de isoprenoides, lo que indica que la transferencia de electrones es
necesaria en este paso de la via. La pérdida de Fer y YkuP pudo compensarse mediante la introduccién de la via
del mevalonato de Lactococcus lactis, que evita la dependencia de proteinas transportadoras de electrones para
la sintesis de isoprenoides. En cambio, la deplecion de YumC no pudo rescatarse de este modo, lo que sugiere
que YumC participa ademas en otros procesos esenciales de forma independiente de Fer y YkuP. En conjunto,
estos resultados definen la ruta de transferencia electrénica que sostiene la sintesis de isoprenoides en B. subtilis
y muestran cdmo modulos redox conservados pueden desempefiar funciones fisiolodgicas distintas en diferentes
bacterias.
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Resumen

Las bacterias enteropatégenas todavia representan mas de un millén de muertes anuales en el mundo, ademas
de graves secuelas en nifios menores de 5 afios. Destacan Shigella, Salmonella y cepas patdgenas de E. coli,
todas ellas dependientes del Sistema de Secrecion Tipo Il (SST3) para establecer la infeccion. A través de esta
jeringa molecular, se inyecta cierto repertorio de proteinas efectoras (efectores) que son determinantes para la
colonizacion, puesto que facilitan la manipulacion del citoesqueleto de las células infectadas, o evitan la activa-
cion de la respuesta inmunoldégica, entre otras funciones. Los efectores operan como una red interconectada, en
la que la importancia de cada uno depende del contexto en el que se encuentral. Presentan también homologia
estructural y funcional entre diferentes patégenos, siendo intercambiables. Estas caracteristicas, junto con datos
experimentales, han permitido desarrollar un algoritmo predictivo para la infeccion de Citrobacter rodentium, cuya
arquitectura imita el mapa de interacciones (interactoma) que tiene lugar en las células infectadas y que determina
la capacidad de colonizacién segun la composicion de efectores2. Nuestro objetivo principal es aplicar el modelo
de interaccién a E. coli enterohemorragica (EHEC) y Salmonella enterica, expandiendo el interactoma junto con
la red de efectores. Para establecer el nimero total de efectores de cada patégeno hemos usado la herramienta
bioinformatica Effectidor en una gran cantidad de genomas secuenciados procedentes de aislados clinicos. Esto
nos ha permitido inferir también combinaciones de efectores que, dado su origen clinico, implican una colonizacion
exitosa. Para completar el interactoma hemos realizado una exhaustiva revision bibliografica que incluye interac-
ciones entre efectores, proteinas del hospedador y rutas de sefializacion. La propia comparacion topolégica de la
red de cada patégeno nos permitira establecer relaciones convergentes respecto a sus dianas celulares. Estos
datos serviran como una nueva base mejorada para la prediccion de la infectividad de nuevas cepas patégenas
todavia no identificadas.
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Resumen

Introducciodn La resistencia a antibidticos es una amenaza global cuya influencia va mas alla de la reduccion de la
sensibilidad a los farmacos. Cada vez existe mas evidencia de que las mutaciones de resistencia pueden afectar
la interaccién con el huésped, y que el entorno del huésped puede, a su vez, modular los fenotipos de resistencia.
Objetivos Investigar la relacién bidireccional entre mutaciones de resistencia y fenotipo bacteriano durante la infec-
cién en un contexto relevante para el huésped. Métodos Se utilizé un modelo de epitelio respiratorio humano en in-
terfase aire-liquido, que reproduce caracteristicas clave del entorno respiratorio durante la infeccién, para estudiar
la infeccion por Pseudomonas aeruginosa en un contexto fisioldgicamente relevante. Se analizaron mutaciones de
resistencia clinicamente relevantes y su impacto en los mecanismos moleculares de la interaccién con el huésped
y la colonizacién bacteriana. Resultados Se observé una estrecha interdependencia entre mutaciones de resisten-
cia y comportamiento durante la infeccion. En particular, mutaciones en el regulador de bombas de eflujo MexZ,
frecuentemente seleccionadas en infecciones cronicas, aumentan la invasion del epitelio y favorecen el acceso a
nichos con menor penetracion de antibiéticos (1). Por otro lado, mutaciones de pérdida de funcion en la porina de
carbapenems OprD remodelan la arquitectura de la membrana externa, alteran la interaccion con las mucinas y
aumentan la capacidad de colonizacion del epitelio (2). Importancia Estos resultados muestran que la resistencia
a antibiéticos y la interaccién huésped-patdgeno son procesos interconectados que pueden influirse mutuamente,
afectando la eficacia terapéutica y la progresion de la infeccién. Considerar esta interaccion seré clave para enten-
der y tratar infecciones bacterianas.

Referencias
1- Laborda, P. et al. (2024). doi: 10.1038/s41467-024-46938-w
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Resumen

Las comunidades microbianas del entorno hospitalario actian como reservorios de patdégenos, contribuyendo asi
al desarrollo de infecciones nosocomiales (1). Estas persisten en formas resistentes o biopeliculas en superficies
y sistemas de fontaneria. Sin embargo, los factores que determinan su composicién, diversidad y estabilidad son
poco conocidos. El objetivo del estudio fue evaluar, a diferentes escalas espaciales y temporales, variables que
influyen en la diversidad, la composicién y las interacciones microbianas de las comunidades albergadas en los
sifones de una Unidad de Cuidados Intensivos (UCI). Se muestrearon los sifones de 14 habitaciones en tres areas
(A, By C) de la UCI del hospital Ramén y Cajal (n=98) y de Microbiologia (n=8) como control. El muestreo se
realizé trimestralmente entre los afios 2021 y 2023. La UCI permanecio desocupada durante dos meses (periodo
"vacio") y posteriormente fue redestinada a extracciones de sangre y otras actividades clinicas ("multifuncion”). El
microbioma “multi-reino” se caracterizé mediante la secuenciacién lllumina de los genes ARNr 16S/18S (bacteria/
protozoos) y la region ITS (hongos). El analisis bioinformatico empleé Kraken2 y R para comparar diversidades
alfa y beta, construyéndose redes de coocurrencia para identificar asociaciones clave. Se identificaron 92 taxones
core bacterianos (>80% de prevalencia), 8 fungicos y 10 protozoarios, representando mas del 75% de la abundan-
cia relativa. Esto sugiere la existencia de un “microbioma de la UCI”, respaldado por marcadas diferencias entre
servicios (Microbiologia vs. UCI). Los analisis revelaron también variaciones significativas del microbioma entre las
areas (A, B y C) y entre habitaciones individuales. La estructura de la comunidad se vio fuertemente alterada por
el cambio de actividad, con cambios notables entre los periodos "vacio" y "multifuncion”. Destaca la asociacion,
dentro de las redes de coocurrencia, de diversos géneros de proteobacterias catalogados como de alto riesgo por
la Organizaciéon Mundial de la Salud con comensales, corroborando el papel de los sifones como puntos criticos
en la persistencia de patégenos. En conclusion, tanto la distribucién espacial como el uso funcional actian como
factores determinantes en la dinamica y persistencia de las comunidades microbianas, consolidando a los sifones
como reservorios criticos en la vigilancia para el control de infecciones.

Referencias
1. Sukhum, K.V. et.al. (2022): https://doi.org/10.1038/s43856-022-00124-5
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Resumen

Salmonella enterica serovar Typhimurium es una enterobacteria patégena que causa gastroenteritis [1]. El siste-
ma Rcs es un sistema complejo de fosfotransferencia conservado en enterobacterias que responde al estrés de
membrana, regula positivamente la produccion de capsula de exopolisacarido, reprime motilidad, y participa en
virulencia [2]. Este sistema esta constituido por los receptores periplasmicos RcsC y ResD conectados funcional-
mente con el regulador transcripcional RcsB mediante una cascada de fosfotransferencia. La actividad del sistema
se modula negativamente por la proteina de membrana IgaA y positivamente por la lipoproteina de membrana
externa RcsF [3]. La identidad de las sefiales que activan el sistema es todavia desconocida. Nuestro objetivo
es identificar posibles ligandos que activen el sistema Rcs de S. Typhimurium caracterizando su union y efecto
mediante aproximaciones funcionales, estructurales y fenotipicas. Hemos determinado la estructura cristalina del
dominio periplasmico de RcsD. Tiene similitud a dominios doble-CACHE, forma un dimero de arquitectura no des-
crita previamente, y responde a un cation divalente formando un tetramero. Hemos caracterizado funcionalmente
esta dimerizacion y el sitio de unién de ligando mediado por dos residuos de His y dos de Asp. Sorprendentemente,
RcsB también une cation divalente con dos sitios de unién identificados que implican dos residuos de His. Me-
diante estudios estructurales se visualiza uno de estos sitios en una estructura hexameérica de RcsB determinada
previamente [4] cuyo papel era hasta ahora desconocido. Ademas, se han realizado estudios fenotipicos en cepas
de S. Typhimurium con pérdida parcial de funcion en el represor IgaA (alelo igaA1) y deleccionadas en rcsB 6 rcsD
enddgenos y complementadas con variantes mutantes de RcsB 6 ResD en los residuos de unién de ligando. La
cepa igaA1-ArcsB complementada con RcsB silvestre muestra produccién de cépsula y represion de la motilidad,
mientras que los mutantes no producen capsula, lo que indica que dichos residuos son relevantes para funcion.
En cambio, la cepa igaA1-ArcsD complementada con las variantes mutantes de RcsD no se diferencia de la RcsD
silvestre. En conjunto, nuestros resultados identifican la uniéon de un mismo ligando a dos componentes del sistema
Rcs y sugieren que esta interaccién esté relacionada con la produccion de capsula.

Referencias

1 — Bustamante, VH. et al. (2008). doi: 10.1073/pnas.0801205105

2 —Wall, E. et al. (2018). doi: 10.1146/annurev-micro-090817-062640
3 — Watanabe, N. et al. (2024). doi: 10.1016/j.str.2024.06.003

4- Casino, P. et al. (2018). doi: 10.1093/nar/gkx1164

Financiacion
Estudio resultado del proyecto PID2022-141621NB-100 financiado por MCIN/AEI/10.13039/501100011033, por FEDER una manera de hacer Europaj;
y el contrato predoctoral ACIF-GRISOLIA CIACIF/2023/162.



104

XV REUNION
MICROBIOLOGIA
MOLECULAR

sachininEl o /.
VALENCIA
17-19 JUNIO 2026

#66

FRANCESC COLL "', PAULA ROZEN?2, MARTA ZAPOTOCZNA?

' Instituto de Biomedicina de Valencia (CSIC), Valencia, Esparia

2 Universidad de Varsovia, Varsovia, Polonia

Resumen

Introduccién Staphylococcus aureus es una causa importante de infecciones del torrente sanguineo.” Los resulta-
dos clinicos de la bacteriemia por S. aureus (SAB) estan determinados por factores de virulencia y la inmunidad del
huésped. S. aureus cuenta con un amplio repertorio de estrategias de evasién inmunolégica. Entre ellas, compo-
nentes de superficie que reconocen moléculas de la matriz adhesiva (MSCRAMMSs) permiten a S. aureus adherirse
a tejidos del huésped y modular la inmunidad.? Objetivos Determinar como la variaciéon entre cepas de S. aureus
en su capacidad de adhesion influye en la gravedad de bacteriemia, asi como establecer las bases genética de las
diferencias en la capacidad de adhesion. Métodos Se caracterizé una coleccién de 236 aislados de S. aureus pro-
cedentes de bacteriemias en hospitales de Polonia y Francia, con metadatos clinicos. Se secuenciaron los geno-
mas de los aislados bacterianos y se evalué su capacidad de union a fibronectina y fibrindgeno in vitro. Se aplicé un
analisis de asociacion del genoma completo (GWAS) para identificar variantes genéticas asociadas con diferencias
en adhesion. Resultados Se encontré que la adhesion es un rasgo variable entre las 236 aislados analizados. Una
mayor union al fibrindbgeno, especialmente en cepas carentes de a-toxina, se correlaciona con una inflamacion sis-
témica mas intensa (r = 0,401; P = 0,0001), pero con una menor mortalidad (16,6% frente a 38,7%; P = 0,018), vin-
culando la adhesién bacteriana con distintos desenlaces clinicos. El GWAS identificé variantes genéticas en genes
que codifican adhesinas conocidas (CIfA, FnbA, FnbB, Ebh), otros factores de superficie (Spa, SdrH), elementos
genéticos moviles, y otros genes (csbB, glcA), asociados con diferencias en la adhesién. Los analisis funcionales
revelaron que Spa limita la union al fibrindbgeno dependiente de CIfA, que CsbB interfiere con la exposicion de CIfA
en la superficie bacteriana, y que GIcA mejora la unién a fibronectina mediante regulaciéon metabdlica. Importancia
Estos hallazgos definen la adhesion de S. aureus como un rasgo poligénico y variable, y sugieren que los aislados
altamente adhesivos y deficientes en a-toxina promueven infecciones inflamatorias pero autolimitadas, mientras
que las cepas con baja adhesién favorecen la evasion inmunitaria y enfermedades mas graves.
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Resumen

La alanina racemasa es una proteina frecuente en la envoltura de endoesporas bacterianas. Esta enzima intercon-
vierte L-alanina y D-alanina: la primera actia como germinante de las endosporas, mientras que la segunda es un
potente inhibidor de la germinacion [1,2]. A pesar de su presencia generalizada, se ha explorado poco la importan-
cia de la racemizacién de alanina durante la esporulacion y su posible funcién ecolégica una vez que la espora es
liberada al medio. En este trabajo confirmamos que las esporas de Bacillus subtilis poseen dos alanina racemasas
distintas en su envoltura [3]: AlrB, especifica de la esporulacién [4], y AlrA, esencial durante el crecimiento vegeta-
tivo por aportar D-alanina para la sintesis de pared celular. Ambas racemasas son reclutadas a la cubierta proteica
de la espora de manera dependiente de la proteina morfogenética CotE y contribuyen a la actividad racemasa
total de las esporas maduras. Mediante degradacion inducible de proteinas etiquetadas, logramos eliminar ambas
racemasas exclusivamente durante la esporulacion, sin necesidad de suplementar los cultivos con D-alanina. Las
esporas carentes de ambas enzimas se desarrollaron con normalidad, sin germinacion prematura ni otros defectos
apreciables, lo que indica que la racemizacion de alanina no es esencial para la esporulacion en B. subtilis. No
obstante, estas esporas sin racemasas perdieron la capacidad de inhibir su propia germinacién, sobre todo a altas
densidades [5]. En ambientes estructurados, en una camara de microfluidica, las esporas silvestres fueron capa-
ces de tolerar varios pulsos de L-alanina a bajas concentraciones sin germinar. Por el contrario, las esporas sin
racemasas germinaron tras un menor niumero de pulsos, lo que sugiere que estas enzimas permiten a las esporas
filtrar fluctuaciones ambientales transitorias que podrian inducir la germinacion, evitando asi una germinacion pre-
matura en condiciones poco favorables.
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Resumen

Integrons are recombination platforms that capture genes encoded in integron cassettes. They have played a
major role in antimicrobial resistance, capturing ca. 200 resistance determinants and disseminating them among
the deadliest pathogens. Integron cassettes generally encode promoterless genes that are expressed from the Pc
promoter encoded in the integron platform. Since the discovery of integrons, it has been assumed that expression
in arrays follows a distance-to-Pc model so that cassettes close to the Pc are highly expressed and those far are
silent. Interestingly, these functions are not lost, since integrons can reshuffle the order of cassettes in the array
under stressful conditions. They hence act as low-cost memories of adaptive functions that provide their hosts with
adaptation on demand. We have recently shown that cassettes in 1st position exert polar effects (PEs) that modu-
late the expression of others in the array. This is due to the impact that their translation rates have on the stability of
the whole polycistronic mMRNA. We have hence changed the expression model of integrons to a translation-driven
polarity model that we want to characterize in depth. We are currently using arrays combining cassettes with dif-
ferent PEs, and mathematical modelling to determine how PEs are combined: are they independent (multiplicative
model)? Or can the polar effect of a cassette change the intensity of those of others? We are also exploring the bio-
logical consequences of the model, testing how PEs influence the function and cost of other cassettes. Our starting
point is that the relation between expression, function and cost is generally linear for antibiotic resistance genes, but
we hypothesize that some mechanisms can evade these trade-offs, allowing for a decrease in cost without affecting
resistance. Our results are important in the field of AMR for their implications in cost modulation and co-selection
phenomena. They are also relevant from a fundamental perspective, since they advance our understanding of the
interactions of genes in operons.
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Resumen

Antimicrobial resistance (AMR) is one of the major health concerns of the 21st century, and plasmids play a central
role in AMR spread. Clinically relevant bacteria, such as those belonging to the order Enterobacterales, usually
carry multiple plasmids, which can confer resistance to different antibiotics. However, not all plasmid combinations
are equally likely; some occur with high frequency, whereas other plasmids are rarely found together in the same
cell. Despite the relevance of these associations, the ecological and evolutionary interactions between coexisting
plasmids remain poorly understood. Epistatic interactions between these genetic elements create complex adaptive
landscapes. Experimentally testing these landscapes would require mapping an unmanageable number of pairwise
and higher-order interactions. Encouragingly, recent work shows that the combined effects of many interactions
between mutations can follow simple systematic patterns, in which the fithess effect of a mutation (AF) can be pre-
dicted from the fithess of the background where it is added (FB)—a phenomenon known as global epistasis. In this
work, we aimed to characterize global epistatic interactions between clinically relevant plasmids. To accomplish this,
we selected eight different clinical AMR plasmids from eight different incompatibility groups. Using this system, we
created a collection of over 75 Escherichia coli strains carrying combinations of up to six plasmids. By systemati-
cally comparing the growth of these strains across different conditions, we revealed that global epistasis commonly
emerges in this system. Interestingly, in selective environments, plasmid-mediated antimicrobial resistance can be
predicted through global epistasis patterns. Our work shows how plasmid interactions generate global epistasis that
can constrain or promote the evolution of AMR. Our results provide fundamental insights into the predictability of
plasmid-mediated AMR evolution and may inform future strategies to slow down the spread of resistance.
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Resumen

Functional Membrane Microdomains (FMM) are discrete regions of bacterial membranes (around 80 nm) that differ
in lipid and protein composition from their surroundings. FMM are crucial for maintaining the function of harbored
client proteins and are analogous to eukaryotic lipid rafts where the function of client proteins similarly depends on
the activity of flotillin-like proteins. In eukaryotic cells, both short and extended flotillin variants exist in the plasma
membrane and organelle rafts. Whether this diversity reflects functional specialization remains unclear, as the pre-
cise physiological role of flotillins is rather unknown. We recently discovered that bacterial FMM compartmentalize a
mechanism to prevent protein misfolding at no ATP cost to the cell, critical for the survival of ATP-depleted, stressed
bacteria. FMM selectively accumulate unfolded proteins to prevent their aggregation. In FMM, flotillin assembles
in a clamp-shaped conformation with hydrophobic tentacles that stabilize unfolded proteins to favor their correct
folding. Using Bacillus subtilis, which encodes both a short (FIoA) and an extended (FloT) flotillin paralog, we
demonstrate that their distinct localization patterns correlate with how they interact with client proteins. FloA engag-
es in weaker, transient interactions, primarily binding partially unfolded proteins, whereas FloT forms stronger, more
stable interactions with severely unfolded proteins. We discovered that FloA organizes ATP-independent protein
refolding, as demonstrated by reconstitution in vitro in the absence of ATP, revealing an unappreciated dimension of
protein quality control. In contrast, FloT did not assist refolding but instead stabilized irreversibly damaged proteins,
preventing cytotoxic aggregation. Our research uncovers a conserved, ATP-independent protein refolding mech-
anism at FMM, revealing a functional adaptation that expands our view of protein quality control and clarifies key
aspects of protein-misfolding and cell survival.
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Resumen

La observacion de que las especies bacterianas tengan una forma especifica y constante durante generaciones
sugiere que la morfologia es un caracter bajo presion selectiva. Sin embargo, la ventaja adaptativa que puede tener
una esfera frente a un bacilo o una espiral en determinados ambientes permanece en gran medida por determinar.
En nuestro trabajo hemos observado que las células de la cianobacteria multicelular Anabaena sp. PCC 7120
(también conocida como Nostoc) transitan de una forma bacilar a baja intensidad de luz a una morfologia globular
y de mayor tamafio al incrementar la irradiancia. Este cambio morfolégico va acompafado de un reposicionamien-
to de los tilacoides, las membranas internas que alojan el aparato fotosintético. Dado que el exceso de luz puede
desbordar la capacidad de la cadena de transporte fotosintética provocando la produccién de especies reactivas
del oxigeno, estos organismos han desarrollado numerosos mecanismos de fotoproteccion. Nuestros resultados
indican que la transicion a una forma globular reduce la seccién eficaz de absorcién de luz en todo el espectro
visible, actuando como una estrategia de aclimatacién. En consecuencia, las células globulares pueden mantener
una alta tasa fotosintética a intensidades luminicas que resultan fotoinhibitorias para las células con forma bacilar.
Finalmente, hemos comprobado que la luz determina la forma celular modulando la actividad relativa de las en-
zimas de sintesis de peptidoglicano, haciendo que el elongasoma sea predominante a bajas intensidades y que
las proteinas de unién a penicilina de clase A (aPBPs) se activen a intensidades intermedias/altas. Este trabajo
pone en evidencia la relevancia de la morfologia celular bacteriana en la aclimataciéon a condiciones cambiantes y
refuerza la idea de que es un caracter selectivo.
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Resumen

La diseminacion de genes de resistencia a antibidticos, junto con la escasez de nuevos antibiéticos, subraya la ne-
cesidad de desarrollar nuevas estrategias terapéuticas. Este problema es especialmente relevante en Enterobac-
terales productores de -lactamasas, cuya alta prevalencia constituye un desafio prioritario para la salud global. La
sensibilidad colateral (CS), entendida como el incremento de susceptibilidad a un antibiético como consecuencia
de la adquisicion de resistencia a otro, constituye una estrategia prometedora para el disefio de terapias dirigidas.
Trabajos previos de nuestro laboratorio han demostrado que la expresion de S-lactamasas codificadas en plasmi-
dos induce CS a azitromicina (AZI) y otros antibioticos en Enterobacterales (Herencias, 2024), lo que sugiere que
las consecuencias fisiologicas de la expresion de B-lactamasas pueden ser explotadas en clinica. Sin embargo,
la base molecular de este fendmeno no esta descrita aun, lo que limita su potencial traslacional. Para esclarecer
los mecanismos subyacentes, analizamos dos aspectos clave de las B-lactamasas: su localizacién y su actividad
enzimatica. Primero, evaluamos la susceptibilidad de una cepa portadora de blaOXA-48 frente a ertapenem (ERT)
y AZl en presencia del inhibidor de B-lactamasas avibactam y, aunque se restaurd la sensibilidad a ERT, la CS a AZI
se mantuvo, lo que indica que este fenotipo es independiente de la actividad enzimética. Posteriormente, mediante
analisis transcriptomicos, identificamos una elevada expresion de blaOXA-48, la activacion del sistema Rcs y la so-
breexpresion de genes implicados en la biosintesis de acido colanico. Estos resultados sugieren que la expresion
de blaOXA-48 induce estrés periplasmico y altera la homeostasis de la envoltura celular. En apoyo a esta hipétesis,
el analisis de la permeabilidad de membrana mediante la sonda NPN revelé un aumento significativo en bacterias
portadoras de -lactamasas. Finalmente, mediante un biosensor de estrés celular, demostramos que este fené-
meno esta asociado a la acumulacion de proteinas en el periplasma. En conjunto, nuestros resultados apoyan un
modelo en el que la acumulacién periplasmica de B-lactamasas desencadena estrés de la envoltura, incrementa la
permeabilidad de membrana y favorece la entrada de antibiéticos. Estos hallazgos proporcionan un marco meca-
nistico para la CS asociada a -lactamasas y abren nuevas vias para el desarrollo de terapias dirigidas.
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Resumen

Introduccioén La resistencia antimicrobiana es una amenaza critica para la salud publica, atribuyéndole de forma di-
recta, aproximadamente, 1,7 millones de muertes anuales [1]. Enterococcus faecium ha emergido como uno de los
patdégenos hospitalarios con mayor capacidad de adaptacion, facilitado por la abundancia de elementos genéticos
moviles como las secuencias de insercion (IS, por sus siglas en inglés) [2,4]. Estas secuencias son fundamentales
para la evolucién rapida del resistoma bajo presion antibiodtica, pero su deteccion rutinaria mediante secuenciacion
de lecturas cortas sigue siendo una limitacion técnica importante [2]. Se ha identificado recientemente que las IS
son particularmente prevalentes y generan una gran diversidad genética en cepas de E. faecium. Objetivos Eva-
luar y comparar la precision de herramientas bioinformaticas basadas en lecturas cortas para la deteccion de IS
en genomas de E. faecium. Se compararon tres herramientas distintas: ISMapper [2], panlSa [3] y MGEFinder [4],
empleando como referencia el genoma completamente ensamblado de la cepa Aus0004 (CC17, vancomicina-re-
sistente). Métodos Se utilizd un dataset de 823 genomas completos y cerrados de E. faecium obtenidos del NCBI
de diversa procedencia geografica. Se generaron lecturas cortas simuladas bajo parametros realistas, emulando
salidas de secuenciadores de lllumina. Se ejecutaron las tres herramientas sobre estos datos y se evalué su
desempefio comparando los resultados con los obtenidos ejecutando ISEScan [5] sobre los genomas cerrados
(gold-standar). Resultados Se espera que cada herramienta muestre patrones diferentes de deteccién, y que haya
regiones del genoma con distinta precision en la deteccion, con implicaciones directas sobre la fiabilidad de las
predicciones [2,3,4]. Los resultados permitiran identificar qué métodos y regiones gendémicas ofrecen mayor preci-
sion en la deteccidn de ISs cuando se dispone Unicamente de datos de lectura corta y un nimero cada vez mayor
de genomas de referencia completos. Importancia Este estudio proporciona un benchmarking sistematico y crucial
para validar qué estrategias bioinformaticas son idéneas para la vigilancia clinica de IS en patégenos multirresis-
tentes. Los resultados optimizan el uso de recursos computacionales y mejoran la reproducibilidad en contextos
clinicos con acceso limitado a tecnologias de lectura larga, facilitando una vigilancia epidemiolégica mas precisa
de la resistencia antimicrobiana.
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Resumen

Sphingopyxis granuli TFA es una alfaproteobacteria de interés en biorremediacion debido a su capacidad de uti-
lizar tetralina, un disolvente aromatico altamente recalcitrante, como fuente de carbono y energia. En su entorno
natural, las bacterias degradadora de contaminantes se enfrentan a condiciones cambiantes y frecuentemente
adversas, lo que requiere la coordinacién de respuestas adaptativas complejas. Nuestro grupo estudia los meca-
nismos de adaptacion y proteccion frente a distintos estreses ambientales, tanto a nivel transcripcional, mediado
por la Respuesta a Estrés General (GSR, General Stress Response), como a nivel postranscripcional, mediado
por pequefios ARN (sRNAs). En alfaproteobacterias, la activacion de la GSR depende de la fosforilacion del re-
gulador de respuesta PhyR por histidinas quinasas de la superfamilia HWE/HiskA2. En TFA, el sistema regulador
de la GSR presenta dos reguladores de respuesta, PhyR1 y PhyR2, especializados en sefializar distintos estre-
ses, asi como cuatro histidinas quinasas HWE/HisKA2. En este trabajo, hemos caracterizado in vivo e in vitro
el papel de estas quinasas en sensar distintos estreses y en la fosforilacion diferencial de PhyR1 y PhyR2 en la
activacion de la GSR. El analisis de mutantes de delecién de las cuatro quinasas, indican que la histidina quinasa
SGRAN_3483, actua como el principal sensor y activador de la GSR, fosforilando tanto a PhyR1 como PhyR2. En
contraste, SGRAN_1165 presenta actividad fosfatasa y actia como regulador negativo, controlando los niveles
de PhyR fosforilado y evitando una sobreactivacion perjudicial de la cascada. Ademas, estudios in vitro realizados
con todos los componentes reguladores purificados, evidencian un control diferencial en fosfotransferencia sobre
PhyR1 y PhyR2. En cuanto a la regulacion postranscricional, hemos encontrado que SuhB, un sRNA previamente
caracterizado en TFA por su participacion en procesos de represion catabdlica, también contribuye a la adaptacion
frente estreses. En ausencia de SuhB, TFA es mas sensible a los distintos estreses que desecandenan la GSR, sin
embargo, esta respuesta es independiente a la de la GSR. En conjunto, estos resultados nos permiten proponer un
nuevo modelo de regulacion de la GSR en TFA 'y avanzar en la comprension de cémo las bacterias degradadoras
responden a los estreses ambientales a los que se enfrentan.
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Resumen

Las mini-proteinas menores a 50 aminoacidos han pasado desapercibidas debido a sesgos en los programas de
anotacién de los genomas. Sin embargo, estudios experimentales, que combinan metodologias optimizadas de
protedmica shotgun y perfiles ribosomales sobre los RNA mensajeros, estan permitiendo revelar el proteoma oculto
de las bacterias. Nuestro grupo esta focalizado en la caracterizacion funcional de nuevas mini-proteinas utilizando
diversos modelos bacterianos. Recientemente, hemos actualizado el mini-proteoma de Staphylococcus aureus,
uno de los patdgenos mas relevantes en hospitales (Muruzabal-Galarza et al. 2025). En este trabajo presenta-
mos la actualizacién del proteoma del plasmido conjugativo pOXA-48 como modelo de elemento genético movil
extra-cromosomico. El pOXA-48 es un plasmido relevante a nivel clinico debido a su capacidad para diseminar
resistencias a antibiéticos entre enterobacterias. Para identificar sus posibles mini-proteinas, se combinaron anali-
sis bioinformaticos para predecir las RBSs (ribosome binding sites) de ORFs (open reading frames) pequefias y se
reanalizé la expresion de las candidatas a partir de datos transcriptomicos de bases de datos publicas. Asi, encon-
tramos 13 posibles nuevas mini-proteinas en el pOXA-48. De todas ellas, validamos la expresiéon de 7 mediante
fusiones traduccionales a GFP. Curiosamente, una de estas mini-proteinas (SP-OXA-48 2223) se localizaba en la
region 5°'UTR de dqlB, que codificaba para una toxina homologa a DinQ, perteneciente a un sistema toxina-antitoxi-
na (TA) de tipo I. SP-OXA-48_ 2223 fue renombrada como DusP, por dqIB upstream small protein. Experimentos de
viabilidad celular demostraron que la expresion del operon dusP-dqIB, en ausencia del RNA antitoxina AgrB, resulta
téxico para la cepa de E. coli MG1655. Sin embargo, mutaciones que inhibieron la traduccion de DusP permitieron
un crecimiento normal de la bacteria. Analisis de estructura secundaria de RNA revelaron que el mMRNA dusP-dqlB
esta altamente estructurado y dicha mutaciéon también puede afectar a esta estructura y la regulaciéon de ambos
genes. Los experimentos futuros estan encaminados a generar diferentes mutaciones que validen la relacion entre
la estructura del mRNA y el acoplamiento de la traduccion entre DusP y DqIB. El estudio molecular del tandem
dusP-dqIB puede revelar un nuevo tipo de sistema TA.
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Resumen

Introduccioén y objetivos: Los microorganismos asociados a plantas desempefian funciones clave en la rizosfera,
aunque los mecanismos moleculares que gobiernan su adaptacion al hospedador vegetal siguen siendo poco
conocidos. La promocion del crecimiento vegetal por bacterias implica multiples genes, muchos aun sin caracteri-
zar. En este trabajo hemos buscado identificar genes bacterianos implicados en la adaptacion a la raiz y evaluar
su papel funcional en la interaccion planta—bacteria. Métodos: Para ello hemos integrado datos transcriptémicos
de bacterias colonizando raices con analisis comparativos gendmicos y metagendmicos (Saati-Santamaria et al.,
2026). Generamos un mutante knockout (AyafL) en una cepa de Pseudomonas y evaluamos su efecto mediante
ensayos fenotipicos y RNA-seq en raices de colza. Resultados: Identificamos un conjunto de genes sobreexpre-
sados durante la colonizacion radicular y enriquecidos en microbiomas de rizosfera, muchos de ellos no descritos
previamente en interaccion planta—microorganismo. Nos centramos en un homdlogo de yafl, que codifica una
cisteina peptidasa de la familia NIpC/P60 implicada en el remodelado del peptidoglicano (PGN). Observamos que
este gen aparece asociado a cepas aisladas de plantas (Saati-Santamaria et al., 2022) y que esta enriquecido en
metagenomas de rizosfera y se induce en la raiz. La inoculacion del mutante AyafL mostré alteraciones en la arqui-
tectura radicular. Asi mismo, observamos una menor promocion del crecimiento vegetal frente al mutante. Ademas,
observamos que presenta un PGN con mayor proporcién de enlaces 3—-3 (mDAP—mDAP). El analisis transcripto-
mico de raices reveld una respuesta diferencial frente a Ayafl, con activacion de rutas de jasmonato, reduccién de
vias de auxina y aumento de respuestas de defensa. Observamos también una represion de receptores de PGN
tipo LysM en respuesta al mutante, lo que sugiere una menor percepcion de sefiales bacterianas, posiblemente
relacionada con una menor liberacion de muropéptidos sefializadores. Asimismo, el mutante presento alteracio-
nes en motilidad. Importancia: Nuestros resultados indican que el remodelado del PGN bacteriano actia como un
mecanismo clave de comunicacién beneficiosa con la planta, modulando la liberacion de sefiales inmunogénicas y
favoreciendo interacciones compatibles. En conjunto, mostramos cémo funciones bacterianas poco caracterizadas
pueden desempefiar un papel central en el establecimiento de interacciones beneficiosas en la rizosfera.
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Resumen

Los bacteriéfagos destacan como agentes de presion selectiva y como guias de la evolucidn en bacterias. A través
de la transferencia horizontal de genes, contribuyen a la adquisicion de nuevos rasgos y factores de virulencia
(v.g., resistencia a antibiéticos) (1). Esto conlleva importantes implicaciones clinicas, ya que la aparicién de nuevas
cepas multirresistentes plantea uno de los principales desafios de la medicina actual (2). Bacillus subtilis es uno
de los microorganismos mas destacados en la industria biotecnolégica, y un organismo modelo para el estudio
de procesos generales en microbiologia (3). A su vez, el fago SPB que infecta a B. subtilis se ha convertido rapi-
damente en un modelo en el estudio de la infeccion bacteriana por bacteriéfagos. Su capacidad para promover la
lisis o la lisogenia en funcién de la densidad celular del huésped permite un ajuste fino del ciclo viral, evitando el
agotamiento de la poblacién de células hospedadoras. No obstante, menos de la mitad del proteoma de este fago
ha sido caracterizado, y la funcion de muchos genes continua inexplorada (4,5). En este trabajo, empleamos una
combinacion de prediccidn estructural, y un analisis de conservacién del genoma para la seleccién de un conjunto
de genes para el estudio de su papel en el ciclo viral de este fago. En ultima instancia, nuestro objetivo es identificar
elementos funcionales clave en la biologia del fago y su interaccion con B. subtilis, asi como extraer relaciones es-
tructura-funcién para el proteoma del fago SPS que puedan aplicarse a otros bacteriéfagos, y a los spebetaviruses
en particular.
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Resumen

En bacterias, el reparto de plasmidos de bajo nimero de copia durante la divisién celular requiere de sistemas acti-
VOs que garanticen su transmisién. Aunque se ha descrito una gran diversidad de sistemas de particion, en general
estan compuestos por una proteina motora NTPasa (ATPasa tipo ParA en sistemas de tipo Ib) y una proteina de
unién al centrémero (CBP) codificadas en un mismo operén. La mencionada CBP forma un complejo con el DNA
por unidn especifica a su plasmido diana a través de sitios conservados, denominados centromeros, dispuestos
en repeticiones en el entorno del operon. Las CBPs se dividen en dos grandes familias: aquellas con un dominio
CTPasa que media su propagacion sobre el DNA, y un grupo estructuralmente mas sencillo y heterogéneo, deno-
minado RHH2, en base a su distribucion de dominios (ribbon-helix-helix) y cuyo mecanismo de distribucién a lo lar-
go del DNA no esta bien determinado. No obstante, se conoce la funcién comudn de estas RHH2 como factores de
transcripcion autorregulados, al encontrarse secuencias centroméricas contenidas en su propio promotor. Si bien
este tipo de sistemas no se han descrito en cianobacterias hasta la fecha, la especie multicelular Anabaena sp.
PCC 7120 posee seis plasmidos, cinco de los cuales (>40 kbp) presentan un elemento genético concordante con
un operon par. Estos genes codifican proteinas con arquitectura ParA (ATPasa) y ParB (CBP CTPasa) clasicas,
excepto en el plasmido delta. En este caso, el gen atribuible al componente CBP, alr8563, codifica una proteina
cuya region C-terminal se asemeja mas a las proteinas tipo RHH2. Sin embargo, presenta una composicién estruc-
tural mas compleja, incluyendo una amplia regién intrinsecamente desordenada y potencialmente involucrada en
fendmenos de separacion de fases liquido-liquido, asociados a la condensacion del DNA por proteinas ParB tipo
CTPasa. En este trabajo, presentamos una primera caracterizacion general de las relaciones estructura-funcion de
este nuevo tipo de proteina. Ademas, describimos la disposicion de sus centrémeros tanto en su promotor —au-
torregula negativamente su expresion— como contenidos dentro de su propia secuencia codificante, distribuidos
en bloques con diferentes grados de conservacion, planteando la base de la posible diversidad funcional de esta
presunta CBP atipica.
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Resumen

Una de las principales vias de diseminacion de genes de resistencia a antibiéticos es el intercambio horizontal de
material genético mediante conjugacion bacteriana. Los genes implicados en este proceso suelen encontrarse
agrupados en grandes operones cuya expresion esta estrictamente regulada. En nuestro laboratorio estudiamos la
regulacion de la conjugacion en bacterias Gram positivas (G+) utilizando como sistema modelo el plasmido conju-
gativo pLS20 de Bacillus subtilis, cuyo operén de conjugacion supera los 30 kb. El promotor del operon de la con-
jugacion esta reprimido por defecto y su activacion requiere un anti-represor cuya actividad esta regulada por un
sistema de “quorum sensing”. A parte de esta regulacion a nivel de la iniciacion de transcripcion, la expresion esta
regulada a nivel de elongacion. Identificamos un nuevo sistema de antiterminacién procesiva (AT-P), denominado
conAn, localizado al inicio del operéon de conjugacion y esencial para su expresion completa. Este sistema bipartito,
permite a la RNA polimerasa atravesar mas de 20 terminadores intrinsecos distribuidos a lo largo del operén. El
sistema conAn esta ampliamente conservado en operones de conjugacion presentes en plasmidos de bacterias
G+. El final del operdn de conjugacién esta marcado por un terminador con caracteristicas unicas que lo hace re-
sistente al sistema AT-P. Aqui, mostramos que existe otro nivel de regulacién adicional en la expresion del operén
de conjugacion. Se trata de un mecanismo de atenuacion transcripcional localizado en la region previa al primer
gen del operdn de conjugacion, conAn1. Mediante experimentos in vivo, in vitro y analisis bioinformaticos demos-
tramos que este atenuador funciona mediante la formacién de dos estructuras alternativas de RNA, terminadora y
antiterminadora, cuya transicion ocurre a través de un nuevo mecanismo al que hemos denominado “zipper-type
attenuator”. La alteracion de este sistema provoca una fuerte disminucién en la expresion de los genes de conju-
gacion. Analisis comparativos indican que atenuadores similares preceden a numerosos operones de conjugaciéon
en bacterias G+. En conjunto, nuestros resultados revelan una regulacién multinivel de la conjugacién que actua
tanto durante la iniciacién como durante la elongacion transcripcional y aportan nuevas claves para comprender y
limitar la propagacion de genes de resistencia a antibioticos.

Referencias

Alvarez DG, Miguel-Arribas A. et al. (2025) doi: 10.1101/2025.11.24.689506.
Miguel-Arribas A. et al. (2023) doi: 10.1093/nar/gkad333.

Miguel-Arribas A. et al. (2022) doi: 10.3390/microorganisms10030587.
Miguel-Arribas A. et al. (2021) doi: 10.1093/nar/gkab360.

Financiacion
-P1D2022_141969nb-i00, "Proyectos de Generacion de Conocimiento”, Financiado por AEI/FEDER, UE

17



118

XV REUNION
MICROBIOLOGIA
MOLECULAR

sachininEl o /.
VALENCIA
17-19 JUNIO 2026

#80

RAUL SANEGRE FRANCES ', HYBA CHOUIHED MAHJOUB 2, SANDRA LAHOZ OLIVA3, JOSE R. PENADES
CASANOVA', NURIA QUILES PUCHALT?

" Faculty of Veterinary Sciences, University Cardenal Herrera CEU, CEU Universities, Valencia, Spain, Moncada, Espafa
2 Ecole Supérieure de Biotechnologie de Strasbourg ESBS, University of Strasbourg, Strasbourg, France, Strasbourg, Francia

3 Department of Biomedical Sciences, Faculty of Health Sciences, Universidad CEU Cardenal Herrera, CEU Universities,
Valencia, Spain, Moncada, Esparia

Resumen

Bacteriophages, or phages, are naturally occurring viruses that infect a diverse range of bacterial hosts, showcasing
variations in lifestyles, genetic content, and viral particle components. The SPBeta family of bacteriophages specifi-
cally targets Bacillus subtilis. Classified as temperate phages within the Siphoviridae family of double-stranded DNA
viruses, phage SPf serves as a model for this family and was initially identified in the Bacillus subtilis strain 168. Its
genome comprises 138,418 base pairs, encoding 188 open reading frames (ORFs). While the SPBeta phages have
recently garnered attention because they encode a quorum-sensing system that regulates the decision-making pro-
cess in the phage life cycle (Erez et al., 2017), the molecular mechanisms governing the encapsidation of its exten-
sive genome remain largely undefined. Although current evidence suggests a headful packaging strategy (Kohm et
al., 2022), the specific biochemical machinery involved has not yet been characterized.In this study, we investigate
the SPB DNA packaging machinery, focusing on the functional characterisation of two putative packaging proteins:
YonG, a putative small terminase, and YonF, a putative large terminase. We performed in vitro nuclease assays and
generated specific site-directed mutants to map the DNA-binding regions of the protein. Furthermore, we conducted
pull-down experiments using N- and C-terminal His-tagged YonG and YonF variants to elucidate the protein-protein
interaction network of the terminase complex.. Together, this research provides first-time insights into a novel and
highly complex genome packaging strategy within the SPBeta phage family.
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Resumen

Arbitrium es un sistema de comunicacion que ayuda a los bacteriéfagos a decidir entre lisis y lisogenia mediante
péptidos secretados. En este sistema, el péptido de comunicacion arbitrium (AimP) se une a su receptor arbitrium
cognado (AimR) para reprimir la expresion de aimX (un regulador negativo de la lisogenia), promoviendo asi la
lisogenia. Se ha asumido que cada AimR responde exclusivamente a su propio AimP. Aqui cuestionamos esta
vision demostrando la existencia de comunicacién cruzada entre sistemas arbitrium. Utilizando fagos arbitrium pro-
totipicos, mostramos que los péptidos AimP pueden unirse y reprimir receptores AimR no cognados, promoviendo
la lisogenia y reduciendo la induccion de profagos. Los analisis estructurales y bioquimicos revelan caracteristicas
conservadas en los receptores que permiten el reconocimiento cruzado de péptidos no cognados, al tiempo que se
preserva el reconocimiento de los socios cognados. En cultivos lisogénicos mixtos, estas interacciones alteran los
resultados de induccion, lo que subraya su importancia ecolégica. Extendiendo el analisis a contextos de infeccion,
demostramos que este dialogo cruzado favorece la lisogenia de fagos entrantes en células que albergan sistemas
compatibles. En conjunto, estos hallazgos establecen que los fagos participan en una comunicacion entre especies
mediante senalizacién peptidica, remodelando las comunidades microbianas de formas inesperadas.
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Resumen

Los elementos genéticos moviles, en particular los bacteriéfagos (fagos), estan siendo cada vez mas reconocidos
como componentes importantes de los ecosistemas microbianos. Durante la vida temprana, los fagos pueden con-
tribuir al establecimiento del microbioma intestinal mediante interacciones con comunidades bacterianas, aunque
su dinamica ecolodgica y las posibles contribuciones maternas aun no se comprenden completamente. En este
estudio, analizamos datos metagendmicos longitudinales de 34 diadas madre—infante de la cohorte MAMI durante
el primer afio de vida, incluyendo muestras de heces infantiles, asi como heces y leche maternas. Con el objetivo
de caracterizar los cambios temporales en la composicion, diversidad y solapamiento de las comunidades de fagos
entre tipos de muestra, asi como su asociacion con factores clinicos, se desarrollé un flujo de analisis bioinformati-
co centrado en fagos. El fageoma intestinal infantil mostré6 cambios temporales dinamicos pero estructurados, con
un aumento progresivo de la diversidad y cambios graduales en la composicién. La comparacion con el bacterioma
reveld trayectorias de desarrollo relacionadas, aunque no completamente paralelas. Se detectaron unidades taxo-
nomicas operativas virales (vOTUs) compartidas entre muestras maternas e infantiles, lo que sugiere potenciales
contribuciones maternas, especialmente en etapas tempranas. La leche materna aporté un subconjunto de vOTUs,
aunque estos representaron una fraccion limitada del fageoma infantil. Entre los factores evaluados, las practicas
de alimentacion se asociaron de forma consistente con variaciones en la dinamica del fageoma. La lactancia mater-
na se asocié con comunidades de fagos distintas en la vida temprana y trayectorias mas estables en comparacion
con la alimentacion con formula, mientras que el tipo de parto mostré efectos mas modestos y dependientes del
contexto. En conjunto, nuestros resultados destacan que los fagos constituyen componentes ecoldgicos relevan-
tes durante el establecimiento inicial del microbioma intestinal. Asimismo, los resultados indican que los patrones
de alimentacion en la vida temprana modulan la estructura y dinamica del fageoma, mientras que el tipo de parto
presenta un impacto mas limitado en este contexto. Estos hallazgos mejoran la comprensién de la ecologia de los
fagos en la vida temprana y de su posible papel en estrategias basadas en el microbioma para la salud infantil.
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Resumen

Introduccioén: La fauna silvestre en cautividad constituye un valioso bioindicador del impacto antropogénico sobre
los ecosistemas. La deteccidon de enterobacterias productoras de (-lactamasas de espectro extendido (ESBL) y
de patotipos zoonéticos de Escherichia coli, como UPEC (uropatégena) y STEC (productora de toxina Shiga),
permite monitorizar la circulacién ambiental de bacterias resistentes y patégenas con potencial de transmisién en-
tre animales, humanos y el entorno. Objetivos: Detectar enterobacterias productoras de ESBL y patotipos UPEC/
STEC en fauna silvestre, cuantificar coliformes fecales y bacterias ESBL+, y evaluar la influencia del origen y la
especie en la distribucion de la resistencia antimicrobiana y los factores de virulencia. Métodos: Se analizaron 114
muestras fecales procedentes de 42 especies de vertebrados del zooldgico y CITES Marcelle Natureza (Lugo,
Galicia). El recuento de coliformes se determiné en agar MacConkey lactosa y la deteccion de enterobacterias
ESBL+ en CHROMagar™ ESBL. La identificacién de genes asociados a STEC (stx1, stx2) [1] y UPEC (vat, chuA,
fyuA, yfcV) [2] se realizé mediante PCR. Se evalud, mediante el test de Fisher, la presencia de muestras ESBL+,
STEC+, UPEC+ en funcion del origen (cautividad 70,2 %, rescate 29,8 %, recuperacion 2,6 %) y la especie de los
animales. Resultados: La cantidad de coliformes oscil6é entre 0 y 4,8 x 107 UFC/g, evidenciando gran heterogenei-
dad interespecifica. ESBL fue el marcador mas frecuente (21,9 %), seguido de UPEC (7,9 %) y STEC (3,5 %). Los
individuos procedentes de rescate mostraron la mayor prevalencia de ESBL (38,7 %), frente a cautividad (16,3 %)
y recuperacion (0 %), con diferencias significativas (p = 0,0208). A nivel de especie, las mayores frecuencias de
ESBL se observaron en Ovis musimon (muflon), Sus scrofa (jabali) y Geochelone pardalis (tortuga). Detectamos
genes UPEC y STEC en especies de distintos érdenes, sugiriendo circulaciéon no restringida taxonémicamente.
Cabe destacar la coexistencia de ESBL+ (2/3), UPEC+ (2/3) y STEC+ (1/3) en muestras procedentes de Axis axis
(ciervo). Importancia: Estos resultados subrayan la necesidad de vigilancia microbiolégica continua en fauna silves-
tre para reducir el riesgo de transmision zoonética y contribuir al control de la resistencia antimicrobiana, prioridad
global de la OMS.
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Resumen

Introduccién Streptococcus suis es un patégeno relevante en porcino capaz de formar biopeliculas en el hospeda-
dor que favorecen su colonizacion, persistencia y transmisién. Estas constituyen una estrategia clave de supervi-
vencia frente a condiciones adversas, pero los mecanismos moleculares que regulan su formacién, composicién
y arquitectura siguen siendo poco conocidos. Objetivo Analizar los mecanismos implicados en la formacion de
biopeliculas en S. suis, evaluando el papel de la capsula, el ADN extracelular (€DNA), exonucleasas y autolisinas.
Métodos Se utilizaron cepas de referencia de S. suis y diversos aislados clinicos. Se prepararon mutantes defi-
cientes en capsula, nucleasas y autolisinas. La formacion de biopeliculas se cuantificé mediante tincién con cristal
violeta en diferentes tiempos y condiciones, y, cuando fue requerido, se monitorizé mediante microscopia time-lap-
se. La arquitectura de la biopelicula se analiz6 mediante microscopia confocal y el software COMSTAT. La matriz
extracelular se extrajo a partir de cultivos bacterianos y el eDNA se cuantificé mediante técnicas fluorimétricas y
se visualizé con tinciones fluorescentes especificas. En algunos ensayos se realizaron tratamientos enzimaticos
de la biopelicula, asi como ensayos de restauracion, utilizando componentes extraidos de la matriz extracelular.
Resultados Los mutantes deficientes en capsula mostraron una mayor capacidad para formar biopeliculas que las
respectivas cepas salvajes en cepas filogenéticamente diferentes. Particularmente, las cepas no encapsuladas
desarrollaron biopeliculas mas densas, homogéneas, y estructuralmente organizadas, y dependientes de una ma-
triz extracelular rica en eDNA 'y proteinas. Los tratamientos de la biopelicula con DNasal mostraron una reduccion
significativa de la biomasa en estos mutantes, indicando que el eDNA es un componente esencial para su forma-
cion y estabilidad. Analisis de la capacidad de los mutantes deficientes en exonucleasas para formar biopeliculas,
especialmente SsnA, mostraron un incremento en los niveles de eDNA en su biopelicula, mientras que los mutan-
tes deficientes en capsula y autolisinas mostraron una reduccién en la formacién de la biopelicula. Conclusiones
Los resultados evidencian que S. suis emplea eDNA para formar biopeliculas, el cual es liberado por autolisinas y
controlado por DNasas. La produccion de capsula regula negativamente este proceso.
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Resumen

En las bacterias, la transferencia genética horizontal genera gran diversidad de conflictos intragenémicos. Los ele-
mentos genéticos moviles (EGMs)—como plasmidos, fagos y transposones—actuan tanto como invasores para-
sitarios, imponiendo costes a sus hospedadores, como aliados mutualistas, aportando ventajas adaptativas como
resistencia a ciertos antibitticos (1). Estas relaciones crean una red ecoldgica compleja, que influye profundamente
en la evolucion, la adaptacién y la organizacion de los genomas bacterianos. En la ultima década, la transcripto-
mica ha surgido como una herramienta clave para estudiar estos conflictos intragenémicos, centrandose en los
efectos que los EGMs provocan en los cromosomas de sus huéspedes bacterianos. Sin embargo, la interaccion
transcripcional entre los diferentes EGMs co-residentes ha recibido poca atencién. Resultados previos de nuestro
laboratorio demuestran que el plasmido pOXA48, que confiere resistencia a los antibiéticos carbapenémicos, impo-
ne efectos ampliamente variables en el fitness de diferentes linajes de Enterobacterales (2,3). En este trabajo hipo-
tetizamos que estas diferencias se originan por conflictos especificos entre pOXA48 y el moviloma (el conjunto de
EGMs) residente de cada clon. En este estudio, mediante la combinacién de analisis genémicos y transcriptomicos
de 16 aislados clinicos de 4 especies diferentes (E. coli, C. freundii, K. variicola 'y K. pneumoniae), demostramos
que el nivel de interaccion transcripcional entre pOXA48 y otros EGMs es minimo en hospedadores permisivos
(como K. pneumoniae ST11y ST307) y elevado en clones no permisivos (como K. pneumoniae ST1427 o especies
con menor prevalencia del plasmido). Nuestros resultados sugieren que el mantenimiento de los plasmidos, y por
tanto, su diseminacién exitosa, depende de su interaccion con otros EGMs. Estos resultados sientan las bases
de nuevas aproximaciones para predecir la evolucién de la resistencia a antibiéticos mediada por plasmidos en
Enterobacterales.
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Resumen

Los patrones de flagelaciéon bacteriana estan determinados genéticamente de forma especifica en cada especie.
En muchas bacterias con flagelacion polar, la localizacién y el numero de flagelos estan regulados por FIhF y FleN
(también conocida como FIhG). La GTPasa FIhF es necesaria para iniciar el ensamblaje de flagelos polares, mien-
tras que la ATPasa FleN/FIhG, perteneciente a la familia MinD/ParA, actua como regulador negativo limitando el
numero de flagelos tanto en bacterias monotricas como en lofotricas. En el género Pseudomonas, se ha propuesto
que FleN limita el nimero de flagelos antagonizando la activacion transcripcional de los genes flagelares mediada
por FleQ. Sin embargo, en otros géneros como Vibrio, FIhG también ejerce este control mediante la estimulacion
de la actividad GTPasa de FIhF, promoviendo la transiciéon de un dimero activo unido a GTP a un monémero inac-
tivo unido a GDP, lo que desencadena su disociacion del polo celular e impide el ensamblaje de nuevos flagelos.
En este trabajo investigamos si la diversidad en los patrones de flagelacion (monotrica vs. lofotrica) reside en las
variaciones de las interacciones proteina-proteina entre FIhF y FleN. Nuestros resultados muestran que la susti-
tucion de FleN en P. putida (lofotrica) por su ortélogo de P. aeruginosa (monotrica), o por una variante modificada
que incorpora el dominio N-terminal de V. cholerae (monotrica), produce un aumento en la velocidad de propaga-
cion en ensayos de movilidad tipo swimming y una reduccion del nimero de flagelos de =23 a 1-2. Aunque estas
variantes de FleN reprimen eficazmente la activacion transcripcional de los genes flagelares de Clase I, el analisis
de fluorescencia revela que el reclutamiento de FIhF al polo celular se ve disminuido y retrasado respecto al ciclo
celular. Estos hallazgos sugieren que el nimero de flagelos polares esta determinado principalmente por interac-
ciones directas o indirectas entre FleN/FIhG y FIhF, desplazando el foco de la regulacion transcripcional hacia un
mecanismo de control post-traduccional en el polo.
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Resumen

La diseminacion de plasmidos que confieren resistencia a antibiéticos en enterobacterias representa una ame-
naza creciente para la salud publica. Sin embargo, los mecanismos mediante los cuales estos elementos genéti-
cos interactian con sus hospedadores bacterianos aun no estan completamente caracterizados. En este trabajo,
analizamos el impacto de dos plasmidos de resistencia a antibidticos carbapenémicos de gran relevancia clinica,
pOXA-48 y pVIM-1, en una coleccion de 10 cepas de alto riesgo de Klebsiella pneumoniae pertenecientes a los
secuenciotipos 11 y 307. Mediante ensayos de competicion y analisis transcriptémicos, observamos que la adqui-
sicion de estos plasmidos conlleva efectos variables sobre el fithess bacteriano, fuertemente dependientes del con-
texto genético. Estos efectos se asocian a una reprogramacion global de la expresion génica, afectando funciones
celulares clave y evidenciando una remodelacion fisioldgica del hospedador. Para descubrir las bases genéticas de
estas interacciones, empleamos cribados de CRISPR interference (CRISPRI) disefiados contra el pangenoma de
la coleccion, a partir de metodologias previamente establecidas en nuestro grupo (Calvo-Villamanan et al., 2025).
Estos nuevos experimentos nos han permitido revelar diversos genes que interaccionan con los plasmidos pOXA-
48 y pVIM-1. De particular relevancia son aquellos genes cromosdmicos cuyo silenciamiento induce un incremento
del coste bioldgico asociado a la presencia de los plasmidos. Esto se debe a que las proteinas codificadas en estos
genes son potenciales dianas de terapias especificas contra K. pneumoniae productoras de carbapenemasas. En
conjunto, nuestros resultados evidencian que el impacto de los pldsmidos clinicos trasciende la mera adquisicion
de resistencia, implicando una reorganizacion compleja de las redes génicas bacterianas. Este trabajo proporciona
las bases para entender la evolucion de la interaccion plasmido-hospedador e identifica posibles vulnerabilidades
que podrian ser explotadas para limitar la persistencia y diseminacion de la resistencia a antibiéticos.

Referencias

Calvo-Villamanan, A., Sastre-Dominguez, J., Barrera-Martin, A etal. Dissecting pOXA-48 fitness effects in clinical Enterobacterales using plasmid-
wide CRISPRI screens. Nat Commun 16, 7700 (2025).

125



126

XV REUNION
MICROBIOLOGIA
MOLECULAR

sachininEl o /.
VALENCIA
17-19 JUNIO 2026

#88

SANDRA MARTINEZ GONZALEZ ', FILIPA TRIGO DA ROZA', JAVIER DE LA FUENTE !, JORGE SASTRE
DOMINGUEZ ', PALOMA RODERA FERNANDEZ ', COLOMA COSTAS ', ALVARO SANCHEZ?2, ALVARO SAN
MILLAN 1

- Centro Nacional de Biotecnologia, Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC), Madrid, Espafa

2 Instituto de Biologia Funcional y Genémica, Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC), Universidad de Salamanca,
Salamanca, Esparia

Resumen

La resistencia antimicrobiana es una de las mayores amenazas a la salud mundial. Este fenédmeno esta en buena
parte moldeado por la diseminacién de genes de resistencia a antibiéticos, particularmente aquellos codificados en
plasmidos y otros elementos genéticos moéviles. Las Enterobacterales incluyen algunos de los patégenos bacte-
rianos mas preocupantes, como cepas de alto riesgo de Klebsiella pneumoniae o Escherichia coli, que a menudo
portan multiples plasmidos que contienen genes de resistencia. Resultados preliminares apuntan a que las aso-
ciaciones de plasmidos en Enterobacterales no son aleatorias: algunos pares de plasmidos coexisten en la misma
cepa con mucha mas frecuencia de lo que cabria esperar por casualidad, mientras que otros pares rara vez se
observan juntos. Ademas, estudios previos de nuestro grupo demuestran una expresion diferencial de los genes de
diferentes plasmidos debido a la presencia del plasmido clinico pOXA-48 en distintas cepas de Enterobacterales
(1). Comprender la base molecular de las interacciones entre plasmidos, y entre plasmidos y huéspedes, ayudaria
a dilucidar qué plasmidos son mas propensos a coexistir de forma estable en una misma cepa, y cuales se exclui-
rian mutuamente. En este estudio hemos generado una coleccién de cepas a partir de E. coli J53 (derivada de
K12) y combinaciones de ocho plasmidos de resistencia a antimicrobianos. Estos plasmidos presentan relevancia
clinica y pertenecen a distintos grupos de incompatibilidad, lo que les permite cohabitar el mismo clon bacteriano.
La coleccion incluye 100 cepas con combinaciones de 1 a 6 plasmidos. Con el fin de comprender las interacciones
plasmido-plasmido y plasmido-bacteria, hemos extraido y secuenciado el ARN de cada una de estas cepas por
triplicado. Nuestros resultados demuestran un extenso crosstalk entre los distintos elementos genéticos mdviles
de la célula, asi como multiples patrones epistaticos entre plasmidos que afectan a la expresion de los genes
cromosomicos. Ahondar en estos crosstalks moleculares nos permite comprender mejor las razones detras de la
estabilidad de ciertas combinaciones plasmidicas en cepas clinicas, y podria contribuir al desarrollo de nuevas
estrategias para luchar contra la resistencia antimicrobiana.
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Resumen

Introduccidn y objetivos La resistencia a los antimicrobianos constituye un problema de gran relevancia a nivel
mundial debido a las limitadas opciones terapéuticas disponibles. Estudios previos realizados en nuestro laborato-
rio demostraron la eficacia de los compuestos derivados del tiofeno (TD) frente a Acinetobacter baumannii [1]. En
este contexto, el presente trabajo tiene como objetivo evaluar la actividad de dos TD (MMT2.131 y MMT2.132), es-
clarecer su mecanismo de accion, asi como analizar su posible uso en combinacién con antibiéticos convenciona-
les frente a A. baumannii. Métodos La actividad antimicrobiana se determiné mediante microdilucién (CMI y CMB),
y andlisis del perfil de poblaciones (PAP). El estudio del mecanismo de accion incluyd ensayos de incorporacion
macromolecular con H3-glucosamina (2 y 4xCMI) y microscopia electronica de transmisién (TEM) (0,5 y 1xCMI).
La actividad combinada con colistina, meropenem o tigeciclina se evalu6 mediante ensayos de tablero de ajedrez
y célculo del indice FICI. Asimismo, se analiz6 la toxicidad en células eucariotas tanto en monoterapia como en
combinacion con colistina. Resultados Ambos compuestos presentaron valores coincidentes de CMI y CMB (16
mg/L). El andlisis PAP no evidencié heterorresistencia en A. baumannii. Los ensayos de incorporacion macromo-
lecular mostraron una disminucion dependiente de la concentracion en la incorporacion de H3-glucosamina, con
un perfil similar al observado para la colistina. La TEM revel6 alteraciones morfoldgicas compatibles con procesos
de filamentacion bacteriana. Los ensayos de tablero de ajedrez demostraron un efecto sinérgico entre ambos TD
y la colistina, reduciendo la CMI de ambos TD de 16 a 4 mg/L. Sin embargo, no observo sinergia con meropenem
ni con tigeciclina. En los estudios de citotoxicidad, se observé muerte celular a concentraciones equivalentes a
la CMI de los dos TDs en monoterapia, mientras que la combinacién con colistina redujo significativamente este
efecto. Conclusiones MMT2.131 y MMT2.132 presentan actividad antimicrobiana frente a A. baumannii sin inducir
heterorresistencia. Su efecto sinérgico con colistina sugiere su potencial como estrategia terapéutica combinada
frente a infecciones por patégenos multirresistentes. Ademas, los resultados apuntan a la pared celular como po-
sible diana de accion.
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Resumen

Las infecciones nosocomiales ocasionadas por bacterias multirresistentes, como Enterococcus faecium resistente
a la vancomicina (VRE), suponen un problema importante en pacientes hospitalizados. Estas infecciones de VRE
suelen comenzar con la colonizacion del tracto gastrointestinal. Sin embargo, se conoce muy poco acerca de los
genes codificados por VRE que son necesarios para la colonizacién intestinal. Este conocimiento podria ser crucial
para desarrollar nuevas terapias que prevengan la colonizacion y las infecciones posteriores causadas por este
patdgeno. En este estudio, hemos generado una libreria de mutantes por transposicién de alta cobertura de una
cepa de Enterococcus faecium resistente a la vancomicina, con mutantes representativos para el 85% de los ge-
nes codificados. Utilizando esta libreria de mutantes, hemos realizado experimentos in vivo en ratones siguiendo
un modelo de tratamiento antibiético que mimetiza la colonizacién intestinal por VRE en pacientes hospitalizados.
El andlisis estadistico mostro que la alteracion del 9,7% de los genes reduce de forma significativa y reproducible
la capacidad de colonizacién intestinal de VRE. Estos incluyen grupos de genes potencialmente implicados en la
utilizacion de manosa, el transporte de fosfato, el metabolismo de galactosa y la formacion de polisacaridos. El
efecto de algunos de estos genes ha sido confirmado mediante mutagénesis dirigida, ensayos de crecimiento in
vitro aerobios y anaerobios, asi como mediante ensayos de competicion in vivo. Estos resultados aumentan nues-
tro conocimiento sobre los requerimientos genéticos que precisa VRE para la colonizacion intestinal, lo que abre
puertas a la identificacion de nuevas dianas para prevenir infecciones nosocomiales causadas por este patégeno.
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Resumen

Historicamente, la ingenieria genética se ha enfocado en microorganismos heterétrofos, generando un marcado
sesgo respecto a los organismos autétrofos. Entre estos estan las cianobacterias, bacterias fotosintéticas oxigéni-
cas, de gran importancia evolutiva y ecolégica, y con enorme potencial para una biotecnologia sostenible. Nuestro
objeto de estudio es Anabaena sp. PCC 7120, una cianobacteria flamentosa y fijadora de nitrégeno atmosférico,
siendo mas atractiva para una biotecnologia verde. No obstante, la construccion de un chasis en cianobacte-
rias resulta dificil, en parte, por la falta de protocolos actualizados, consecuencia directa del sesgo historico. La
transferencia de ADN se lleva a cabo por una conjugacion triparental, donde actian dos cepas donantes: la cepa
conjugativa y la cepa «auxiliar», que contiene las metilasas de Anabaena y el gen mob, esencial para la movilidad
de los plasmidos. De este modo, el ADN se protege de las endonucleasas de Anabaena. A pesar de los esfuerzos
en optimizar la transferencia de ADN en cianobacterias, seguimos utilizando cepas silvestres que restringen la
recepcion del ADN exdgeno. Asi, la obtencion de un mutante en Anabaena puede llevar mas de un mes, y a pesar
de estar optimizado para dicha cianobacteria, este complejo y laborioso protocolo es el Unico disponible para la
transferencia de ADN en muchas otras estirpes cianobacterianas. Nuestro objetivo es optimizar el protocolo de
conjugacion, considerando dos enfoques distintos: a) desarrollo de una estirpe receptora optimizada: construir una
estirpe de Anabaena carente de las endonucleasas de los tres sistemas restriccion-modificacion conocidos. b) re-
ducir el nUmero de cepas en la conjugacion: generar una estirpe de E. coli hiperconjugativa. Mediante metodologia
CRISPR (1), se han construido los mutantes simples, dobles y el triple inactivando los genes que codifican para las
endonucleasas de Anabaena (Aval, Avall y Avalll). Ademas, hemos estudiado la conjugacién utilizando diferentes
estirpes de E. coli donadoras con variedad de plasmidos “auxiliares” (2, 3) con el fin de identificar el mejor disefio
y progresar hacia la obtencién de la hiperconjugativa. Nuestro acercamiento de biologia sintética pretende crear
herramientas 6ptimas que faciliten el protocolo de conjugacioén y la eficiencia en la obtencion de mutantes ciano-
bacterianos.
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Resumen

INTRODUCTION Retrons are prokaryotic retroelements encoding a reverse transcriptase (RT) that produces a
unique hybrid RNA-DNA molecule. Initially described as curiosities, retrons have recently been repurposed as
precise bacterial genome editing tools, capable of introducing point mutations through the provision of a modified
template via single-stranded DNA (ssDNA). Despite their growing biotechnological potential, retron-mediated en-
gineering has not been implemented in cyanobacteria, organisms of fundamental ecological and biotechnological
importance. AIMS This work has two main objectives: 1) to characterize a native retron identified in the cyanobac-
terium Anabaena sp. PCC 7120, determining its functionality and phylogenetic position, and 2) to implement the
well-characterized Eco1 (Eco86) retron from Escherichia coli as a molecular engineering tool in this cyanobacteri-
um. RESULTS We identified a putative endogenous retron in Anabaena. We performed an in silico characterization
of its msd and msr regions and conducted a phylogenetic analysis to establish its classification within known retro-
viral families. To assess functionality, we generated a mutant strain lacking the native retron (ART-msd-msr), and
production of retron-derived ssDNA is currently being evaluated in both the WT and mutant backgrounds as a direct
proxy of retron activity. The role of retrons as phage-protective elements has been previously described; to test
whether this holds in Anabaena sp. PCC 7120, we challenged WT and ART-msd-msr strains with phage infection,
observing a modest reduction in survival of the mutant against one of the phages evaluated. For biotechnological
applications, we designed, as a proof of concept, a series of plasmids to introduce a point mutation disrupting mreB,
a gene whose inactivation produces a characteristic morphological change in Anabaena, providing a tractable read-
out for successful editing. This design contemplates several approaches with the RT and msd-msr in cis or trans,
and the expression of RT to be constitutive or inducible with theophylline. RELEVANCE Establishing retron-based
editing in Anabaena would expand the molecular toolkit available for cyanobacterial research and synthetic biology.
The theophylline-inducible RT strains could serve as a reusable chassis for future mutagenesis experiments, requir-
ing only the delivery of a replicative plasmid. Additionally, understanding the functional landscape of endogenous
retrons in cyanobacteria may illuminate their biological roles.
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Resumen

Anabaena sp. PCC 7120 (también conocida como Nostoc) es una cianobacteria multicelular que forma filamen-
tos de células interconectadas. Hemos observado que, en este organismo, la expresion de un conjunto de genes
controlados por el regulador TrcR muestra un comportamiento dindmico en condiciones estandar de cultivo, con
amplias fluctuaciones de expresion a lo largo del tiempo. TrcR es un represor transcripcional de la familia de rib-
bon-helix-helix (RHH) que se une a repeticiones directas regularmente espaciadas en los promotores que regula.
Nuestros datos muestran que estas fluctuaciones resultan de la autorrepresion que TrcR ejerce sobre su propio
promotor, que hace que su expresion fluctie del mismo modo que la de los genes de su reguldn. Aparentemente,
el circuito regulatorio implica componentes adicionales, entre los que hemos identificado una proteina que podria
actuar como inhibidor de TrcR. Dicho inhibidor actuaria uniéndose al dominio RHH de TrcR y bloqueando su union
al DNA. Es necesario destacar que el gen del inhibidor también se encuentra bajo la regulacion de TrcR, lo que
constituye un bucle complejo de autoregulacién cuyo funcionamiento continuo generaria fluctuaciones en la expre-
sién de TrcR, del inhibidor y de todo el regulén TrcR. Esto se ha comprobado experimentalmente mediante el uso
de proteinas fluorescentes y microscopia time-lapse. Este modo de regulacion hace que las células de Anabaena
oscilen continuamente entre un estado en el que el regulén TrcR estd encendido y otro en el que el reguldn esta
apagado. Estas oscilaciones ocurren de forma asincrénica en las distintas células, lo que hace que las poblacio-
nes de Anabaena incluyan en cada momento células en un estado u otro y células en estados intermedios. Dado
que las células en distintos estados muestran algunos rasgos fenotipicos diferenciales, el regulador TrcR puede
considerarse un generador de heterogeneidad fenotipica. El reguldn TrcR incluye numerosos genes de respuesta
a distintos estreses, lo que nos lleva a plantear la hipétesis de que las células que expresan el regulén estarian pro-
tegidas frente a una diversidad de estreses, una estrategia conocida como bet-hedging, que podria proporcionar
ventajas a nivel de poblacién ante situaciones de estrés sobrevenido.
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Resumen

Antecedentes Porphyromonas gingivalis uno de los principales microorganismos asociados a periodontitis. Sin
embargo, algunos periodontopatdgenos presentan dificultades para su cultivo, lo que limita el uso de métodos
microbiolégicos convencionales. En este contexto, la gPCR se ha consolidado como herramienta mas sensible y
especifica para la deteccion y cuantificacion de P, gingivalis en muestras biolégicas complejas. Esta técnica permite
establecer relaciones cuantitativas con la microbiota total, facilitando comparaciones mas precisas entre muestras
y reduciendo la variabilidad analitica. Ademas, la determinacion de P. gingivalis es relevante ante la limitada evi-
dencia disponible en poblacion mexicana. Objetivos Determinar y comparar la carga de Porphyromonas gingivalis
en pacientes con y sin periodontitis. Material y Métodos Un total de 63 participantes se les realiz6 diagndstico pe-
riodontal conforme a los criterios del World Workshop 2018. Los participantes se distribuyeron en: sin periodontitis
(n=19, salud periodontal y gingivitis) y con periodontitis (n=44, estadios I-1V). Se obtuvo biofilm subgingival y se
realizé la extraccion de ADN mediante el kit comercial QlAamp DNA Microbiome Kit (QIAGEN, Germany). La cuan-
tificacion relativa de bacterias totales (gen 16S rRNA) y P. gingivalis, se llevé a cabo mediante gPCR empleando
sondas TagMan especificas (Thermo Scientific). La cuantificacion absoluta se realizé mediante curvas estandar
generadas a partir de concentraciones conocidas de ADN. Resultados Para bacterias totales, el grupo sin perio-
dontitis se observé una mediana de 6.57x106 UFC/mL (2.01x106 - 5.89x107), mientras que en periodontitis se
observé una mediana de 8.78x106 UFC/mL (8.66x105 - 8.70x107), sin mostrar diferencias estadisticamente signi-
ficativas (p=0.793). En el caso de P, gingivalis, el grupo sin periodontitis se observé una mediana de 4.6x103 UFC/
mL (9.94x101 - 5.65x105), mientras que en periodontitis, una mediana de 1.23x105 UFC/mL (2.12x101 - 5.15x106),
mostrando diferencias significativas entre los grupos (p=0.007). Importancia: La cuantificacién por gqPCR evidencia
una relacion entre la carga de P. gingivalis y la enfermedad periodontal y su papel como microorganismo clave en
la disbiosis subgingival asociada al proceso inflamatorio periodontal, y su utilidad como marcador microbiolégico
para diferenciar la fase de salud y enfermedad.

Financiacion
El proyecto, desarrollado en el Centro Universitario de Ciencias de la Salud de la Universidad de Guadalajara, recibio financiamiento del Fondo PIN-
2023-1V, lo que permite su ejecucion, adquisicion de insumos y cumplimiento de los objetivos de investigacion propuestos.
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Resumen

Introduccion: En 2021, la OMS clasifico la resistencia a antibiéticos como una de las diez principales amenazas
para la salud publica. La mayoria de los trabajos de este campo se centran en la resistencia generada por mutacio-
nes o adquisicion de genes de resistencia. Sin embargo, no existen datos concluyentes sobre los mecanismos que
subyacen la heterogeneidad fenotipica y su papel en la resistencia a antimicrobianos. Este fenémeno da lugar a la
aparicion de subpoblaciones capaces de sobrevivir a la exposicién a antibioticos sin adquirir resistencia genética.
Como consecuencia, estas subpoblaciones pueden persistir tras el tratamiento, favoreciendo el fracaso terapéu-
tico, la recurrencia de la infeccidn y, potencialmente, la evolucién posterior hacia resistencias estables. Objetivos:
Investigar la contribucion de la heterogeneidad fenotipica a la resistencia a los carbapenémicos y fluorquinolonas
en Salmonella enterica. Métodos: Hemos monitorizado la formacion y expansion de diferentes linajes dentro de
una poblacién bacteriana a lo largo del tiempo mediante microscopia de fluorescencia. Esto nos permite analizar
la dinamica de expresion génica a nivel de célula individual, facilitando el estudio de la heterogeneidad fenotipica.
Nos hemos centrado en genes asociados a la resistencia antimicrobiana, evaluando sus patrones de expresion
tras la exposicidon a levofloxacino y ertapenem, para identificar subpoblaciones con respuestas diferenciales al
tratamiento. Resultados: Se observaron alteraciones significativas en la expresion de genes asociados a la resis-
tencia a antibioticos tras la exposicion a los tratamientos. En particular, se detectaron cambios en componentes del
sistema de eflujo, como AcrA, en proteinas de membrana externa, como OmpC, y en proteinas relacionadas con
la respuesta al estrés, como OsmyY. Estos patrones sugieren una respuesta adaptativa compleja a nivel celular,
potencialmente vinculada a la generacion de heterogeneidad fenotipica dentro de la poblacion bacteriana. Impor-
tancia: Los cambios de expresion de los distintos linajes podrian ayudarnos a entender los mecanismos molecula-
res detras de la heterogeneidad fenotipica en la resistencia a antibiéticos. La identificacion de subpoblaciones con
respuestas diferenciales permite avanzar en la caracterizacion de estrategias de supervivencia bacteriana frente
a la presion antimicrobiana, lo que podria ayudar a mejorar los tratamientos actuales, reducir la aparicion de fallos
terapéuticos y evitar reinfecciones.
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Resumen

El trasplante de microbiota fecal (TMF) es una estrategia terapéutica emergente capaz de restaurar la diversidad
microbiana intestinal y limitar asi la colonizaciéon de bacterias resistentes a los antibidticos (BRA), incluidas las
Enterobacteriaceae resistentes a los antibidticos (ERA). Sin embargo, su eficacia en la eliminacién completa de
las BRA es variable, y los mecanismos que subyacen al éxito del TMF siguen sin estar plenamente definidos. Un
aspecto aun inexplorado es la habilidad de las BRA, incluidas las ERA, de transferir genes de resistencia a los an-
tibiéticos (GRA) a otros miembros de la microbiota intestinal mediante conjugacién plasmidica, proceso que podria
verse potencialmente favorecido por esta terapia. Con el objetivo de estudiar de forma integral la diseminacién
de los GRA en la microbiota intestinal, desarrollamos una metodologia basada en una cepa donadora (Escheri-
chia coli) portadora de un plasmido conjugativo multirresistente. Este plasmido codifica para una proteina verde
fluorescente y un marcador de resistencia al cloranfenicol, ambos bajo el control de un promotor reprimido en la
cepa donadora y activo en las cepas receptoras. Mediante citometria de flujo, culturémica y secuenciaciéon masiva,
demostramos ex vivo la transferencia y persistencia del plasmido conjugativo en multiples bacterias comensales,
principalmente pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae. Ademas, utilizando un modelo murino que reprodu-
ce la colonizacion intestinal por ERA tras tratamiento antibiético y posterior restauracién de la microbiota mediante
TMF, observamos que esta terapia, aunque reduce eficazmente los niveles de ERA, favorece la aparicion de
nuevas cepas multirresistentes transconjugantes (TC). La identificacion y caracterizacion de estas bacterias TC,
revela que pueden persistir en el intestino y actuar como reservorios de plasmidos capaces de diseminar resisten-
cias a nuevas bacterias receptoras. En conjunto, nuestros datos indican que el uso de TMF como estrategia de
decolonizacion de ERA podria favorecer la transferencia horizontal de resistencias y, en consecuencia, promover
la generacion de nuevas cepas bacterianas multirresistentes.
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Resumen

Enterococcus faecalis es una bacteria comensal del tracto gastrointestinal humano, aunque puede actuar como pa-
tégeno oportunista causando diversas infecciones. Posee una isla de patogenicidad (PAI) con numerosos factores
de virulencia, entre ellos el gen esp, implicado en la formacion de biofilm. Sin embargo, su caracterizacion funcional
es limitada por la falta de herramientas eficientes de modificacion genética, especialmente en cepas clinicas. El
presente trabajo tiene como objetivo desarrollar una herramienta de mutagénesis en E. faecalis sin dejar marcado-
res de resistencia antibiotica. Esta estrategia de modificacion genética, denominada pMAD_Ent_Eri, se basa en el
plasmido pMAD de Staphylococcus. El plasmido se construyd mediante ensamblaje Gibson incluyendo el origen de
replicacion para Enterococcus (repA) y el origen de transferencia (oriT) del sistema RP4, permitiendo transformar
por conjugacion cepas clinicas que son dificilmente electroporables. Una vez ensamblado, se confirmo su correcta
secuencia, estructura y capacidad de replicacion en E. faecalis, asi como su transferencia por conjugacion y elec-
troporacion. Como prueba de concepto, se selecciond el gen esp para construir mutantes por delecion en cuatro
cepas clinicas aisladas de la microbiota fecal de pacientes con Sindrome del Intestino Irritable. Para el disefio del
plasmido, se analizaron las regiones adyacentes al gen esp dentro de la PAI. Sin embargo, debido a su elevada va-
riabilidad, se opt6é por emplear secuencias internas del propio gen como regiones de homologia. Esta herramienta
permitié6 obtener mutantes en las cepas seleccionadas. Posteriormente, los mutantes obtenidos se caracterizaron
mediante ensayos de fitness, formacion de biofilm, resistencia al estrés oxidativo, tolerancia a sales biliares y capa-
cidad de adhesion e invasion celular. Los mutantes en esp mostraron alteraciones en la formacién de biofilm y en
otros fenotipos asociados a la virulencia, confirmando el papel relevante del gen esp en la biologia y patogenicidad
de E. faecalis. En conjunto, este trabajo establece una herramienta molecular eficaz para la modificacion genética
de E. faecalis sin dejar marcadores de resistencia antibiotica, facilitando el estudio funcional de genes de virulen-
cia en cepas clinicas. Ademas, la posibilidad de transferencia por conjugacién amplia su aplicabilidad a cepas no
transformables por electroporacion, destacando el potencial de esta herramienta para futuras investigaciones.

Referencias
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Resumen

Los algoritmos de anotacion de genomas han omitido sistematicamente las mini-proteinas menores de 50 aminoa-
cidos, si no existen homadlogos en las bases de datos. Recientemente, analisis multibmicos que combinan RNA-
seq, RIBO-seq y protedmica han revelado el proteoma oculto de organismos modelo identificando numerosos mar-
cos de lectura abiertos pequefios (sSmORFs), que codifican nuevas mini-proteinas. Nuestro grupo ha identificado
nuevas smORFs de Staphylococcus aureus, un patégeno de gran relevancia clinica que causa una gran variedad
de infecciones (Muruzabal-Galarza et al. 2025). En este trabajo, nos centramos en la caracterizacion funcional
de smORF10 y smORF13, con potencial interés para la biologia de la bacteria. En primer lugar, la smORF13 se
localiza en la 5’'UTR del mRNA de cls1, que codifica una de las dos cardiolipinas sintasas, encargadas de producir
cardiolipina, un fosfolipido de membrana esencial en la adaptacion a estreses ambientales. Observamos que la
falta de traduccion de smORF13 aumenta la expresion de cls1. Estudios bioinformaticos de la regién intergénica
smORF13-cls1 revelaron estructuras secundarias de RNA en tandem que forman dos stem-loops excluyentes
entre si. La primera se encuentra proxima al codén stop de smORF 13, mientras que la segunda ocluye la RBS de
cls1. La traduccion de smORF13 modularia la reconfiguracion de las estructuras para regular la expresion de Cls1.
Por otra parte, la smORF10 se localiza adyacente al operdn de sintesis de pirimidinas de S. aureus. La expresion
constitutiva de smORF10 resulta toxica para la bacteria, provocando un crecimiento lento. Para escapar de esta to-
xicidad, S. aureus genera rapidamente mutantes espontaneos en el cromosoma que recuperan el crecimiento nor-
mal incluso en presencia de smORF10 funcional. La secuenciacion completa por Nanopore de algunos mutantes
revelaron cambios en el gen apt (adenine phosphoribosyltransferase), relacionado con el reciclaje de adenina en la
bacteria. Demostramos que la mutacién de apt revierte el efecto toxico asociado a la sobreexpresion de smORF10,
lo que sugiere que su funcion puede estar relacionada con el metabolismo de pirimidinas y purinas. Este trabajo
pone en evidencia que las mini-proteinas ocultas en los genomas bacterianos pueden jugar papeles importantes
en la fisiologia de las bacterias.
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Resumen

Los patobiontes son bacterias residentes simbioticas con potencial patogénico que pueden emerger ante alteracio-
nes genéticas o ambientales del hospedador. Estas bacterias poseen factores de virulencia codificados en islas de
patogenicidad, profagos y plasmidos implicados en la colonizacién y replicacion dentro del hospedador. Evidencias
recientes indican que los patobiontes que habitan el intestino humano producen proteinas asociadas al biofilm
(BAP) con potencial para formar amiloides, las cuales pueden estar codificadas en el genoma accesorio. En este
trabajo planteamos que los amiloides BAP del genoma accesorio de los patobiontes, podrian actuar como factores
patoadaptativos que confieren ventajas adaptativas, permitiendo a estas bacterias sobrevivir y proliferar de manera
mas eficiente bajo determinadas condiciones ambientales. Para ello, se realizé un analisis bioinformatico del pan-
genoma de la microbiota intestinal. Nuestros resultados revelaron que aproximadamente el 70 % de los genes que
codifican BAP pertenecen al genoma accesorio. Asimismo, se observo que estos genes se localizan en elementos
genéticos méviles, como transposones, islas de patogenicidad y pldsmidos de virulencia presentes en bacterias
como S. epidermidis, E. faecalis, E. faecium y A. baumannii. Estos hallazgos refuerzan la idea de que los genes
bap pueden transferirse horizontalmente entre bacterias mediante procesos como la conjugacion, la transforma-
cion o la transduccion. Se selecciond la cepa de S. epidermidis HD17-1, que porta el plasmido pHD17-1_1 con el
gen bap, para su caracterizacid. El analisis genémico del plasmido pHD171_1 reveld la presencia de dos sistemas
toxinaantitoxina, relacionados con la estabilizacién plasmidica favoreciendo su mantenimiento en la poblacién bac-
teriana. Se realizaron ensayos fenotipicos comparando la cepa silvestre (WT), un mutante en bap (pHD171_1_A-
bap) y una cepa curada del plasmido (PF) mediante el sistema CRISPR-Cas9. Se evaluaron la formacién de biofilm
y el fitness bacteriano, junto con ensayos de resistencia a estrés oxidativo y desecacion. Asimismo, se realizaron
estudios de adhesion e invasién en células epiteliales humanas. Los resultados indican que la expresién de ami-
loides BAP desempefia un papel relevante en la adaptacion y persistencia de S. epidermidis, contribuyendo al
aumento de poblaciones con potencial patobionte y poniendo de relieve el equilibrio entre la ventaja adaptativa, el
coste en aptitud y la estabilidad genética.
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Resumen

Las mini-proteinas (de tamafio inferior a 50 aminoacidos) han sido tradicionalmente desestimadas por los algorit-
mos de anotacion y permanecen ocultas en la mayoria de los genomas bacterianos. Sin embargo, en los ultimos
afios, se ha puesto de manifiesto la importancia de sus funciones en procesos esenciales para la biologia de las
bacterias. Recientemente, nuestro grupo, mediante la combinacién de técnicas multi-6micas, ha descubierto méas
de 30 nuevas mini-proteinas en el genoma de Staphylococcus aureus, una de las bacterias patdgenas de mayor
relevancia clinica, (Muruzabal-Galarza et al. 2025). En este trabajo, utilizando la anotacion genémica actualizada,
hemos desarrollado una herramienta bioinformatica que permite conocer la expresién de todas las mini-proteinas
de S. aureus en distintas condiciones experimentales y agruparlas funcionalmente. Para ello, hemos reanalizado
datos transcriptdomicos publicados en mas de 15 estudios previos, centrandonos en condiciones de infeccion,
ambientales y control transcripcional. Esto nos ha permitido encontrar potenciales relaciones funcionales entre
distintas mini-proteinas. Por un lado, las establecidas entre las PSMs (Phenol-Soluble Modulins), ampliamente
estudiadas por su rol en la virulencia de S. aureus, y dos nuevas mini-proteinas que podrian formar parte de la
familia PSM, LspU y LspD. Por otro lado, descubrimos que el sistema de dos componentes PhoPR, activado en
condiciones limitantes de fésforo inorganico, regula la transcripcion de las mini-proteinas lantibidticas con actividad
antimicrobiana BsaA1 y BsaA2. Los proximos estudios estaran dirigidos a caracterizar la funcién de los nuevos
candidatos PSM-like y a confirmar el vinculo de control transcripcional entre PhoPR y los lantibiéticos en S. aureus.

Referencias
Muruzabal-Galarza et al (2025) DOI: 10.1128/mbio.01856-25

Financiacion
Este trabajo ha sido financiado por la Agencia Estatal de Investigacién del Ministerio de Ciencia, Innovacién y Universidades (Ref. PID2019-
105216GB-100).

XV REUNION
MICROBIOLOGIA
MOLECULAR

VALENCIA
17-19 JUNIO 2026

#101

ANTONIO LAMPARERO DE MARTIN ‘, DANIEL LOPEZ LOPEZ 234, ALEXANDER V. PREDEUS %, AISLING
BRADY ¢, JAY C.D. HINTON ¢, LUIS ALVAREZ FERNANDEZ’, NURIA QUILES PUCHALT'

 Departamento de Ciencias Biomédicas, Facultad de Ciencias de la Salud, Universidad CEU Cardenal Herrera, Universiades
CEU, Valencia, Espafia

2 Plataforma de Medicina Computacional, Sevilla, Esparia

% Instituto de Biomedicina de Sevilla, Sevilla, Espafa

4 Centro de Investigacion Biomédica en Red en Enfermedades Raras (CIBERER), Madrid, Esparia
5 Wellcome Sanger Institute, Cellular Genetics Programme, Hinxton, Reino Unido

b Institute of Infection, Veterinary and Ecological Sciences, Liverpool, Reino Unido

- Departamento de Produccion y Sanidad Animal, Salud Publica Veterinaria y Ciencia y Tecnologia de los Alimentos (PASAPTA),
Alfara Del Patriarca, Espana

Resumen

El bacteriofago SPB es un virus temperado que infecta a Bacillus subtilis, perteneciente al orden Caudoviricetes
y con morfotipo de sifovirus. Destaca por su gran genoma (138 kb), que codifica 188 genes, y por albergar el sis-
tema de quorum sensing Arbitrium. Estudios recientes han aportado avances en la comprension de la decision
lisis-lisogenia, mostrando una conexion funcional entre Arbitrium y el operdn sro, el médulo central que controla el
interruptor genético (Brady et al., 2023; Zamora-Caballero et al., 2024). No obstante, los mecanismos que gobier-
nan la regulacion genética global del fago permanecen en gran medida sin esclarecer. En este estudio, nos centra-
mos en caracterizar los patrones transcripcionales de SPB mediante una aproximacion integradora que combina
analisis bioinformaticos y datos transcriptomicos. Para ello, empleamos datos de alta resolucion de B. subtilis 168
lisogénico (Nicolas et al., 2012), junto con RNA-seq propio en condiciones de induccién de la lisis y en infeccion
de novo. Este enfoque permitié identificar nuevos sitios de inicio de transcripcion (TSS) y secuencias promotoras
distribuidas a lo largo del genoma de SPg. En total, se detectaron 73 promotores, mayoritariamente dependientes
del factor sigma A, el principal factor housekeeping de B. subtilis. Con el objetivo de profundizar en su regulacion,
se seleccion6 un subgrupo de promotores dependientes de sigma A y se evalud su actividad mediante fusiones
transcripcionales con GFP en distintos contextos genéticos. Este analisis aporta una dimensién funcional al mapa
transcriptomico, permitiendo relacionar la arquitectura de las secuencias promotoras con posibles estrategias re-
gulatorias. A diferencia de fagos temperados bien caracterizados, como lambda, que presentan una regulacion
temporal claramente definida (genes tempranos, medios y tardios), SPB no muestra patrones de expresion tem-
poral bien delimitados. El analisis transcriptémico en distintos puntos temporales revela una expresion diferencial
sin una organizacion evidente en fases, lo que sugiere la existencia de un programa regulador alternativo. En
conclusion, SPB emerge como un sistema modelo singular para el estudio de mecanismos de regulacion génica
en fagos temperados, destacando por su amplio repertorio de promotores, su sistema Arbitrium y su organizacion
transcriptomica atipica.
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Resumen

INTRODUCCION Enterococcus faecium es un comensal intestinal y un importante patégeno oportunista asociado
a infecciones hospitalarias. Tradicionalmente, su adaptaciéon durante la colonizacién e infecciéon se ha vinculado
a la adquisicién de resistencia a antibiéticos. Sin embargo, analisis gendmicos recientes de mas de 6.000 aisla-
dos clinicos han revelado un enriquecimiento significativo de mutaciones en reguladores transcripcionales. Entre
ellos destacan fruR y padR, implicados en el metabolismo de la fructosa y en la detoxificacion de acidos fendlicos,
respectivamente. Estos hallazgos sugieren que los cambios en la regulacion génica pueden ser relevantes en la
adaptacion de la bacteria al entorno del hospedador. OBJETIVOS Evaluar el impacto estructural y funcional de mu-
taciones adaptativas en los reguladores transcripcionales fruR y padR, con el fin de validar la deteccién genémica
y evolutiva de mutaciones adaptativas (convergentes) identificadas en cepas clinicas de E. faecium METODOS
Primeramente, se realizé un modelado estructural in silico (AlphaFold y predicciéon de complejos proteina-ADN)
para estimar el efecto de las mutaciones sobre la unién al ADN. A nivel funcional, se generaron mutantes de de-
lecion en la cepa de referencia E. faecium Aus0004 mediante intercambio alélico, y se evalud su crecimiento en
distintas condiciones. Para el analisis molecular, las variantes silvestres y mutantes de fruR y padR se expresaron
en E. coli, se purificaron por cromatografia de afinidad y se analizaron mediante ensayos de retardo en gel (EMSA)
como dianas las secuencias promotoras correspondientes marcadas con fluoresceina. RESULTADOS EIl modela-
do estructural indicé que la mayoria de las mutaciones se localizan en los dominios de unién al ADN, sugiriendo
una reduccion de afinidad. Los ensayos de crecimiento demostraron que el mutante de delecion AfruR muestra
un crecimiento diferencial respecto a la cepa silvestre en presencia de fructosa. Finalmente, mediante EMSA se
demostrd la unién de ambas proteinas a sus promotores diana. Ademas, los mutantes evaluados mostraron una
marcada reduccién o ausencia total de unién al ADN, incluso a concentraciones elevadas de proteina, confirmando
las predicciones computacionales IMPORTANCIA Estos resultados aportan evidencia experimental de que muta-
ciones en reguladores transcripcionales pueden alterar su funcién, contribuyendo a la adaptacion de E. faecium
durante la colonizacion e infeccion.
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Resumen

La resistencia a los antibidticos constituye una de las principales amenazas para la salud publica global, con tasas
de mortalidad que ya superan las proyecciones mas pesimistas. En este contexto, comprender los mecanismos
que permiten el crecimiento bacteriano en presencia de antibidticos es fundamental para identificar nuevas dianas
terapéuticas y optimizar los tratamientos actuales. Una de las estrategias evolutivas desarrolladas por las bacte-
rias para adaptarse a ambientes hostiles es la generacion de heterogeneidad fenotipica mediante mecanismos de
regulacion epigenética. Entre estos procesos, la variacion de fase constituye un fenédmeno clave que permite la
alternancia estocastica y reversible en la expresién de ciertos genes, dando lugar a subpoblaciones dentro de una
misma poblacién con funciones diferentes y distinta susceptibilidad frente a condiciones adversas. En Salmonella
enterica, la expresion del operén opvAB controla la longitud del antigeno O del lipopolisacarido y esta regulada
por variacion de fase, generando dos tipos celulares fenotipicamente distintos: una fracciéon minoritaria (0,2%) de
células OpvABON (con antigeno O corto) y una fraccion mayoritaria (99,8%) de células OpvABOFF (con antigeno
O largo). Dado que la expresién del operén opvAB modifica la estructura de la envoltura celular, un factor clave en
la resistencia a antibioticos, este sistema constituye un modelo idéneo para analizar cémo la plasticidad fenotipica
puede influir en la resistencia antimicrobiana. Con este objetivo, se llevé a cabo un MicroArray fenotipico com-
parando el crecimiento de estirpes bloqueadas en estado ON y OFF con una estirpe silvestre capaz de generar
ambas subpoblaciones. Este analisis nos permitié identificar compuestos antimicrobianos en los que la variacion
de fase del operdon opvAB desempefia un papel relevante. Los resultados se validaron mediante la determinacién
de la concentracién minima inhibitoria y curvas de crecimiento de las distintas estirpes. Asi mismo, la exposicién a
determinados antibiéticos indujo cambios transitorios en la proporcién de las subpoblaciones ON y OFF, los cua-
les se asociaron con la supervivencia global de la poblacién bacteriana. Este estudio pone de manifiesto como la
regulacion epigenética puede tener un papel clave en la resistencia a antibiéticos, al facilitar respuestas adaptivas
rapidas y reversibles, independientes de cambios genéticos permanentes.
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Resumen

Introduccién. La microbiota intestinal desempefia un papel fundamental en la salud y esta modulada por factores
como la dieta y el entorno. Sin embargo, el impacto del ambiente en etapas clave del desarrollo infantil aun no
estd completamente caracterizado. Objetivos. Caracterizar el microbioma intestinal en nifios de la cohorte MAMI a
los 6 afios de vida y evaluar la influencia de factores ambientales en su desarrollo. Métodos. Se realiz6é un estudio
transversal en nifos de seis afios (n=104). Se recogieron datos clinicos, antropométricos, perinatales, dietéticos y
ambientales. Las muestras fecales se analizaron mediante secuenciacién del gen 16S rRNA (region V3-V4)y, pos-
teriormente, mediante metagendmica “shotgun” para el estudio composicional y de potencial funcional. Ademas, se
cuantificaron las abundancias de determinadas especies clave mediante PCR cuantitativa (QPCR). A partir de los
resultados obtenidos computacionalmente, se disefiaron ensayos experimentales in vitro para evaluar el compor-
tamiento de un biomarcador microbiano identificado en individuos de entornos urbanos, Gordonibacter pamelaeae
(DSM n.o 19378), frente a la exposicion de un contaminante ambiental, el bisphenol A (BPA). Resultados. El grado
de urbanizacion influyé en la diversidad y composicion microbiana. Los individuos de entornos més urbanizados
presentaron menor riqueza de especies observadas y mayor abundancia relativa del género Gordonibacter, es-
pecialmente Gordonibacter pamelaeae, en comparacion con aquellos de entornos mas rurales. Se sugiere que la
exposicion a contaminantes ambientales podria modular la microbiota. Experimentalmente, G. pamelaeae mostré
una mayor resiliencia frente a BPA (400 M) en comparacion con otras bacterias intestinales. A nivel funcional, las
comunidades microbianas de los nifios/as de entornos urbanos presentaban una gran diversidad de vias metab6-
licas implicadas en la degradacién y detoxificacion de xenobiéticos en las que G. pamelaeae podria desempefiar
un papel relevante. Estos resultados sugieren la posible relevancia de los contaminantes ambientales en la modu-
lacién de la microbiota intestinal, especialmente en etapas criticas del desarrollo. Importancia. El entorno en el que
viven los nifos y nifas emerge como un factor relevante en la modulacion de la microbiota intestinal. La integracion
de aproximaciones experimentales refuerza el potencial papel de contaminantes ambientales en la seleccion de
microorganismos especificos en la microbiota intestinal durante la nifiez.
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Resumen

Introduccion La diseminacion de genes de resistencia a antibioticos (ARGs) mediante transferencia genética hori-
zontal (HGT) conlleva un aumento de la prevalencia de bacterias multirresistentes. Aunque el papel de los plasmi-
dos conjugativos en la diseminacion de ARGs en el microbioma humano esta bien caracterizado, su contribucion a
la propagacién de resistencias en ecosistemas naturales sigue siendo poco conocida. Esto se debe en parte a que
muchos estudios en comunidades bacterianas no son cuantitativos, limitandose a la deteccion génica. Objetivos
En este estudio se evaluo la prevalencia de ARGs y plasmidos conjugativos en distintos microbiomas mediante la
cuantificacion de relaxasas (RLXs) como marcador universal de elementos conjugativos. Métodos Se analizaron
metagenomas de origen marino, fluvial, edafico, de aguas residuales e intestinal animal, ensamblados a partir
de reads de lllumina. Se represento la abundancia relativa de RLXs (Prlx) y ARGs (Parg) como probabilidades
condicionadas sobre el nimero de ORFs predichos mediante modelos de Markov ocultos en los metagenomas,
junto con controles basados en genes universales de copia Unica (USCGs). Resultados Las RLXs presentan una
abundancia significativamente menor en océanos, rios y suelos en comparacion con microbiomas antropogénicos.
En ambientes marinos, Prix es 50 y 100 veces inferior al observado en aguas residuales y en el microbioma intes-
tinal, respectivamente. Por otro lado, los ARGs son escasos en ecosistemas naturales y hasta cuatro érdenes de
magnitud menos abundantes que en aguas residuales y el microbioma intestinal humano. Ademas, el contenido
plasmidico es aproximadamente medio orden de magnitud inferior en el océano en comparacién con el resto de
ecosistemas. De forma consistente, los USCGs presentan una variacion minima en su abundancia entre ecosiste-
mas. Importancia Estos resultados indican que los ecosistemas naturales permanecen relativamente poco afecta-
dos por la diseminacion de resistencias, presentando un bajo potencial de transferencia horizontal. Sin embargo,
las aguas residuales actian como reservorios criticos de contaminacion de ARGs, con capacidad de impactar
entornos menos antropizados mediante descargas episddicas. Este estudio utiliza una metodologia basada en
metagendmica cuantitativa para evaluar la dinamica de HGT entre diferentes biomas.
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Resumen

Introduccion: El eje microbioma-inmunidad constituye un determinante emergente de la respuesta a los inhibidores
de puntos de control inmunitario (ICls) en oncologia. Estudios observacionales han identificado perfiles taxonémi-
cos y funcionales del microbioma asociados a respuesta favorable, definiendo al “donante de oro”: un individuo
cuyo microbioma, enriquecido en Faecalibacterium, Bifidobacterium longum y Akkermansia muciniphila, se asocia
con mayor eficacia terapéutica. Sin embargo, los mecanismos de injerto microbiano y los efectos sistémicos del
trasplante de microbiota fecal (TMF) en oncologia estan poco caracterizados. MORELIA (NCT04924374) es el
primer ensayo aleatorizado y controlado que evalua TMF oral de un “donante de oro” en 20 pacientes con cancer
de pulmén no microcitico tratados con ICls. Objetivos: Caracterizar el injerto microbiano, las firmas derivadas del
donante y los efectos inmunomoduladores sistémicos e in vitro del TMF en inmunoterapia oncolégica. Métodos: Se
realizé: (1) metagendmica shotgun, metaprotedmica y meta-metabolémica fecales para cuantificar el injerto y los
cambios en el microbioma, (2) transcriptémica y citometria de flujo en PBMCs para evaluar la modulacién inmune,
y (3) ensayos in vitro con filtrados fecales estériles (FFE) sobre la linea celular A549 de adenocarcinoma pulmo-
nar. Resultados: El TMF fue seguro y bien tolerado. La mayoria de los receptores mostré injerto (~40% de genes
microbianos del donante) y desplazamiento significativo de la composicién del microbioma hacia el donante en
beta-diversidad. La caracterizacion multi-dmica identificé firmas taxondmicas y funcionales del donante selectiva-
mente injertadas, detectables a nivel metagendmico y metaproteémico. El andlisis de PBMCs revel6 potenciacion
temprana de la citotoxicidad NK y T-CD8 con limitacion del agotamiento funcional, sugiriendo reprogramacion in-
munitaria mediada por el microbioma trasplantado. In vitro, los FFE de respondedores incrementaron la expresion
de marcadores de diferenciacién tumoral, mientras que FFE de no respondedores indujeron genes de progresion
metastasica. Indiciariamente, el grupo TMF exhibié tendencia a mayor reduccion tumoral frente al control. Impor-
tancia: MORELIA demuestra que el TMF oral produce un injerto estable y funcionalmente activo del microbioma en
pacientes con inmunoterapia. La asociacion entre injerto microbiano, reprogramaciéon inmune sistémica y cambios
en la expresion génica tumoral respalda intervenciones sobre el microbioma basadas en firmas funcionales como
estrategia adyuvante en oncologia.
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Resumen

La microbiota respiratoria de pequefios rumiantes ha sido escasamente estudiada, siendo a su vez desconocido el
tropismo respiratorio de Coxiella burnetii. El objetivo del presente estudio fue describir la microbiota nasofaringea
ovina y caprina en rebafios en los que ha acontecido un brote abortivo por C. burnetii, asi como evaluar la posible
influencia del proceso abortivo sobre esta. Fueron estudiadas 18 ovejas y 28 cabras de cinco rebafios donde el
patdégeno fue previamente identificado y asociado a tasas de abortos superiores al 10 y 40 % en ovejas y cabras,
respectivamente. Las hembras se dividieron en dos grupos: parto normal o con aborto. Se tomaron hisopos naso-
faringeos para analizar el gen ARNr 16S usando las regiones V3-V4 (lllumina Miseq 300 x 2 bp). Los resultados
taxonémicos mostraron un total de siete filos con abundancia relativa (AR) > 1%, destacando la dominancia de
Proteobacteria, asi como el co-predominio de Firmicutes en las ovejas de parto normal. Las cabras presentaron
una AR mayor de Bacteroidota, Fusobacteriota, Verrucomicrobiota y Euryachaeota con respecto a las ovejas (P <
0.01). Acetobacter fue el género predominante en ambos grupos, siendo significativamente mas abundante en las
abortadas (P < 0.05). Filobacterium, Staphylococcus, Fusobacterium, Acinetobacter, Akkermansia, Atopostipes,
Bacteroides, Bergeyella, R-7 gut group, Hymenobacter, Methanobrevibacter, Streptobacillus, Lachnospiraceae y
Microbacteriaceae fueron mas abundantes en la microbiota caprina (P < 0.05). Por el contrario, Lactobacillus,
Weissella Acetobacter, Escherichia-Shigella, Bordetella, Porphyromonas, Brevibacterium, Facklamia, Leuconostoc
y Dietzia fueron mas abundantes en las muestras ovinas (P < 0.05). Los presentes resultados podrian elucidar un
patrén microbiano asociado a la especie animal, pudiendo estar vinculado al hecho de que las cabras son mas
receptibles a la infeccion por C. burnetii (Anastacio et al., 2022). La mayor abundancia del filo Fusobacteriota en
cabras, descrito como mas prevalente en la microbiota pulmonar de ovejas con neumonia (Miao et al., 2023), po-
dria sugerir una disbiosis en la microbiota estudiada. Ademas, la mayor AR (P < 0.05) de géneros pertenecientes
al grupo de las bacterias acido lacticas en las ovejas podria reflejar una eubiosis de la microbiota nasofaringea
previamente descrita en el ganado bovino (Mach et al., 2021).
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Resumen

Las transiciones entre el estilo de vida plancténico y la formacion de biofilm y viceversa son procesos estrictamente
regulados en diferentes bacterias. Un elemento clave de esta regulacion es el segundo mensajero di-GMP ciclico
(di-GMPc). En general, los niveles intracelulares de di-GMPc altos se asocian con la formacién de biofilm mientras
que los niveles bajos promueven el crecimiento plancténico, la produccion de flagelos y la dispersion del biofilm. El
operdén hsbAR-hptB de Pseudomonas putida codifica un sistema de transduccion de sefiales que regula la transi-
cion entre la formacion de biofilm y el estado plancténico. La transcripcion de hsbAR-hptB esta fuertemente indu-
cida en condiciones de estrés nutricional por la respuesta estricta (SR) y por la respuesta general a estrés (GSR),
dependientes de la alarmona (p)ppGpp y del factor sigma alternativo sigma$, respectivamente. En estas condicio-
nes, HsbA regula negativamente la formacién de biofilm inhibiendo la sintesis de di-GMPc por CfcR, el regulador
de respuesta del sistema de dos componentes CfcA-CfcR, cuya expresion también es inducida por la respuesta
estricta. El estado de fosforilacion de HsbA es dependiente de HptB y HsbR. HsbA se localiza dinamicamente en
la célula en funcién de su estado de fosforilacion, presentando una localizacion difusa en su forma fosforilada y
formando un complejo HsbA-CfcA-CfcR asociado a la membrana en su forma desfosforilada. Hemos utilizado
ensayos transcriptémicos de secuenciacién de ARN (RNA-seq) para esclarecer el papel de este sistema en las
respuestas a estrés de P. putida y la regulacién del ciclo de desarrollo del biofilm. Nuestros resultados sugieren que
HsbA es un efector de la SRy la GSR que activa tanto la dispersion del biofilm como la transicién al biofilm maduro.
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Resumen

Los plasmidos son actores clave en la evolucién bacteriana. Sin embargo, como se transfieren entre bacterias ha
sido tema de debate durante afos, dado que la mayoria carece de los genes necesarios para conjugar. Reciente-
mente observamos que muchos plasmidos portan origenes de transferencia (oriT), la regién minima requerida para
la conjugacion, lo que les permite explotar plasmidos conjugativos. Este hallazgo revelé una compleja red de de-
pendencias entre plasmidos para su movilidad entre bacterias. No obstante, ademas de los plasmidos, los cromo-
somas bacterianos contienen numerosas Islas Gendmicas que también se transfieren horizontalmente entre bac-
terias. Mientras algunas conjugan auténomamente (ICEs), otras utilizan otros elementos conjugativos (IMEs). Aun
asi, el mecanismo de movilidad de la mayoria de las Islas Gendmicas es un misterioso. Por ello, decidimos explorar
la hipétesis de que, como observamos en los plasmidos, muchas Islas Gendmicas se transfieren por conjugacion
debido a la presencia de oriTs hasta ahora desconocidos. Para ello, analizamos >6.000 genomas de seis especies
bacterianas, e identificamos y delimitamos sus Islas Gendmicas. Después, identificamos nuevos oriTs mediante un
método recientemente publicado que no necesita informacioén previa sobre dicha secuencia [1]. De esta manera,
identificamos 52 nuevas familias de oriTs, que abarcan la mayoria de los ICEs y IMEs conocidos, la mayoria de las
cuales son unicas de los elementos integrativos. Sorprendentemente, entre >7.000 ICE/IMEs, descubrimos >1.500
Islas Gendmicas que carecen de genes para la conjugacion, pero portan oriTs [2]. Estos elementos, denominados
iOriTs, forman diversas familias que pueden encontrarse en diferentes especies. Los iOriTs dependen de los ICEs
y los plasmidos conjugativos para transferirse y no suelen estar relacionados con el elemento que explotan mas
alla de similitudes en la secuencia del oriT. Entre los iOriTs, descubrimos importantes islas de patogenicidad e islas
de defensa para las cuales no se conocia un mecanismo de transferencia. Estos hallazgos revelan una diversidad
oculta de elementos genéticos méviles y expande sustancialmente la red de interdependencias detras de la con-
jugacion bacteriana.
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Resumen

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad neurodegenerativa progresiva, caracterizada por la acumula-
cion anémala de agregados del péptido 3-amiloide (AB), cuyos mecanismos de formacién no se conocen. Entre las
hipétesis existentes, destaca la posibilidad de que la EA represente un trastorno con componente autoinmune, en
el que intervengan el sistema inmunitario y mecanismos de origen microbiano. El mimetismo molecular microbiano
podria contribuir a la pérdida de tolerancia inmunoldgica mediante epitopos con reactividad cruzada con proteinas
del hospedador humano. En este trabajo proponemos que el patégeno periodontal Fusobacterium nucleatum, aso-
ciado con la patogénesis de la EA, podria contener epitopos miméticos de AS que se asemejan estructuralmente
a los de la proteina AB humana, induciendo una respuesta inflamatoria y/o promoviendo su agregacion en formas
amiloides. Para la identificacién de péptidos que imitan al AB humano se han empleado dos aproximaciones. La
primera, consistié en la identificacion in silico de epitopos miméticos de AB a partir del genoma oculto de F. nuclea-
tum. Se desarrollé un flujo de trabajo computacional que permitié predecir marcos de lectura abiertos de menos de
50 aminoacidos (small ORFs) y evaluar su potencial amiloidogénico mediante una red neuronal especializada. Los
candidatos identificados fueron posteriormente validados mediante fusiones del sitio de unién al ribosoma con un
reportero fluorescente, asi como mediante su expresion en F. nucleatum bajo el control de un promotor inducible.
La segunda estrategia consistié en la identificacion in vivo de amiloides. Se identificaron mediante LC-ESI-MS/
MS fracciones de proteinas insolubles procedentes de biofiims de F. nucleatum, resistentes a SDS y sensibles al
acido formico. El andlisis protedmico revelé la presencia de proteinas con caracteristicas amiloides en F. nucleatum
cultivado en condiciones de biofilm, entre las cuales se destaca la proteina FomA. Para validar las propiedades
amiloides de las proteinas identificadas se seleccionaron 8 sORFs y la proteina FomA. Entre ellas, sORF_FN_7,
sORF_FN_31 y FomA mostraron un claro caracter amiloide y se seleccionaron para ensayos de agregacion a dife-
rentes pH. Estos hallazgos sugieren que F. nucleatum alberga multiples elementos amiloidogénicos con potencial
para modular la agregacion de AB, apoyando un posible papel de la microbiota en la EA.
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Resumen

La diseminacion de genes de resistencia a los antimicrobianos estd ampliamente asociada a mecanismos de
transferencia horizontal, especialmente la conjugacion, que ha sido extensamente estudiada. En comparacion, la
transduccion bacteriana mediada por bacteriéfagos ha sido menos explorada; sin embargo, en los ultimos afios
ha emergido un creciente interés por estudiar su papel en la transferencia de plasmidos y en la interaccion entre
los elementos genéticos moviles (EGM) asociados a plasmidos y fagos. Estos plasmidos actian como vectores
clave en la propagacion de determinantes de resistencia como armA, que codifica una metiltransferasa que modi-
fica el ARN ribosomal 16S y confiere resistencia de alto nivel a la mayoria de los aminoglucésidos de uso clinico.
Sin embargo, los factores que determinan la movilizaciéon de estos plasmidos mediante transduccién no estan
totalmente definidos, particularmente en relaciéon con sus caracteristicas estructurales. En este contexto, se eva-
lué experimentalmente la transduccién de plasmidos conjugativos y pequeios de alto nUmero de copias, usando
el bacteriéfago P22 y una variante con alta frecuencia de transduccion en cepas de Salmonella Typhimurium. Se
analiz6 cémo las propiedades estructurales y funcionales de estos plasmidos podrian influir en su movilizacién
durante la transduccién. Los resultados muestran que el fago P22 con alta frecuencia de transduccién transfiere
con mayor eficiencia plasmidos pequefios multicopia, lo que sugiere que un mayor niumero de copias favorece su
empaquetamiento y transferencia. En contraste, los plasmidos de mayor tamafio y bajo nimero de copias presen-
taron eficiencias de transduccién significativamente inferiores, con diferencias de hasta dos 6rdenes de magnitud.
La transduccion con P22HT puede dar lugar tanto a la transferencia completa como fragmentada de plasmidos, lo
que sugiere la implicacion de regiones genéticas repetidas en procesos de recombinacion. Asimismo, la eficiencia
de la transduccion plasmidica esta fuertemente condicionada por caracteristicas intrinsecas de los plasmidos. En
conjunto, estos hallazgos sugieren que los fagos desempefian un papel importante en la diseminacion de la resis-
tencia a los antimicrobianos y destacan la transduccion plasmidica como un proceso relevante en la diversificaciéon
y propagacion de la resistencia genética en poblaciones bacterianas.
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Resumen

Las cianobacterias son los Unicos organismos procariotas capaces de realizar la fotosintesis oxigénica, desem-
penando un papel fundamental en la oxigenacidon atmosférica de la Tierra primitiva hace 2500 millones de afos
mediante el evento conocido como Gran Oxidacién, convirtiéndose, posteriormente, en los ancestros de los cloro-
plastos y las plantas. Su metabolismo energético esté directamente ligado a la actividad fotosintética, produciendo
ATP y poder reductor a partir de la luz y el agua. Sin embargo, una intensidad luminica excesiva puede generar
especies reactivas de oxigeno, letales para su supervivencia. A diferencia de otras cianobacterias, nuestro orga-
nismo modelo, Synechococcus elongatus PCC 7942 carece de fotorreceptores convencionales y depende, en su
lugar, de la sefalizacién metabdlica interna (como los niveles de ATP y el estado redox de las plastoquinonas)
como indicadores de la intensidad luminica externa [2]. En este estudio, hemos desarrollado un biosensor de ATP
acorde al rango intracelular de nuestro organismo para monitorear en tiempo real las fluctuaciones de este meta-
bolito interno a nivel de célula individual [1][3]. Mediante microscopia de fluorescencia time-lapse, caracterizamos
la dindamica de los niveles de ATP en respuesta a aumentos y disminuciones de la luz de entrenamiento inicial.
Nuestros experimentos demuestran que la deteccién de la luz por parte de Synechococcus es relativa a la intensi-
dad de entrenamiento recibida. Mientras que intensidades luminicas superiores no aumentan su estado energético,
intensidades inferiores provocan una disminucién en sus niveles de ATP hasta alcanzar un umbral de deteccion
de la oscuridad. Esta respuesta asimétrica indica que la deteccién metabdlica actia como un mecanismo sensor
complejo, donde las cianobacterias son capaces de discriminar cambios luminicos ambientales informandose por
medio de los metabolitos derivados de su propia fotosintesis.
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Resumen

De las 29 especies del género Listeria, s6lo dos se consideran patdgenas: Listeria monocytogenes y Listeria ivano-
vii. L. ivanovii afecta principalmente a los rumiantes, provocando abortos. Esto se debe a la habilidad preferente de
esta bacteria para competir con la microbiota del aparato reproductor en comparacion con la del tracto gastrointes-
tinal'. Por el contrario, L. monocytogenes infecta a rumiantes y humanos, causando abortos, meningoencefalitis y
septicemia. La listeriosis humana es la zoonosis alimentaria con mayor tasa de letalidad, afectando principalmente
a pacientes inmunodeprimidos, mayores de 65 afios y mujeres embarazadas. Ademas de su importancia en salud
humana, los rumiantes —y en particular las vacas— constituyen un hospedador habitual de L. monocytogenes?. De
hecho, se ha demostrado que la expansion mundial del principal clon hipervirulento de L. monocytogenes se debid
al comercio y transporte internacional del ganado vacuno®. Las cepas del linaje |, consideradas hipervirulentas, es-
tan asociadas preferentemente a hospedadores mamiferos y se encuentran sobrerrepresentadas en casos clinicos
de rumiantes y seres humanos. En cambio, el linaje Il se considera hipovirulento y esta asociado principalmente
a alimentos y la industria alimentaria®. Los mecanismos que permiten una mejor colonizacién intestinal por parte
del linaje | y su mayor prevalencia en hospedadores aun no se han esclarecido. Para abordarlo, cuantificamos el
crecimiento de cepas hiper e hipovirulentas en fluidos gastrointestinales simulados y modelos ex vivo de microbiota
intestinal. En este estudio demostramos que las cepas hipervirulentas del linaje | compiten mejor con la microbiota
intestinal que las cepas hipovirulentas del linaje 1l. Ademas, observamos que la microbiota intestinal de vaca fa-
vorece el crecimiento de L. monocytogenes, mientras que la microbiota de hospedadores con menor prevalencia
epidemioldgica de este patégeno ejerce un efecto bactericida. Mediante el empleo de aproximaciones metagené-
micas, correlacionamos este crecimiento diferencial con cambios tanto en la composiciéon de la microbiota como
en su respuesta tras la inoculacion de L. monocytogenes. En conjunto, estos resultados sugieren que el ganado
vacuno actua como hospedador principal de L. monocytogenes, contribuyendo a la amplificacion y diseminacién
de clones hipervirulentos.
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Resumen

Introduccion: El naproxeno (NPX), un antiinflamatorio no esteroideo ampliamente consumido, contamina aguas
residuales por su persistencia y baja biodegradabilidad en plantas convencionales. Los consorcios microbianos
superan a cultivos puros en eficiencia degradativa gracias a la cooperacion interespecifica, reparto funcional de
vias metabdlicas periféricas y posible intercambio genético via elementos moéviles, facilitando la mineralizacion
completa. Objetivos: Elucidar el rol de consorcios bacterianos en la degradacion conjunta de NPX, enfatizando la
distribucién de funciones enzimaticas entre especies (Novosphingobium sp., Achromobacter sp., Pusillimonas), y
validar su regulacién transcriptémica para inferir mecanismos de cross-feeding e intercambio genético. Métodos:
Se aislaron consorcios microbianos degradadores de NPX a partir de depuradoras de aguas mediante enriqueci-
mientos sucesivos con NPX como unica fuente de carbono. Se combinaron técnicas complementarias de metage-
noémica, metatranscriptémica, metabolémica por espectrometria de masas y se validé la induccion de la expresion
de los posibles genes responsables de la asimilacion de NPX mediante RT-gPCR. Resultados: Se obtuvieron dos
consorcios degradadores (MPO979 y MPO981) y, tras sucesivos procesos de enriquecimiento, se generaron otros
dos consorcios evolucionados (2npx y 23npx). Durante este proceso de evolucion, se produjo una reorganizacion
de las especies que los componen, acompafiada de un aumento en la eficiencia degradativa. Los analisis -Omicos
realizados sobre los consorcios evolucionados permitieron proponer una ruta de degradacién del NPX con varias
ramas, estructurada de forma cooperativa por diferentes microorganismos de la comunidad. Asimismo, estos anali-
sis evidencian la induccion, por el NPX o sus derivados, de las enzimas implicadas en dicha ruta. Importancia: Este
estudio demuestra como consorcios microbianos alcanzan una mayor eficiencia en la biodegradacion de naproxe-
no mediante la cooperacion interespecifica y el reparto funcional de vias metabdlicas periféricas. Novosphingobium
sp., Pusillimonas y Achromobacter sp. distribuyen tareas especificas, facilitando el cross-feeding de metabolitos y
explicando la imposibilidad de aislar cepas individuales degradadoras. La presencia de secuencias de insercion en
contigs compartidos sugiere transferencia horizontal de genes, acelerando la evolucion degradativa bajo presion
selectiva. Estos hallazgos proporcionan bases para el disefio racional de procesos de bioaumento en sistemas de
tratamiento de aguas residuales, optimizando la eliminacién de contaminantes farmacéuticos emergentes y contri-
buyendo a estrategias sostenibles de biorremediacién ambiental.
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Resumen

El fuego es una perturbacion recurrente en ecosistemas mediterraneos que altera profundamente las comunidades
del suelo. Sin embargo, la respuesta temporal de distintos grupos biolégicos tras un incendio sigue siendo poco
conocida. Objetivos: Evaluar el efecto del fuego sobre la biodiversidad edafica y su dinamica temporal, conside-
rando microorganismos (16S), hongos (ITS), protistas, invertebrados y grupos funcionales (micorrizas arbuscula-
res y hongos patégenos). Métodos: Se tomaron muestras de suelo (0—10 cm) en una finca de Badajoz (Mundos
Nuevos, H5G5+MX Retamal de Llerena) inmediatamente tras un incendio (julio 2024) en parcelas quemadas y no
quemadas (n=6). El muestreo se repitié en octubre 2024, enero 2025, abril 2025 y julio 2025. Se extrajo ADN y
se secuencio para estimar riqueza, indices de diversidad (Shannon y Simpson) y abundancia relativa de grupos
funcionales. Resultados: El fuego redujo marcadamente la riqueza y diversidad en todos los grupos estudiados.
Las comunidades bacterianas (16S) y fungicas (ITS) mostraron menores valores de riqueza y diversidad en par-
celas quemadas durante todo el periodo, con una recuperacion parcial en otofio y primavera, seguida de un nuevo
descenso en verano de 2025. Los protistas e invertebrados (Euk) evidenciaron reducciones ain mas acusadas en
zonas quemadas, con respuestas limitadas en el tiempo. Los indices de Shannon y Simpson reflejaron patrones
similares, indicando comunidades menos diversas y mas dominadas tras el fuego, especialmente en hongos. La
abundancia de hongos patdgenos fue consistentemente menor en suelos quemados. Importancia: Estos resulta-
dos evidencian un impacto negativo prolongado del fuego sobre la biodiversidad del suelo, con respuestas diferen-
ciales entre grupos y una recuperacion incompleta a corto plazo. La dinamica de micorrizas arbusculares destaca
su potencial papel en la regeneracion post-incendio, mientras que la reduccién de patégenos podria influir en la
sucesion vegetal.
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Resumen

El género Brucella representa un grupo de patégenos intracelulares Gramnegativos responsables de la brucelosis,
una zoonosis bacteriana de distribucion mundial. Durante la infeccion, Brucella interactia con células del sistema
fagocitico mononuclear, como los macréfagos, dentro de los cuales es capaz de sobrevivir, multiplicarse y, de esta
manera, diseminarse y acceder a sus 6rganos diana, el bazo y 6rganos reproductivos como la placenta. Brucella
es internalizada en una vacuola que transita por la via endocitica; fase en la que sefales relacionadas con la fu-
sion de lisosomas inducen la activacion del VirB-T4SS (“Type-4 Secretion System”), un complejo proteico con el
que Brucella inyecta moléculas efectoras en el citoplasma de la célula huésped. De esta forma, Brucella hackea
el trafico intracelular para alcanzar su nicho replicativo en el reticulo endoplasmatico y, finalmente, aprovechando
mecanismos de secrecion relacionados con la autofagia, salir de la célula huésped e infectar células adyacentes.
Aunque los pasos clave del trafico intracelular son mas conocidos, los mecanismos que utiliza Brucella para ad-
herirse e invadir la célula huésped todavia son oscuros. En este trabajo llevamos a cabo una revision de la litera-
tura y una busqueda in-silico de posibles proteinas mediadoras de adhesién a lo largo de genomas de referencia
de distintas especies “core”, “non-core” 0 mas ancestrales filogenética- y fenotipicamente, asi como del género
Ochrobactrum, pariente filogenético de vida libre pero patégeno oportunista. De esta forma, encontramos que, de
las adhesinas autotransportadoras que porta Brucella, las adhesinas monoméricas muestran una gran diversidad
en cuanto a conservacion de secuencia y/o pseudogenizacién, mientras que las adhesinas triméricas se encuen-
tran mas conservadas y restringidas al género Brucella. En este contexto, actualmente estamos estudiando: (i) el
efecto de la delecién de las adhesinas funcionalmente conservadas de B. abortus 544 en su adhesion, infectividad
y patogénesis intracelular; (ii) los niveles de expresion de estas adhesinas in vitro e in cellulo mediante sistemas
reporteros basados en fluorescencia y “tags” peptidicos; (iii) el efecto de la resucitacion de las adhesinas funcional-
mente truncadas en B. abortus 544; (iv) la correcta biogénesis de estas adhesinas autotransportadoras mediante
ensayos de translocacién por fluorescencia.
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Resumen

An excludon is a genomic loci in which extended antisense transcripts span adjacent genes, functioning as mutu-
ally exclusive transcriptional switches (1, 2). To date, their identification has been largely serendipitous, emerging
from isolated studies rather than systematic discovery. The development of ExcludonFinder enabled a shift toward
genome-wide identification and annotation of these elements (3). Here, we extend this approach to the species
level by developing an automated pipeline to curate high-quality stranded RNA-seq datasets. Applying this frame-
work to publicly available Escherichia coli transcriptomes, we identified nine high-quality datasets and constructed
a comprehensive species-level “excludome.” This analysis revealed 159 excludons present in at least five strains,
including a conserved core of 26 elements. Functional enrichment analysis showed a strong overrepresentation of
transcription factor-related functions, as well as a significant enrichment of excludons overlapping toxin—antitoxin
(TA) systems. These findings indicate that excludons extend beyond local transcriptional interference to exert long-
range regulatory effects. By targeting 27 key transcription factors, excludons indirectly influence a broad regulatory
network comprising 565 downstream genes. In parallel, excludon-mediated regulation of TA systems modulates
toxin—antitoxin balance, promoting persistence and growth arrest under stress conditions (4). We validated tran-
scription factor—associated excludons and representative TA modules (chpBS—ppa, higAB—fadH, agaR—yhaV/prlF)
using the iModulon database (5). Their antagonistic expression across hundreds of conditions revealed coordinat-
ed, regulon-like behavior, supporting their biological relevance. Notably, excludon-mediated control of TA systems
provides a post-transcriptional mechanism for fine-tuning toxin—antitoxin stoichiometry, extending regulation beyond
protein-level interactions. Together, our results identify excludons as a previously underappreciated layer of global
gene regulation. By enabling bistable transitions between growth and dormancy, excludons function as transcrip-
tome-wide modulators of stress responses and antibiotic tolerance, forming an independent regulatory network that
enhances bacterial adaptability.
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Resumen

Streptococcus suis es una bacteria Gram-positiva zoonética que causa enfermedades como endocarditis, menin-
gitis y septicemia, provocando gran mortalidad y pérdidas econémicas en la industria porcina mundial. Su principal
factor de virulencia es su capsula polisacaridica. S. suis es auxétrofo para la glutamina. En estudios previos iden-
tificamos 3 genes conservados, denominados ginHP1, ginH2 y ginH3, que codifican proteinas de unién a sustrato
de transportadores ABC y que actuan como receptores de glutamina. El objetivo de este trabajo fue conocer el im-
pacto de la biodisponibilidad de glutamina en la interaccién con el hospedador usando mutantes especificos en los
citados genes. Se realizaron ensayos para valorar la formacion de biopeliculas en la cepa P1/7 y en los mutantes
carentes de los transportadores. Los mutantes triplicaron su capacidad para formar biopeliculas respecto a la cepa
salvaje, revelandose, mediante microscopia confocal, notables alteraciones en su arquitectura. El papel de los
transportadores en la virulencia bacteriana se determiné mediante un modelo de infeccién murina. Ratones BALB/c
se infectaron con la cepa de referencia P1/7, y tres dias tras la infeccion, la carga bacteriana alcanzé ~105 UFC/g
en organos internos, mientras que en los mutantes carentes de los transportadores fue significativamente inferior.
Ensayos de infeccion en macréfagos murinos mostraron un aumento significativo de la adherencia de los mutantes
a los macrofagos respecto a la cepa salvaje y una disminucién de la supervivencia intracelular. Similarmente, los
mutantes mostraron una menor supervivencia al ser expuestos a H202 respecto a la cepa salvaje. Curiosamente,
similares fenotipos a los descritos fueron observados en el mutante acapsular P1/7AcpsE-F. Para valorar si los
mutantes deficientes en los transportadores habian perdido la produccién de capsula, se cuantificé la presencia de
acido sialico, componente principal de la capsula del serotipo 2. Los mutantes mostraron una reduccion significati-
va respecto a la cepa salvaje. Ensayos con microscopia electronica confirmaron la ausencia de capsula. En resu-
men, este trabajo demuestra que la biodisponibilidad de glutamina modula la colonizacion, virulencia y resistencia
de S. suis frente al sistema inmune, las cuales estan, en parte, condicionadas por una reduccién en la biosintesis
de la capsula polisacaridica de S. suis.

Financiacion
Este trabajo ha sido financiado por el proyecto StrepVac (Ref. PID2023-1468230B-100), del Ministerio de Ciencia e Innovacion del Gobierno de
Espana.

XV REUNION
MICROBIOLOGIA
MOLECULAR

VALENCIA
17-19 JUNIO 2026

#120

IGNACIO DE QUINTO CACERES ', RAFAEL DA SILVA ROSA2, PAULA RAMIRO MARTINEZ ", CRISTINA
HERENCIAS "3, VAL FERNANDEZ LANZA "3, JERONIMO RODRIGUEZ BELTRAN "3

 Instituto Ramoén y Cajal de Investigacion Sanitaria (IRYCIS), Madrid, Espaha

2 Department of Clinical Analyses, Toxicology and Food Science, School of Pharmaceutical Sciences of Ribeirdo Preto, University
of Séo Paulo, Ribeirao Preto, Brasil

3 Centro de Investigacion Biolégica en Red Enfermedades Infecciosas, Instituto de Salud Carlos Ill, Madrid, Esparia

Resumen

Los plasmidos juegan un papel clave en la evolucion bacteriana y en la diseminacion de la resistencia a los an-
tibioticos. En la naturaleza, es frecuente que dos plasmidos que coexisten en la misma célula se fusionen. Esta
fusiéon genera moléculas mas grandes y estructuralmente mas complejas que integran dos o mas sistemas de
replicacion, dando lugar a lo que se conoce como plasmidos multirreplicén. Sin embargo, a pesar de que estos
elementos se conocen desde hace décadas, aun estamos lejos de comprender como se originan, como persisten
y cual es su impacto en la evolucion de la resistencia antimicrobiana. Mediante el analisis de 24.000 plasmidos
obtenidos de bases de datos publicas, mostramos que mas del 30% contienen multiples replicones, alcanzando
frecuencias aun mayores en géneros bacterianos de relevancia clinica. Estos plasmidos estan enriquecidos en
genes de resistencia a antibidticos, metales y biocidas, asi como en factores de virulencia, y muestran una mayor
capacidad de transferencia horizontal junto con un rango de hospedador mas amplio. Nuestros resultados revelan
que la formacion de plasmidos multirreplicén no es un proceso aleatorio. Algunos pares de replicones se asocian
de manera recurrente formando combinaciones estables, mientras que otros raramente se fusionan incluso cuan-
do coexisten en la misma célula. Aquellos que se cointegran con mayor frecuencia presentan tramos mas largos
de homologia nucleotidica, y acumulan secuencias de insercidén en sus extremos, sugiriendo que mecanismos
moleculares especificos median estos eventos. Ademas, la organizacion espacial de los replicones dentro del plas-
mido no es aleatoria, sino que responde a un patrdn, los replicones tienden a estar cerca entre si, 0 en extremos
opuestos, pero no en posiciones intermedias. En conjunto, identificamos dos dinamicas evolutivas principales entre
los replicones: asociaciones estables con sefiales de coevolucion y fusiones transitorias sin una historia evolutiva
compartida. Estos resultados indican que los plasmidos multirreplicon emergen bajo reglas predecibles y destacan
su papel como motores clave en la expansion de la resistencia a antibidticos.
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Resumen

Introduccién: Actualmente, la resistencia a los antimicrobianos (RAM) es una de las mayores amenazas para la
salud publica del siglo XXI (WHO, 2023). Las infecciones causadas por bacterias resistentes son cada vez mas
frecuentes, incluyendo patdgenos resistentes a multiples clases de antibidticos. Una de las herramientas clave en
la lucha frente a la RAM es el desarrollo de nuevos compuestos antimicrobianos que eviten los mecanismos de re-
sistencia existentes, para lo cual es necesario identificar nuevos nucleos moleculares activos. En este sentido, una
de las mayores fuentes de potenciales antibiéticos son las bacterias ambientales, ya que muchas de ellas pueden
producir metabolitos secundarios biolégicamente activos en respuesta a estimulos externos (Silver, 2011). En este
contexto, el proyecto MicroMundo, que es un proyecto de Aprendizaje-Servicio y Ciencia ciudadana que se lleva a
cabo en muchas universidades espafolas, ademas de divulgar y concienciar a la poblacion acerca de la RAM, per-
mite el aislamiento de un alto nimero de aislados bacterianos con potencial antimicrobiano. Metodologia: Se selec-
cionaron 20 aislados bacterianos del proyecto MicroMundo Zaragoza, que fueron evaluados mediante una platafor-
ma de cribado basada en la inhibicién de la fluorescencia de patdégenos marcados, en ensayos con sobrenadantes
y cocultivo. Los aislados mas activos fueron posteriormente caracterizados mediante secuenciacién completa del
genoma (WGS) para la identificacion de genes o clusteres biosintéticos (BGCs). Finalmente, se realizaron estudios
in silico de target predictionbasados en ligandos para la prediccion y validacion de posibles dianas bioldgicas, asi
como el analisis de propiedades farmacocinéticas segun las reglas de Lipinski. Resultados: El sistema de cribado
permitio diferenciar entre aislados con mayor actividad antimicrobiana en condiciones de cocultivo y aquellos cuyos
sobrenadantes presentaban mayor efecto inhibitorio. La WGS de cuatro de los aislados permitié la identificacion
de varios BGCs con distintos grados de novedad y asociados a la produccion de metabolitos secundarios tipica-
mente antimicrobianos, entre los que se encontraron una bacteriocina, un lipopéptido, un sideréforo y un péptido
ciclico. Importancia: Estos resultados abren la puerta al desarrollo y aplicacion de metodologias optimizadas para
el aislamiento de moléculas antimicrobianas conocidas y el descubrimiento de nuevos compuestos con potencial
actividad antimicrobiana.
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Resumen

Introduccion En respuesta a la creciente demanda de produccién sostenible de compuestos de interés, las ciano-
bacterias han emergido como una alternativa prometedora. Sin embargo, una limitacién de estos sistemas es la
particion preferencial del carbono hacia la sintesis de biomasa. Una estrategia frente a esta limitacion se basa en
el control de circuitos regulatorios especificos que favorezcan el flujo de carbono hacia los productos deseados.
Un regulador clave en la adaptacion del flujo de carbono en respuesta a la deficiencia de nitrégeno es la proteina
CfrA, cuya expresion en estas condiciones promueve la acumulacion de glucégeno como reserva de carbono que
no puede incorporarse en rutas dependientes de nitrogeno [1]. En este contexto, se explord el potencial interés
biotecnolégico de CfrA para redirigir el flujo de carbono hacia la produccion de sacarosa. Se utilizé la cianobacteria
modelo Synechocystis sp. PCC 6803, un organismo moderadamente halotolerante que acumula sacarosa y gluco-
silglicerol como solutos compatibles durante el estrés salino. Resultados Se caracterizaron fenotipicamente cepas
que sobreexpresan cfrA, independientemente de la disponibilidad de nitrégeno, y que portan un plasmido que
expresa de forma inducible la sacarosa-fosfato sintasa (SPS) y la permeasa de sacarosa heteréloga CscB. Bajo
estrés salino, la expresion de cfrA en esta cepa condujo a un aumento del 40% en la produccion de sacarosa en
comparacion con los niveles obtenidos en cultivos sin expresion inducida de cfrA. En estas condiciones, el carbono
fijado se redistribuyo parcialmente hacia la produccion de sacarosa a expensas de la acumulacion de glucégeno y
la generacion de biomasa. La actividad fotosintética de esta cepa experimenté una mejora debido a la presencia
de este sumidero de carbono. También se analizé el efecto de eliminar la sintesis de glucosilglicerol produciendo
una acumulacién maxima de sacarosa de 2,72 g/L. Por ultimo, se mejoré la produccién inmovilizando las células
de Synechocystis en alginato [2]. Importancia Estos resultados sugieren que la modulacién del flujo de carbono
puede incrementar significativamente la produccion de sacarosa, convirtiéndola en una valiosa fuente de carbono
exogeno para organismos heteroétrofos productores de compuestos de interés o para su uso por otros organismos
en co-cultivos.

Referencias
[1] Muro-Pastor et al. (2020). doi: 10.1104/pp.20.00802
[2] Dominguez-Lobo et al. (2025). doi: 10.1186/s12934-025-02894-8

Financiacion
P1D2022-138317NB-100 financiado por MCIU/AEl/https:/ /doi.or g/10.13 039/ 501100011033/"FEDER Una manera de hacer Europa” y por la Junta
de Andalucia, Grupo BIO-0284.



160

XV REUNION
MICROBIOLOGIA
MOLECULAR

sachininEl o /.
VALENCIA
17-19 JUNIO 2026

#123

MARIO PULIDO-VADILLO , JAVIER F FAVIERES , ANDREA ESTUPINAN-VELASCO , ANGEL F CES,
CARLOS SERNA, NATALIA MONTERO , BRUNO GONZALEZ-ZORN

Universidad Complutense de Madrid, Madrid, Espafa

Resumen

La resistencia a carbapenemas constituye una de las principales amenazas sanitarias actuales. En este contexto,
la elevada prevalencia global del gen blaNDM-1 sugiere la existencia de mecanismos genéticos aun no comple-
tamente descritos que favorecen su transferencia entre bacterias y su persistencia en distintos nichos ecolégicos.
En estudios previos hemos caracterizado el potencial de la frecuente estructura en la que blaNDM-1 se encuentra
flanqueado por secuencias ISCR1 (elemento ISCR1-blaNDM-1) para amplificarse en respuesta a antibioticos y
generar fenotipos de hiperresistencia frente a multiples compuestos clinicamente relevantes. En este trabajo, nos
centramos en evaluar el impacto de esta estructura y su dinamica de amplificaciéon sobre la movilizacién del gen
blaNDM-1 y su mantenimiento ecoldgico a lo largo del tiempo. Para ello, analizamos la localizacion genética de
la estructura mediante secuenciacién y Southern blot, y realizamos ensayos de transferencia horizontal —inclu-
yendo conjugacion, transduccion generalizada y transformacion, tanto convencional como mediada por vesiculas
de membrana externa— empleando poblaciones evolucionadas con distintos grados de amplificacion. Ademas,
llevamos a cabo un nuevo muestreo de las aguas residuales hospitalarias donde identificamos esta estructura
inicialmente, cuatro afos después. Nuestros resultados muestran que el elemento ISCR1-blaNDM-1 coexiste tanto
integrado en el plasmido que lo porta como formando estructuras circulares funcionalmente independientes, cuya
abundancia aumenta bajo condiciones de amplificacion inducida por antibiéticos. Ambas configuraciones permiten
su transferencia entre bacterias a través de multiples vias y, de forma destacada, la amplificaciéon y generacion
de intermediarios circulares favorecen su movilizacién independiente del plasmido portador hacia estructuras ge-
néticas susceptibles de captura, describiendo nuevas rutas y elementos genéticos diseminadores de este gen.
Asimismo, el moédulo se mantiene estructuralmente conservado en su ecosistema original tras cuatro afios, pero
movilizandose entre distintos hospedadores bacterianos y contextos genéticos, evidenciando simultdneamente
estabilidad y plasticidad genémica que justifica su éxito ecoldgico. En conjunto, estos resultados revelan un me-
canismo dual en el que la amplificacion genética actia no solo como un potenciador de la resistencia antibidtica,
sino también como impulsor de su diseminacién horizontal y facilitador de la adaptacion a diversos hospedadores,
proporcionando una ventaja evolutiva clave para la propagacion y persistencia sostenida de blaNDM-1 en entornos
clinicos y ambientales.
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Resumen

Salmonella es un patdgeno zoondtico cuya persistencia depende en gran medida de su capacidad de formar bio-
films. En Salmonella enterica, el regulador transcripcional CsgD activa la sintesis de pEtN-celulosa y fimbrias tipo
curli, principales componentes de la matriz extracelular del biofilm. Por ello, un mutante en csgD carece de matriz
y es incapaz de formar biofilm. Aunque se conocen pocas dianas directas de CsgD, su ausencia se ha asociado a
una amplia remodelacion metabdlica. Proponemos que dicha remodelacion no se debe a la falta de CsgD per se,
sino a la ausencia de matriz. Asi, el objetivo principal de este trabajo es discriminar la contribucion de CsgD y de la
matriz extracelular a la respuesta transcripcional de Salmonella durante la formacion de biofilm. Se realizé un ana-
lisis RNAseq comparando una cepa salvaje, un mutante csgD y un mutante defectivo en la sintesis de matriz tras
incubacion en condiciones inductoras de biofilm. Se identificaron genes diferencialmente expresados y se aplico
GSEA, analisis de enriquecimiento de rutas y diagramas de Venn para definir conjuntos especificos y compartidos.
Se analizé la implicacion de la matriz del biofilm en la respuesta al estrés oxidativo mediante i) cuantificacion de
ROS; ii) cuantificacion de Mn por ICP-MS; iii) analisis de la susceptibilidad de Salmonella a estrés oxidativo. Se
identificaron las dianas especificas de CsgD y el impacto de la matriz en la expresion génica de Salmonella. La
matriz indujo la expresion de genes de respuesta a estrés oxidativo, destacando los sistemas de captacién de Mn.
Las bacterias embebidas en el biofilm mostraron un mayor nivel de oxidacion y de manganeso intracelular que las
bacterias incapaces de formar biofilm. La inactivacién de la captacion de Mn comprometié la resistencia del biofilm
frente a agentes oxidantes. Hemos conseguido discernir los efectos regulatorios de CsgD de los derivados de la
matriz del biofilm. Los resultados asocian la formacion de biofilm a una respuesta al estrés oxidativo apoyada por
la captacién de Mn. Estos hallazgos sefialan a los sistemas de captacion de manganeso como una diana potencial
para el control de la formacioén de biofilm de Salmonella.
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Resumen

La disbiosis de la microbiota respiratoria podria favorecer el desarrollo de enfermedades respiratorias en rumiantes
(1), lo que podria ser de gran relevancia en la cria de corderos. Este estudio pretende caracterizar la microbiota
nasofaringea durante las primeras fases del ciclo productivo. Para ello, se incluyeron un total de 48 muestras de
hisopos nasofaringeos de corderos procedentes de dos explotaciones, divididas en tres tiempos: TO (nacimiento),
T1 (destete, 30 dias de edad), y T2 (fin del cebo, 75 dias de edad). Las muestras fueron analizadas mediante am-
plificacion y secuenciacion del gen ARNr 16S. El analisis de diversidad beta (test PERMANOVA) revel6 cambios
significativos (p < 0,05) en la estructura bacteriana a lo largo del tiempo, entre TO vs. T1 y T2 para las métricas de
distancia Unweighted y Weighted UniFrac, y las de disimilitud Bray—Curtis y Jaccard. A nivel taxondmico, los filos
mas abundantes, por orden decreciente, en TO, fueron Firmicutes, Proteobacteria y Actinobacteriota, mientras que
en T1y T2 el filo mas predominante fue Proteobacteria. Se observaron diferencias significativas de Bacteroidota
entre TO vs. T1 y T2 (p < 0,05), de Firmicutes entre TOy T1 vs. T2 (p < 0,05), y de Actinobacteriota entre TO vs.
T2 (p < 0,05). El orden Lactobacillales, que abarca bacterias acido-lacticas, fue mayor en T1 que en T2 (p < 0,05),
mientras que Mycoplasmatales fue mas predominante en los dos ultimos tiempos que en TO (p < 0,05). El género
mas abundante fue Moraxella para todos los tiempos. En TO el segundo género predominante fue Corynebacterium
seguido de Streptococcus. En cambio, en T1y T2, Streptococcus fue el segundo mas abundante y Mannheimia el
tercero. La abundancia de patobiontes como Mannheimia 'y Bordetella difiri6 significativamente entre los diferentes
tiempos, incrementado su presencia a lo largo del tiempo (p < 0,001). Por el contrario, géneros de bacterias acido
lacticas como Afopostipes y Alloiococcus vieron su abundancia bajar significativamente con el tiempo (p < 0,001).
En un contexto muy dinamico, como el de la microbiota nasofaringea, este patrén proporciona datos clave para
mejorar la prevencioén y el diagnéstico de enfermedades en corderos.
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Resumen

El aumento global de la resistencia a los antibiéticos no se debe unicamente a mutaciones y a la seleccion natural,
sino también a la gran capacidad de los genomas bacterianos para reorganizarse. En el centro de esta plasticidad
se encuentran los plasmidos, elementos genéticos moéviles con replicacién autbnoma, capaces de adquirir, reorga-
nizar y potenciar rasgos que ayudan a las bacterias a sobrevivir en determinados ambientes. Las secuencias de
insercion (IS) son probablemente los elementos que méas contribuyen a moldear la arquitectura de los plasmidos
y, entre ellas, la familia I1S6 es la mas prevalente. Se ha demostrado que moviliza segmentos de ADN mediante la
formacion de moléculas circulares denominadas unidades translocables (TUs). Las TUs suelen estar presentes en
multiples copias dentro de la célula, lo que facilita la amplificacion de sus genes asociados, que con frecuencia son
genes de virulencia o de resistencia a antibidticos. Por tanto, estos elementos actian como un mecanismo eficaz
para incrementar rapidamente la dosis génica, permitiendo a las bacterias aumentar sus niveles de resistencia en
respuesta a la presion antibiética. Aunque existe cada vez mas evidencia de su relevancia clinica, la estabilidad
de las TUs, asi como sus funciones mas alla de la movilidad y su implicacién en la resistencia a antibiéticos, se
encuentran relativamente poco estudiadas. En este estudio, desarrollamos una estrategia computacional para
identificar y caracterizar, por primera vez, TUs a gran escala, a partir de un total de 203.138 plasmidos. Nuestros
resultados demuestran no solo que son lo suficientemente estables como para ser detectadas en bases de datos,
sino también que estan ampliamente asociadas a especies y genes de resistencia a antibiéticos clinicamente im-
portantes. Ademas, mostramos que las TUs pueden capturar maquinaria funcional de replicacién de plasmidos,
convirtiéndose potencialmente en elementos replicativos autbnomos con un comportamiento similar al de los plas-
midos, mientras que mantienen una alta movilidad. Nuestros resultados destacan a las TUs como elementos clave,
aunque a menudo pasados por alto, de la plasticidad genémica, capaces de remodelar la evolucién de los plasmi-
dos y de favorecer el aumento de los niveles de resistencia a antibidticos en bacterias de gran importancia clinica.

Financiacion
El proyecto Horizon-GT ha recibido financiacion del Consejo Europeo de Investigacion (ERC) en el marco del programa de investigacion e innovacion
Horizon Europe de la Union Europea (acuerdo de subvencién n.° 01077809).

163



164

XV REUNION
MICROBIOLOGIA
MOLECULAR

sachininEl o /.
VALENCIA
17-19 JUNIO 2026

#127

LUIS ANDREO ANDREU ', CYNTHIA ALIAS VILLEGAS 2, SEBASTIAN ACOSTA JURADO?2, EVA MARIA
CAMACHO FERNANDEZ ', AMANDO FLORES DIAZ "

- Centro Andaluz de Biologia del Desarrollo (Universidad Pablo de Olavide - Centro Superior de Investigaciones Cientificas -
Junta de Andalucia), Sevilla, Espana

2 Facultad de Biologia, Universidad de Sevilla, Sevilla, Espafa

Resumen

Los antibidticos han sido uno de los mayores avances médicos del siglo pasado y han permitido salvar millones
de vidas. Sin embargo, su eficacia estda amenazada por la aparicion y propagacion de genes de resistencia bacte-
riana, un fendmeno que dificulta el tratamiento de infecciones y supone un grave problema de salud publica. Este
proyecto se centra en la identificacion de nuevos genes de resistencia a antibioticos de uso restringido asi como en
el descubrimiento de nuevos compuestos antimicrobianos frente a bacterias resistentes mediante metagendémica
funcional. La mayoria de los antibiéticos que usamos son de origen natural y microbiano, y tanto estos como los
genes de resistencia han estado en el medio ambiente desde antes de su uso por el ser humano. Sin embargo, se
estima que el 99% de las bacterias ambientales no se pueden cultivar con facilidad en el laboratorio. Para acce-
der a su informacién, en nuestro laboratorio empleamos la metagenédmica funcional, que consiste en la expresion
heteréloga de ADN ambiental en Escherichia coli para identificar clones cuyo ADN metagenémico le proporcione
fenotipos de resistencia a antibiéticos o de actividad inhibitoria del crecimiento de otras bacterias. Los resultados
obtenidos demuestran la eficacia de esta estrategia. Por un lado, se han identificado nuevas variantes de genes
de resistencia ya conocidos y genes implicados en la produccién de compuestos antimicrobianos previamente
descritos. Por otro lado, también se han descubierto genes completamente nuevos que confieren resistencia a
antibidticos criticos como meropenem o tigeciclina. Asimismo, se han identificado clones capaces de producir sus-
tancias activas frente a bacterias multirresistentes como Staphylococcus aureus resistente a meticilina. El estudio
de los genes de resistencia presentes en bacterias ambientales tiene gran relevancia clinica, ya que estos pueden
transferirse a patdgenos mediante mecanismos de transferencia horizontal. Conocer su existencia permite mejorar
el diagndstico y optimizar los tratamientos. Ademas, la necesidad de nuevos antibioticos hace que la exploracion
del entorno natural sea clave, posicionando la metagendmica funcional como una herramienta prometedora para
descubrir nuevas soluciones frente a la resistencia bacteriana.
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Resumen

Escherichia coli es una bacteria capaz de colonizar multiples nichos ecoldgicos. Esta versatilidad es consecuencia
de un genoma altamente plastico, especialmente en lo que respecta a la adquisicion y mantenimiento de elementos
genéticos moviles. Su capacidad para persistir en diferentes nichos la convierte en un modelo ideal para estudiar
la transmision y adaptacidn bacteriana en diversos contextos ecolégicos. En un estudio previo se llevé a cabo un
muestreo bajo el enfoque One Health en un municipio del sur de Espafia, con el objetivo de investigar la transmi-
sion de bacterias productoras de B-lactamasas de espectro extendido (ESBLs) entre humanos, animales y el medio
ambiente. Este trabajo reveld la transmisidén entre granjas porcinas y pacientes clinicos humanos de un clon de E.
coli ST38 portador de un plasmido con el gen blaCTX-M-32. A partir de estos resultados, se realizé un estudio de
asociacion a nivel de genoma completo (GWAS) con el objetivo de identificar genes estadisticamente enriquecidos
en distintos nichos ecolégicos, con el fin de comprender mejor los mecanismos que favorecen la adaptabilidad de
E. coli y su posible relacion con la transmisibilidad del linaje ST38. Se identificaron varios genes enriquecidos en
genomas procedentes de cerdos, de los cuales la mayoria (8/10) se encontraron en alta proporciéon en ST38. En
contraste, entre los genes asociados al ambiente hospitalario sélo una minoria (3/14) se detectd en este linaje.
Entre los genes asociados a linajes hospitalarios destaco iss, implicado en el aumento de la supervivencia bacte-
riana en suero sanguineo. Este gen se encontré6 ademas asociado a varios genes relacionados con la formacion
de fagos. En este contexto se identificé una estructura profagica que también incluia el gen tonB, implicado en la
captacion de hierro mediante sideréforos y considerado un factor de virulencia. La alineacion de esta estructura
con una base de datos de genomas de ST38 (n = 740) reveld que una proporcion considerable de ellos portaba
gran parte de esta regién gendmica. A continuacion, se realizara estudios de alineamiento gen a gen para buscar
el backbone del fago y averiguar qué genes son comunmente transportados con él.
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Resumen

Pseudomonas syringae es una bacteria fitopatégena de gran relevancia tanto en investigacion basica como apli-
cada (1). Su manipulacidon genética se realiza habitualmente mediante intercambio alélico, una estrategia que
requiere la construccion de vectores especificos para cada modificacion gendémica. Estos vectores incluyen re-
giones homologas a los extremos del locus diana y un marcador de seleccion que permite identificar los clones
recombinantes. No obstante, su ensamblaje suele implicar multiples etapas de clonacién basadas en enzimas de
restriccion, lo que hace que el proceso sea laborioso y prolongado. En este trabajo se presenta una plataforma
de clonacion modular basada en ensamblaje Golden Gate disefiada para simplificar y agilizar la generacion de
vectores de intercambio alélico. Nuestro kit sigue una arquitectura estandarizada y compatible con los sistemas
MoClo y Golden Standard, lo que facilita su integracion en flujos de trabajo de biologia sintética ya establecidos
(2). Esta plataforma permite el ensamblaje flexible de diversas herramientas genéticas, incluyendo vectores para la
obtencion de mutantes knock-out y para la generacion de fusiones génicas transcripcionales y traduccionales en el
cromosoma bacteriano. El sistema se organiza en plasmidos de nivel 0 (LO) y nivel 1 (L1) que contienen moédulos
genéticos intercambiables, tales como promotores, RBSs, secuencias codificantes, TAGs, terminadores de trans-
cripcion y marcadores de resistencia a antibiéticos. La combinacion de estos elementos permite generar construc-
ciones a medida de forma rapida y eficiente. Como prueba de concepto, se ensamblaron en una Unica reaccion
distintas construcciones reporteras basadas en GFP bajo el control de varios promotores bacterianos (PlacZ, Pnptll
y PrrsA). Asimismo, se desarrollaron vectores de intercambio alélico para la integracion de reporteros fluorescentes
constitutivos en un locus neutro del cromosoma de P. syringae, lo que permite la visualizacion de la infeccion en
planta. Ademas, debido a su disefio modular y estandarizado, nuestra herramienta es potencialmente aplicable a
otras bacterias en las que la modificacion genética se base en estrategias de intercambio alélico. Por tanto y en
conjunto, este toolkit constituye una herramienta robusta y versatil que facilita la generacién de herramientas mo-
leculares para el estudio funcional de genes en P. syringae y otros sistemas bacterianos.
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Resumen

El molibdeno (Mo) es un elemento de esencial en bacterias, plantas y animales, que se encuentra biodisponible
principalmente en forma de molibdato (MoO42-). Una vez en el interior de la célula, el molibdato se incorpora a la
molibdopterina (MPT) formando el cofactor de molibdeno (Moco), una molécula clave que constituye el centro acti-
vo de muchas enzimas con actividad reductasa (1). Estas enzimas, pertenecientes a la familia de las oxidorreduc-
tasas, desempefian funciones esenciales en el metabolismo del nitrégeno, el azufre y el carbono, lo que subraya
la importancia de este cofactor en procesos celulares fundamentales. En Escherichia coli, los genes responsables
de la biosintesis de Moco se agrupan en el operon moa, cuya expresion esta finamente regulada por la disponi-
bilidad de molibdato, el regulador FNR y un riboswitch especifico de Moco (2). Sin embargo, en Staphylococcus
aureus, los genes implicados en esta ruta se organizan en un operdn no-contiguo (3 y 4) en el que el gen moaC
se encuentra dentro del operén, pero se transcribe en direccién opuesta. En este trabajo analizamos, desde un
enfoque genético y bioquimico, cémo esta arquitectura transcripcional permite coordinar la produccién de Moco y
evitar la acumulacion del intermediario cPMP. Nuestros resultados muestran que la alteracion de esta organizacion
mediante manipulaciéon genética conduce a una reduccion en los niveles finales de Moco y, en consecuencia, a
una disminucion del fithess bacteriano. Este estudio constituye un nuevo ejemplo de cémo las bacterias utilizan los
operones no-contiguos como estrategia reguladora para asegurar la produccién coordinada de los componentes
de una ruta metabdlica, evitando al mismo tiempo la acumulacion excesiva de intermediarios o enzimas clave. Este
control se basa en un mecanismo de solapamiento transcripcional, en el que la expresién de unos genes interfiere
con la de otros (excludoén) (5). En conjunto, nuestros resultados indican que la organizacion en operdn no contiguo
es una estrategia reguladora empleada por determinadas bacterias para controlar procesos basicos de su biolo-
gia, como la sintesis de Moco, un cofactor ampliamente conservado y utilizado en bacterias, hongos y mamiferos,
incluido el ser humano.
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Resumen

El género Listeria comprende especies patdégenas y no patégenas que coexisten frecuentemente en el medio na-
tural, el tracto gastrointestinal de animales, alimentos y entornos de procesamiento1-3 . Curiosamente, en estudios
epidemioldgicos basados en cultivo, la especie no patégena Listeria innocua es la especie de mayor distribucion
tanto en ambientes ligados a hospedadores (ej: tracto gastrointestinal de mamiferos) como en ambientes no liga-
dos a hospedadores (ej: alimentos, entornos procesado de alimentos y medios naturales)3-5. Listeria monocyto-
genes, especie patdgena del género y causante de la listeriosis, es la segunda especie mas detectada del género
en los mismos ambientes ya descritos para L. innocua. La alta prevalencia de L. innocua detectada, ha llegado
a plantear si el método de aislamiento utilizado en las guias de referencia de microbiologia para Listeria spp. po-
dria estar generando un enmascaramiento de L. monocytogenes en presencia de L. innocua lo que conllevaria
importantes implicaciones para la Salud Publica y los estudios de ecologia microbiana. En este trabajo evaluamos
si la composicion genotipica de diferentes cepas de L. innocua influye en el aislamiento por cultivo de diferentes
complejos clonales de L. monocytogenes con distintas islas de patogenicidad (LIPI del inglés Listeria Pathogenicity
Island). Los resultados mostraron que, aunque se inoculen a igual proporcidn, L. innocua posee una cierta ventaja
de crecimiento relativo frente a L. monocytogenes. No obstante, L. monocytogenes fue detectada en la totalidad de
los ensayos. A nivel molecular, la presencia de LIPI-3 en cepas hipervirulentas favorecié su capacidad de compe-
tencia frente a L. innocua. Los resultados indican que los protocolos estandares de aislamiento de Listeria spp. no
enmascaran la presencia de L. monocytogenes frente a L. innocua, 1o que corrobora los estudios epidemiolégicos
mostrando que L. innocua esta mas ampliamente distribuida que L. monocytogenes. Los mecanismos que hacen
que una especie no patdégena como L. innocua esté mas extendida que la especie patdégena del género tanto en
ambientes naturales como ligados a hospedador no se conocen actualmente, pero podrian ayudar a entender la
evolucién y especiacion de este género bacteriano.
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Resumen

INTRODUCCION. La colonizacion del TGl por C. albicans induce una respuesta humoral mediada por IgA secre-
tora en la mucosa intestinal e IgG en suero(1). En modelos murinos se ha demostrado que esta respuesta protege
parcialmente de candidiasis sistémicas posteriores(1,2). Por su parte, C. albicans desarrolla una combinacion de
adaptaciones morfoldgicas, metabdlicas y regulatorias, que le permiten persistir en este nicho manteniendo su
potencial patogénico(3). OBJETIVO: En trabajos previos mediante estudios de microevolucion se generaron cepas
de C. albicans que presentan un mayor fithess en el TGl murino(4). Partiendo de la hipétesis de que estas cepas
puedan inducir una respuesta protectora frente a candidiasis sistémica mas potente que la cepa silvestre, nos plan-
teamos evaluar esta proteccion tras la inoculacion de dichas cepas por diferentes vias de administracion y posterior
induccion de infeccion sistémica por una cepa silvestre. METODOS: Se administran suspensiones de células de la
cepa parental y 2 cepas en estudio por via subcutanea, intraperitoneal o intragastrica a dia 0, 21 y 36 a 4 ratones
por grupo. Se hace un seguimiento de la respuesta adaptativa generada mediante la toma de muestras de heces
(IgAs) y suero (IgGs). A dia 43 se induce una infeccion sistémica por via intravenosa y a término se cuantifica la
carga fungica presente en diferentes 6rganos clave y la respuesta humoral inducida por ELISA. RESULTADOS: Se
observan diferencias significativas entre vias de administracién en términos de UFCfungicas/6rgano, con menor
presencia de C.albicans cuando se administran por via intragastrica. Hay cambios en la respuesta humoral gene-
rada, siendo hasta 3 veces superior el titulo de IgGs especificas. La administracion intraperitoneal disminuye sig-
nificativamente la carga fungica en higado en comparacion con el control, siendo el higado el 6rgano mas dafiado.
IMPORTANCIA: Aunque si se ha descrito que la colonizacion del TGI induce una respuesta tipo IgG que aumenta
la viabilidad de los ratones tras una inoculacién intravenosa, esta proteccion no es total. Aqui analizamos otras vias
de administracion potencialmente mas inmunogénicas y con ello, resultados de gran valor para el disefio de futuras
experimentos en el desarrollo de potenciales vacunas.
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Resumen

Introduccion Los microorganismos y sus comunidades presentan una alta capacidad de adaptacién a cambios
ambientales. Un ejemplo es la aparicion del ibuprofeno como contaminante emergente, un antiinflamatorio no este-
roideo ampliamente utilizado desde la década de 1970. Mediante cultivos de enriquecimiento a partir de muestras
de dos estaciones depuradoras de aguas, nuestro laboratorio obtuvo previamente varios consorcios bacterianos
capaces de degradarlo con distinto grado de evolucion. A partir de estos, se han aislado tres estirpes de Rhizorhab-
dus wittichii capaces de degradar el compuesto de forma individual. Objetivos Analizar los cambios genéticos aso-
ciados a la evolucién desde consorcios microbianos a estirpes aisladas, asi como caracterizar su eficiencia en la
biodegradacion de ibuprofeno y su capacidad de formacién de biofilms, con vistas a su aplicacion en el tratamiento
de aguas residuales. Metodologia Se compararon las secuencias genémicas de las estirpes y los consorcios ori-
ginales para identificar diferencias en regiones implicadas en la degradacion. La regulacion génica en respuesta
al ibuprofeno se analizé mediante fusiones a lacZ. La degradacion de ibuprofeno se evalué monitorizando el creci-
miento de cultivos y mediante HPLC. La formacién de biofilms se determiné mediante tincién en cultivos en micro-
placas. Resultados El analisis gendmico de las regiones que contienen los genes ipf implicados en la degradacion,
revel6 diferencias respecto a los consorcios originales. Todas las estirpes conservan la ruta superior previamente
descrita, mientras que una de ellas carece de la ruta inferior estandar, lo que sugiere la utilizaciéon de una via alter-
nativa actualmente en estudio. Los ensayos de expresién muestran que los genes de la ruta superior se inducen
parcialmente en presencia de ibuprofeno, mientras que los de la ruta inferior parecen responder a intermediarios
metabdlicos. Las tres estirpes degradan eficazmente el ibuprofeno y presentan diferencias en su capacidad de for-
macion de biofilms. Importancia Estos resultados profundizan en los procesos genéticos y funcionales asociados a
la evolucion de consorcios y estirpes microbianas ante cambios en el medioambiente y proporcionan una base para
el desarrollo de nuevas estrategias biotecnolégicas sostenibles orientadas a la eliminacion de estos compuestos en
sistemas de tratamiento de aguas residuales.
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Resumen

Introduccion Acinetobacter baumannii (AB) es un patégeno de interés clinico caracterizado por su elevada resis-
tencia antimicrobiana y capacidad de persistencia intracelular. Su virulencia depende en gran medida de meca-
nismos que le permiten modular respuestas del huésped, incluyendo la activacion de TFEB, regulador clave de
la biogénesis lisosomal. Sin embargo, los mecanismos que controlan su activacion durante la infeccion no estan
completamente definidos. Objetivos Caracterizar los mecanismos moleculares implicados en la activacion de TFEB
durante la infeccion por AB, con especial énfasis en el papel de la sefializacion lipidica y del calcio en la persisten-
cia intracelular bacteriana. Métodos Se utilizaron células HelLa y lineas estables TFEB-GFP infectadas con AB. La
activacion de la fosfolipasa A2 independiente del calcio (iPLA,), produccion de llsofosfatidilcolina (LPC), actividad
de Cox-2/PGE, y niveles de TFEB se analizaron mediante microscopia, ensayos enzimaticos y western blot. Se
emplearon inhibidores farmacologicos (BEL, GSK7975A, EGTA) y silenciamiento por siRNA (iPLA,, ORAI1). La
biogénesis lisosomal y el pH intracelular se evaluaron mediante sondas fluorescentes. La replicacion bacteriana se
determind por ensayos de internalizacion. La validacion in vivo se realizé en Caenorhabditis elegans mediante el
analisis de HLH-30, ortdlogo del TFEB. Resultados La infeccion incremento significativamente la expresion y activi-
dad de iPLA,, asi como de sus mediadores Cox-2 y PGE,. La inhibicion o silenciamiento de iPLA, redujo la expre-
sion y translocacion nuclear de TFEB. Asimismo, se observo un aumento de LPC, cuya adicidon exdgena indujo la
activacion de TFEB. La entrada de calcio a través del canal ORAI1 resulté esencial, ya que su inhibicion disminuyo
significativamente la activacion de TFEB vy la biogénesis lisosomal. A pesar de esta respuesta defensiva AB sobre-
vivié intracelularmente mediante la produccién de amonio y la alcalinizacion del entorno lisosomal. Este fenémeno
favorecio la replicacion bacteriana. En C. elegans, la infeccion indujo la activacion progresiva del ortélogo HLH-30,
confirmando la relevancia in vivo. Importancia Este estudio describe un nuevo eje de sefializacion iPLA,-LPC-Ca*-
TFEB que regula la respuesta lisosomal durante la infeccion. La capacidad de AB para contrarrestar esta respuesta
mediante alcalinizacion resalta una interaccién dinamica huésped-patégeno y sugiere nuevas dianas terapéuticas
para mejorar la eliminacién intracelular bacteriana.
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Resumen

La colonizacién por bacterias portadoras de plasmidos con resistencia a antibiéticos constituye un desafio clinico
al actuar como reservorio de determinantes de resistencia. Los antimicrobianos basados en sistemas CRISPR/
Cas permiten dirigir el tratamiento de forma especifica a genes de resistencia, ofreciendo un enfoque prometedor
para eliminarlos selectivamente sin alterar de manera significativa el resto de la microbiota, como ocurre con los
tratamientos antibiéticos. Sin embargo, en entornos complejos como la microbiota intestinal, la eficiencia de ad-
ministracion esta limitada por una difusion restringida y un acceso limitado a las células diana. Con el objetivo de
abordar la colonizacién asintomatica, desarrollamos fagémidos (vectores con propiedades tanto de plasmido como
de bacteriéfago) capaces de empaquetar un plasmido portador de CRISPR/Cas9, dirigido por sgRNAs contra ge-
nes de B-lactamasas clinicamente relevantes, en capsides derivadas del fago M13. Ademas, implementamos un
protocolo de aislamiento de microbiota basado en un gradiente de densidad para optimizar la eficiencia de adminis-
tracion en matrices fecales complejas. Este procedimiento permite concentrar las células bacterianas y aumentar
el contacto efectivo entre las particulas de fagémido y sus dianas, manteniendo la viabilidad celular y la estructura
de la comunidad microbiana, como se confirmé mediante analisis de ARNr 16S y live/dead. En ensayos in vitro, los
plasmidos portadores de genes de B-lactamasa, incluidos blaOXA-48, blaNDM-1, blaVIM-1, blaGES-5 y blaTEM-1,
se eliminaron con eficiencias superiores al 99,9 %, demostrando una actividad especifica robusta y reproducible
frente a multiples determinantes de resistencia. Esta elevada eficacia se mantuvo en comunidades microbianas
complejas ex vivo, en comparacion con heces no procesadas, sin alterar la composicién global de la comunidad.
Este flujo de trabajo abre la puerta a una posible reintroduccion de la microbiota tratada en el huésped, facilitando
el desplazamiento de poblaciones resistentes mientras se preserva la integridad del microbioma. La plataforma es
altamente modular, ya que los sgRNAs pueden redisefarse para dirigirse a distintos genes de resistencia, factores
de virulencia o determinantes de colonizacién, y es compatible con diversos sistemas de entrega basados en fagos
y otras tecnologias CRISPR, lo que amplia su potencial aplicacién clinica y permitiria superar limitaciones asocia-
das al tratamiento directo de bacterias clinicas.
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Resumen

El género Listeria esta compuesto por 29 especies de las cuales sélo L. monocytogenes y L. ivanovii son pato-
genas (1). El resto de especies se consideran no patégenas aunque se utilizan como marcadores para identificar
condiciones ambientales en las que podrian proliferar las especies patdgenas (2). Hasta la fecha, la vigilancia epi-
demioldgica de Listeria spp. se ha basado en el estudio de una Unica colonia por aislamiento positivo, asumiendo
que las infecciones son monoclonales y subestimando la existencia de infecciones policlonales (3). La existencia
de policlonalidad es importante desde el punto de vista de la diversidad biolégica y de la identificacion de variantes
con diferente virulencia o susceptibilidad antibiética. Si la policlonalidad es mas frecuente de lo estimado, el manejo
de las infecciones clinicas bacterianas se dificultaria (4). Identificar las infecciones policlonales de Listeria spp. en
animales ayudara a entender la biologia de este patégeno y los riesgos para la salud publica y animal. En este es-
tudio se procesaron 2.372 muestras de rumiantes (uno de los principales reservorios de Listeria spp.) para analizar
la presencia de Listeria spp. mediante cultivo. De estas muestras, 262 resultaron positivas y se seleccionaron cinco
colonias independientes por muestra (N=1310 colonias totales). La diversidad entre colonias de la misma muestra
positiva se evalué combinando criterios fenotipicos en placa (hemdlisis y actividad del regulador transcripcional
de virulencia PrfA medida segun agar cromogénico) y genotipicos (ERIC-PCR)) (5). De 262 muestras positivas,
segun criterios fendtipicos en placas y de ERIC-PCR se detecto policlonalidad en 98 muestras. De esta forma se
secuenciaron a nivel de genoma completo (WGS) 377 aislados que representaban: una colonia de los aislados
que presentaban monoclonalidad y un representante de cada uno de los perfiles feno-genotipicos de los aislados
que presentaban policlonalidad. El analisis genémico mostré que el 29,9% (113/377) de las muestras presentaban
colonizacion policlonal demostrando que el analisis de una colonia Unica de L. monocytogenes enmascara la diver-
sidad real de las colonizaciones por este género bacteriano. Implementar técnicas rapidas de PCR como cribado
previo al WGS permite detectar variantes con potencial patogénico divergente y fenotipos atipicos, garantizando
una vigilancia epidemioldgica mas precisa.
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Resumen

Las infecciones bacterianas resistentes a los antibiéticos representan una de las mayores amenazas para la salud
humana global, exacerbada por décadas de uso indebido de antibidticos fomentando la aparicion de clones de alto
riesgo (HIRC), que tienen una capacidad extraordinaria para propagarse rapidamente en entornos hospitalarios y
comunitarios. Por ello, es necesario un cambio de paradigma hacia estrategias integradoras que identifiquen carac-
teristicas genémicas o metabdlicas que identifiquen qué clones seran dominantes, permitiéndonos esclarecer los
fundamentos mecanisticos de su éxito y disefiar métodos para restringir su diseminacioén. La colonizacion de HiRC
es un proceso complejo que involucra multiples factores, como eficiencia en la utilizaciéon de fuentes de carbono
disponibles, la evasion del sistema inmune del huésped, la secrecién y defensa contra bacteriocinas de compe-
tidores, y la formacién de biopeliculas. Estos procesos estan estrechamente regulados a través de la fisiologia y
el metabolismo especificos de cada clon, haciendo de la capacidad metabdlica un determinante clave del éxito
de la colonizacioén. Por lo tanto, la identificacion de diferencias metabdlicas entre HIRC y comensales permitira la
prediccion de amenazas emergentes. En primer lugar, caracterizaremos el crecimiento de HiRC y cepas comen-
sales en diversas fuentes de carbono y nitrégeno e identificaremos los perfiles de utilizacion diferenciadores en
monocultivos y ensayos de competicidon. A continuacion, se contextualizan estos datos experimentales en modelos
metabdlicos a escala gendmica de cada una de las cepas, realizaremos un analisis exhaustivo del balance de flujos
(dFBA). Resultados preliminares muestran que algunos HiRC crecen significativamente mas rapido en glucosa,
metabolito dominante en el intestino durante estados inflamatorios. Asimismo, estos clones exhiben ventajas en el
uso de fumarato, citrato, serina, treonina o aspartato, todos abundantes también en nichos inflamatorios. En con-
traste, los comensales muestran mejor crecimiento en pentosas, polioles y malato/a-cetobutirato, sustratos tipicos
del lumen intestinal sano. Esta estrategia permitira la vigilancia predictiva para prevenir la diseminaciéon de HiRC
y descubrir nuevas dianas terapéuticas para la inhibicion selectiva del metabolismo patogénico. Ademas, propor-
ciona la evidencia mecanicistica necesaria para disefiar intervenciones personalizadas y estrategias probidticas o
nutricionales dirigidas para detener la diseminacion de estas principales amenazas a la salud publica.
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Resumen

En ecologia microbiana, es comun inferir rasgos funcionales a partir de la identidad taxonémica, utilizando umbra-
les de Identidad de Nucleétidos Promedio (ANI) para definir especies (>95%) e incluso cepas (>99,99%). Sin em-
bargo, el ANI no captura variaciones estructurales criticas, como diferencias en el contenido génico o la pérdida de
regiones gendmicas grandes, lo que podria derivar en comportamientos ecoldgicos divergentes incluso en aislados
estrechamente relacionados. En este trabajo, analizamos a Pseudomonas sp. CDVBN10A y CDVBN10B, enddfitos
de raiz de Brassica napus con un potencial prometedor como PGPB. A pesar de compartir un ANI >99,99%, la cepa
CDVBN10B carece de una amplia region gendmica presente en la cepa A, lo que genera diferencias fenotipicas y
funcionales significativas. La caracterizacion fenotipica mostré que la cepa B posee un menor tamafio celular, una
mayor movilidad swimming y una morfologia de colonia distinta. Curiosamente, aunque ambas cepas colonizan la
planta de forma similar, la pérdida genémica en CDVBN10B resulté en una promocion del crecimiento vegetal su-
perior. Los analisis transcriptomicos revelaron respuestas contrastantes: la interaccion con la cepa A desencadena
una activacion mucho mas amplia de genes tanto en la bacteria como en la planta en comparacién con la cepa B.
Nuestros resultados demuestran que la similitud genémica extrema no garantiza la equivalencia funcional. Estos
hallazgos subrayan la necesidad de considerar la variacion en el contenido del genoma, y no solo el ANI, al selec-
cionar y optimizar inoculantes microbianos para una agricultura de precision.
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Resumen

The bacterial SOS response is a conserved regulatory pathway activated upon DNA damage and controlled by the
coordinated action of the recombinase RecA and the transcriptional repressor LexA. Under normal growth condi-
tions, LexA represses transcription through binding to specific DNA motifs known as LexA boxes, whereas upon
stress, RecA-mediated autocleavage of LexA leads to global transcriptional reprogramming. In Bacillus subtilis
bacteriophages of the SPBeta family, such as phi3T and SPS, the lysis-lysogeny decision is governed by the sro
operon, a sophisticated multi-repressor genetic switch (Brady et al., 2023). Prophage induction involves a mul-
ti-layered integration of environmental, host and population cues, including the arbitrium quorum-sensing system
for population-level coordination, and the host SOS regulon and MazEF toxin-antitoxin system (Zamora-Caballero
et al., 2024). Recently, it has been demonstrated that these phages encode a small SOS-dependent antirepressor
that triggers the lytic cycle by inactivating the master repressor (Chmielowska C, et al 2026). However, the full ex-
tent of LexA-mediated regulation across the SPBeta phages genomic landscape remains largely unexplored.Here,
we investigated the RecA—LexA regulatory axis to map the broader SOS-dependent landscape of SPB and phi3T..
To this end, we assessed prophage behavior in a RecA-deficient background and in strains carrying LexA variants
with altered inducibility. In parallel, we identified putative LexA-binding motifs within both prophage genomes and
examined the expression of associated genes under SOS-inducing conditions. Together, these approaches reveal
that perturbations in SOS regulation impact both prophage induction and LexA-dependent gene expression within
SPBeta-family genomes. This work provides new insight into how bacterial stress responses are integrated by
prophages to control their developmental fate, with implications for genome dynamics and host—phage interactions.
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Resumen

Salmonella Typhimurium (S.Typhimurium) es un patégeno intracelular capaz de colonizar el intestino y persistir
en el hospedador mediante la modulacion de respuestas inmunes y metabdlicas del tejido intestinal. En el cer-
do, la infeccidon subclinica favorece su mantenimiento como reservorio. A pesar de su relevancia, se desconoce
cémo las diferentes poblaciones celulares del ileon coordinan su respuesta, y en qué medida ésta implica una
reprogramacion metabdlica vinculada a la funciéon inmune. Por ello el objetivo de nuestro trabajo es caracterizar,
a nivel de célula unica, la respuesta transcripcional del ileon porcino frente a S. Typhimurium, y definir programas
inmunometabdlicos especificos de cada linaje celular y su relevancia funcional durante la infeccion. Para ello se
realizé scRNA-seq en ileon porcino tras una infecciéon experimental con S. Typhimurium, identificando subpobla-
ciones celulares y cambios transcripcionales en cada una de ellas. Los perfiles de expresion especificos de tipo
celular se validaron mediante qPCR y ensayos de co-localizacién mediante inmunofluorescencia. Para los ensayos
funcionales se usaron lineas celulares (3D4/31) y cultivos primarios para ensayos metabdlicos con Seahorse y
cuantificacién de glucosa y lactato. La infeccién provocé cambios cuantitativos a nivel de poblaciones celulares en
ileon. Los monocitos/macréfagos mostraron un perfil compatible con cambios inmunometabdlicos tipo Warburg,
con una marcada activacion de genes glucoliticos, ACOD1y CD274 (PD-L1), lo que sugiere un estado inflamatorio
acompanado de mecanismos de regulacion inmune. Los linfocitos presentaron sefiales de estrés proteostatico, con
induccion de chaperonas y disminucién de la actividad traduccional, lo cual sugiere una activacion funcionalmente
limitada. Por su parte, los enterocitos mostraron una pérdida de identidad metabdlica, con reduccion del metabo-
lismo lipidico y de aminoécidos, junto con un incremento de mediadores inflamatorios. La integracién de los datos
transcripcionales y funcionales permiten confirmar la transiciéon hacia un fenotipo glucolitico y la especificidad celu-
lar de estos programas. En conjunto, nuestros resultados muestran que la infeccion por Salmonella no solo induce
inflamacion, sino que reorganiza de forma profunda y especifica el estado funcional de los distintos tipos celulares
del ileon mediante programas inmunometabdlicos diferenciados. Estos hallazgos situan la reprogramacion meta-
bdlica como un elemento central en la interaccion patégeno-hospedador en el intestino.
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Resumen

Bacterial transcription factors (TFs) regulate gene expression by binding specifically to operator elements upstream
of target genes. The recognition of operator sites is made specific by the embedding of a target DNA sequence pat-
tern, or DNA sequence motif, within the transcription factor sequence/structure. DNA sequence motifs can encode
information either through nucleotide conservation at individual positions (positional information) or through the
conservation of correlations among positions (mutual information). Although both encoding strategies can effective-
ly convey binding specificity (Le et al. 2018), transcription factor binding motifs appear to store only a very small
fraction of their information as correlations. As a result, simple models that assume independent contributions of po-
sitions to molecular recognition, such as position-specific weight matrices (PSWM), are widely and effectively used
to describe TF-binding specificity (Zhao and Stormo 2011; Weirauch et al. 2013). This is a remarkable phenomenon
that raises a fundamental evolutionary question: if binding specificity can be obtained with correlation-based motifs,
why do TF-binding motifs predominantly rely on conservation-based motifs? This skew in encoding strategies has
been conventionally attributed to putative limitations in evolving proteins structures that enable the allosteric inter-
actions required to recognize inter-positional correlations. However, there is ample evidence that TFs can recognize
inter-positional correlations embedded by sequence-dependent structural features of DNA, such as local curvature
or bendability (Rohs et al. 2009; Velmurugu et al. 2018). Here, we therefore ask whether this predominance of
positional information reflects an adaptive feature of the encoding system itself, rather than a mere biophysical
constraint. Using analytical and simulation-based approaches, we show that encoding information as positional
conservation is more robust to mutations than encoding it through correlations and is indirectly favored under se-
lection for functionality in transcriptional regulatory networks. At the same time, encoding information as positional
conservation smooths the affinity landscape, potentially enhancing the evolvability of regulatory interactions. We
show that a similar bias toward positional information encoding exists in the genetic code and we suggest that a
preference for positional information may represent a universal feature of biological codes that must reliably store
information on nucleotide sequences in the face of mutational noise.
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Resumen

La resistencia antimicrobiana (AMR) representa una de las mayores amenazas para la medicina moderna, con
proyecciones de hasta 10 millones de muertes anuales para el afio 2050. Uno de los principales motores de este
problema de salud es la emergencia y diseminacion global de clones multirresistentes epidemiolégicamente exi-
tosos. Estos clones de "alto riesgo", como los pertenecientes al filogrupo B2 de Escherichia coli extraintestinal
(ExPEC), han adquirido rasgos adaptativos que incrementan su patogenicidad y supervivencia. Debido a su com-
binacién Unica de genes de virulencia, metabolismo y resistencia, estos clones suponen un riesgo significativo al
propagarse de forma incontrolada tanto en entornos comunitarios como hospitalarios. La colonizacién exitosa del
tracto intestinal y de otros nichos mucosos es un proceso complejo que involucra numerosos factores ecoldgicos y
evolutivos. Entre ellos destacan la motilidad y la capacidad de formar biofilm, elementos criticos que permiten a las
bacterias desplazarse hacia nichos favorables, adherirse y persistir frente a tensiones ambientales. El presente tra-
bajo se centra en estudiar la motilidad (swimming y swarming) y la formacion de biofilm como proxies cuantificables
del potencial colonizador de los clones bacterianos de alto riesgo, utilizando ensayos estandarizados y medios de
cultivo que mimetizan las condiciones metabdlicas y de nutrientes del tracto urinario humano. Mediante un enfoque
comparativo entre aislados clinicos uropatégenos B2 y cepas comensales, se busca identificar los rasgos feno-
tipicos y las bases metabdlicas que impulsan el éxito ecoldgico de EXPEC. Estos hallazgos son esenciales para
desarrollar plataformas predictivas de patégenos y validar dianas terapéuticas innovadoras que permitan bloquear
la colonizacion de forma selectiva, ofreciendo alternativas eficaces al uso convencional de antibiéticos.
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Resumen

Streptococcus suis es una bacteria Gram-positiva que provoca graves enfermedades en cerdos y humanos inclu-
yendo meningitis y septicemia. Presenta elevadas tasas de infeccion y actualmente no existe una vacuna comer-
cial eficaz para tratar la enfermedad. El objetivo de este trabajo es determinar el potencial vacunal de 3 proteinas
conservadas en S. suis, identificadas como GInHP1, ShgH y GInH3, que codifican posibles proteinas de union a
sustrato de transportadores ABC de glutamina y/o histidina. Analisis in silico mostraron que las proteinas poseen
una baja variabilidad aminoacidica en una coleccién de 65 cepas filogenéticamente diferentes. Ensayos de Wes-
tern blot confirmaron que las tres proteinas se producen en la cepa P1/7 y en una coleccién de 30 cepas de S. suis.
Experimentos utilizando proteinasa K demostraron que las proteinas estan expuestas en la superficie bacteriana y
ensayos de citometria de flujo demostraron su accesibilidad a anticuerpos especificos. Para conocer su inmunoge-
nicidad en cerdos, las proteinas purificadas se enfrentaron a sueros porcinos obtenidos de animales expuestos a
S. suis mediante Western Blot, observandose reactividad en aquellos obtenidos de cerdos enfermos y recuperados
de la enfermedad. La capacidad de las proteinas de inducir proteccion en animales de experimentacion frente a
S. suis se analizd mediante un ensayo de vacunacién-infeccion en ratones BALB/c en combinacién con cinco ad-
yuvantes distintos. Tres dias post-infeccion con P1/7, se obtuvieron los sueros de los ratones supervivientes (80%
de cada grupo vacunado y 40% control) y se estudié el mecanismo de proteccidon. Ensayos mediante citometria
de flujo no detectaron una mayor deposicion del factor del complemento C3 cuando la bacteria fue incubada con
los sueros de animales vacunados respecto a los no vacunados, sugiriendo que no se estimula la via clasica del
complemento. Sin embargo, ensayos en macréfagos murinos demostraron un incremento significativo de la opso-
nofagocitosis de bacteria incubada con los sueros de animales vacunados respecto a los control. En resumen, este
trabajo demuestra que GInHP1, ShgH y GInH3 son proteinas inmunogénicas en S. suis, expuestas en superficie y
que producen proteccion parcial en animales frente a la infeccion por S. suis.
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Resumen

Introduccion Staphylococcus aureus presenta una estructura poblacional clonal estrechamente asociada a hospe-
dadores, donde los elementos genéticos moviles, y en particular los profagos, impulsan su adaptacion y evolucion.
El complejo clonal CC121, asociado mayoritariamente a conejos, ha experimentado en los ultimos afios la emer-
gencia del sublinaje ST3764 como linaje predominante. Objetivos Caracterizar la dinamica evolutiva del CC121 de
cepas aisladas de conejos y evaluar el papel de un profago en la expansioén clonal del sublinaje ST3764. Métodos
Se analizaron 197 genomas del CC121 de aislados de conejos mediante un pipeline que incluyé ensamblaje (SPA-
des), anotacion (BAKTA) y analisis filogendmico basado en SNPs del core genome (Snippy, Gubbins, IQ-TREE). La
dinamica temporal se estimé con BEAST2. Los profagos se identificaron con PHASTEST y se caracterizaron con
Pharokka y Phold. La susceptibilidad a fagos se evalué mediante ensayos de doble capa utilizando fagos proce-
dentes de cepas humanas ST121 inducidos con mitomicina C. Resultados El sublinaje ST3764 se identific6 como
un clado monofilético con baja diversidad genética (0—100 SNPs; mediana 57) y claramente diferenciado de ST121
(210-522 SNPs; mediana 392), consistente con una expansion clonal reciente. El analisis temporal estimé su ori-
gen hace aproximadamente 13 afos. ST3764 se asoci6é de forma casi exclusiva a un profago completo de 41.3 kb,
altamente conservado (mediana 0 SNPs) y ausente en la mayoria de aislados basales. El profago presenta una
organizacion tipica de siphovirus temperado y no codifica factores clasicos de virulencia ni resistencia. No obstan-
te, los ensayos de infeccidn revelaron que las cepas portadoras del profago muestran una marcada reduccion en
la susceptibilidad a la infeccidn por fagos. Importancia Estos resultados sugieren que la adquisicion del profago ha
contribuido al éxito evolutivo del sublinaje ST3764, probablemente mediante mecanismos de proteccién frente a la
superinfeccion por fagos, destacando el papel de los profagos como determinantes relevantes en la adaptacion y
expansion de linajes bacterianos.
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Resumen

Introduccion Staphylococcus aureus es un patdgeno oportunista responsable de infecciones que van desde proce-
sos cutaneos hasta patologias clinicas graves como la endocarditis. Su elevada capacidad para desarrollar resis-
tencia a antibiéticos ha impulsado la busqueda de nuevas dianas terapéuticas. La proteina Ebh, de gran tamafo
y alto coste energético para la bacteria, se ha relacionado con la adhesion celular, virulencia y, ademas, su papel
es importante tanto en la resistencia a farmacos como en la resistencia al complemento. Objetivos Caracterizar los
fenotipos asociados a la sobreexpresién y delecion parcial de Ebh mediante la adicion de la etiqueta 3XFLAG. Mé-
todos Se generaron cepas recombinantes de S. aureus que expresan Ebh marcada con una etiqueta 3XFLAG bajo
el control de promotores inducibles. La expresion y localizacion de la proteina se evaluaron mediante deteccion
con anticuerpos especificos y microscopia de fluorescencia. Se analizaron fenotipos como crecimiento bacteriano
y morfologia celular bajo condiciones inducidas y no inducidas. Resultados Las cepas recombinantes permitieron
la deteccion especifica de Ebh, confirmando su localizacién en la superficie bacteriana. Los sistemas inducibles
mostraron regulacion dependiente del inductor, aunque con niveles bajos de expresion en ausencia del mismo,
indicando escape basal de los promotores. La sobreexpresion de Ebh resulté en una reduccién significativa de la
velocidad de crecimiento en comparacién con la cepa salvaje, lo que sugiere un elevado coste fisiolégico asociado
a su produccion. Por otro lado, la expresion de una variante parcialmente delecionada de Ebh condujo a una dismi-
nucioén en el tamafio celular. Importancia Estos resultados indican que la modulacién de Ebh impacta directamente
en procesos clave como el crecimiento y la morfologia bacteriana, reforzando su papel en la fisiologia de S. aureus.
Las cepas generadas constituyen una herramienta util para futuros estudios dirigidos a caracterizar la funcién de
Ebh y su potencial como diana terapéutica.
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Resumen

Bacterial extracellular vesicles (bEVs) have emerged as central players in the complex process of inter-kingdom
communication. Acting as specialized nano-sized conveyors, these vesicles can transport a diverse array of mo-
lecular cargo, including proteins, lipids, metabolites, and nucleic acids over long distances to interact with host
organisms. Notably, their ability to shield cargo from environmental degradation enables the stable delivery of
concentrated bioactive molecules [1]. Despite their potential, the role of bEVs in bacteria-plant interactions remains
poorly understood, limiting the development of biotechnological strategies to harness this transport system for
agricultural crop protection. Our study aimed to provide evidence of bEVs cargo release in Arabidopsis thaliana.
For this end, bEVs were labelled with a non-fluorescent dye that triggers fluorescence only upon entry into living
host cells and interacting with intracellular cytoplasmic proteins. Confocal microscopy revealed intracellular flu-
orescence within plant cells, demonstrating both membrane fusion and the functional delivery of cargo into the
host cytoplasm. Leveraging this delivery mechanism, we developed a "molecular vaccine" strategy by engineering
bEVs of Pseudomonas putida KT2440. This was achieved by employing the JBO2 scaffolding protein, an outer
membrane-anchored lipoprotein that fosters bEV secretion, to specifically load the vesicles with the eliciting Type
lll-secreted effector AvrRpt2 derived from the pathogen Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000. This effector
is known to trigger effector-triggered immunity in A. thaliana. Experimental data revealed that these engineered
bEVs triggered a robust hypersensitive response characterized by localized cell death [2]. This immune activation
was further validated by the upregulation of the systemic defense marker gene PR1. Plants pretreated with these
vesicles displayed a reduction in pathogen proliferation, confirming that bEVs conferred effective biological protec-
tion. This tool provides an organism-free strategy to enhance plant immunity while avoiding the need for chemical
treatments in crop protection. By relying on vesicle-mediated delivery systems, it reduces dependence on synthetic
agrochemicals and circumvents the regulatory, ethical, and environmental challenges often associated with genet-
ically modified organisms
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Resumen

Durante la esporulacion de Bacillus subtilis, la concentracion de alanina en el medio de esporulacion debe mante-
nerse lo suficientemente baja como para impedir la germinacion de las esporas en desarrollo o recién liberadas en
un entorno incapaz de sostener el crecimiento. Esta germinacion prematura esta mediada por el receptor de ger-
minacion GerA, sensible a la L-alanina, y normalmente se evita mediante el catabolismo de la alanina, catalizado
por la enzima alanina deshidrogenasa (Ald). Hemos descubierto que esta germinacion prematura también puede
desencadenarse por la eliminacion de la piruvato deshidrogenasa (Pdh) en la célula madre, enzima que cataliza la
sintesis de acetil-CoA a partir del piruvato. Esta germinacion prematura también estd mediada por GerA. Dado que
el piruvato no puede activar a GerA por si mismo ni facilitar su activacién por la alanina, es de suponer que la elimi-
nacion de Pdh provoca un incremento de alanina en la célula madre que no puede ser compensado por la alanina
deshidrogenasa. Sospechabamos que el piruvato, que normalmente se convertiria en acetil-CoA, se transforma
en alanina a través de la via biosintética estandar, catalizada por la alanina transaminasa (AlaT). Sin embargo, la
inactivacion de alaT o de tanto alaT como dat, cuyo producto interviene en una via alternativa de biosintesis de la
alanina, solo redujo minimamente la geminacion prematura. Una vez descartada la fuente obvia de alanina, ahora
estamos tratando de determinar como se genera. También estamos tratando de verificar nuestra hipétesis subya-
cente de que el piruvato se acumula en la célula madre en ausencia de Pdh, mediante el uso de un reportero del
piruvato y la sobreproduccién de enzimas como la lactato deshidrogenasa, cuya actividad se esperaria que agotara
el piruvato. Nuestro trabajo anterior revelé una relacion inesperada entre la esporulacién exitosa y el catabolismo
de los aminoacidos. Esta relacion se extiende ahora al metabolismo central del carbono e implica a uno de los
metabolitos mas importantes de la célula. Al igual que la célula debe mantener la alanina en una concentracién lo
suficientemente baja como para evitar la germinacion prematura, lo mismo puede decirse del piruvato.
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Resumen

Listeria monocytogenes causa enfermedades en humanos y otros animales, principalmente rumiantes. La listeriosis
presenta la tasa de letalidad mas alta entre todas las enfermedades transmitidas por alimentos. L. monocytogenes
es una bacteria psicotrofa y ubicua capaz de sobrevivir en distintos entornos. Ademas, es un patégeno intracelular
facultativo que puede colonizar el tracto gastrointestinal, atravesar la barrera intestinal y causar listeriosis (1). La
virulencia de L. monocytogenes depende principalmente de las islas de patogenicidad de Listeria (LIPIs): LIPI-1,
LIPI-3, LIPI-4 y los loci de internalina Ay B. PrfA es el regulador transcripcional de LIPI-1 y los loci de internalina A
y B, fundamentales para la vida intracelular. LIPI-3 codifica la bacteriocina listeriolisina S (LLS), cuya expresion se
ha demostrado que es exclusiva en el intestino. En este nicho, la LLS es necesaria para la colonizacién intestinal
(2,3). Mientras que LIPI-1 esta presente en todos los aislados de L. monocytogenes, LIPI-3 solo esta presente en
algunos complejos clonales hipervirulentos del linaje I. Utilizando la cepa del linaje | F2365 (responsable del brote
de California de 1985) determinamos en qué medida la sobreexpresion de LLS codificada en LIPI-3, afecta al creci-
miento de L. monocytogenes en ambientes no relacionados con el hospedador como la leche UHT o la leche cruda.
El efecto de la sobreexpresion de LIPI-3 se comparo con la sobreexpresion del regulador transcripcional de LIPI-1,
PrfA. En segundo lugar, analizamos el impacto de la sobreexpresion de la bacteriocina LLS en la composicién de
la microbiota de la leche cruda mediante secuenciacion del 16S rRNA (V3-V4) con lllumina MiSeq. Nuestro estudio
evidencid que la sobreexpresion de LIPI-3 no afecta los parametros de crecimiento de L. monocytogenes en leche
(4). Sin embargo, la sobreexpresion del regulador transcripcional PrfA de LIPI-1 resultd en un coste energético
significativo para L. monocytogenes en leche. Ademas, nuestros resultados mostraron como la sobreexpresion de
LLS de LIPI-3 no afecta la composiciéon de la microbiota nativa de la leche cruda, evidenciando que tanto la expre-
sion de la LLS como su efecto antimicrobiano estan estrictamente regulados para ejercer una accion localizada en
el intestino de los hospedadores.
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Resumen

La salmonelosis no tifoidea es una de las principales causas de enfermedades gastrointestinales de origen ali-
mentario a nivel mundial, siendo el ganado porcino uno de los principales reservorios de Salmonella enterica
serovar Typhimurium. La aparicion de linajes multirresistentes y adaptados al hospedador resaltan la necesidad
de comprender los determinantes genéticos que permiten su persistencia y patogenicidad en modelos animales fi-
siolégicamente relevantes. El objetivo de este estudio fue definir sistematicamente los requisitos de aptitud (fitness)
de un aislado de S. Typhimurium DT104 altamente adaptado a lo largo de nichos secuenciales del hospedador
durante la infeccién porcina. Se empleé la secuenciacion de sitios de insercion de transposones (TraDIS) usando
una libreria de mutantes de alta densidad (~1.2 millones de mutantes). La libreria se someti6 a seleccion in vivo en
el ileon y en nddulos linfaticos mesentéricos de lechones, asi como a una infeccién ex vivo en neutrdfilos porcinos
primarios. Los datos se procesaron usando el flujo de trabajo Bio-Tradis para identificar genes condicionalmente
esencialmente (CEGs) en cada nicho. En total se identificaron 1,813 CEGs a través de los tres nichos, revelan-
do programas de fitness dinamicos y dependientes del tejido, reflejando adaptaciones funcionales particulares a
cada entorno del hospedador. La colonizacién del ileon estuvo definida por determinantes de invasion, motilidad
y biosintesis de LPS. La supervivencia en neutroéfilos dependié de la resistencia al estrés mediado por péptidos
antimicrobianos y un reajuste metabdlico, mientras que la persistencia en MLN requirié un repertorio funcional mas
amplio que integra virulencia, motilidad y adaptacion metabdlica. Ademas, se definié un nucleo conservado de
CEGs condicionado por el hospedador. Entre estos, el sistema de mantenimiento de la asimetria lipidica (Mla) y la
via Tat emergieron como cuellos de botella criticos y universales. Mutantes dirigidos de estos sistemas mostraron
una marcada atenuacion en ensayos de infeccién in vitro, subrayando el papel central de la integridad de mem-
brana en la patogénesis de S. Typhimurium. Este trabajo define los programas de adaptacion tejido-especificos de
S. Typhimurium en el cerdo. Los hallazgos identifican vias clave para desarrollar intervenciones dirigidas a reducir
la persistencia bacteriana en reservorios animales y limitar la transmision.
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Resumen

La regulacion transcripcional es el principal mecanismo de control de la expresion génica en bacterias, y el estudio
de composicién y evolucién de las redes de regulacion transcripcional (TRNS) y sus interconexiones es clave para
entender la capacidad de adaptacion de las células bacterianas a cambios en su entorno (Ishihama 2010). Pese
al aumento de capacidad en los métodos experimentales para el estudio de redes de regulacién transcripcional, el
estudio sistematico de estas redes, sus interacciones y su evolucién estan predicados al uso de métodos computa-
cionales para la reconstruccion de redes de regulacion transcripcional usando modelos estadisticos de los motivos
de unién de los diferentes reguladores transcripcionales. En este contexto, la genémica comparativa ofrece un
marco sélido para la inferencia de motivos de union para reguladores transcripcionales bacterianos, y de las redes
de regulacion transcripcional que estos codifican (Kilig et al. 2020). Basados en la conservacion evolutiva, estos
enfoques permiten augmentar el poder estadistico de herramientas de inferencia de motivos como MEME, asi
como analizar la composicién y evolucion de redes de regulacién a partir de la identificacion de sitios de unién en
regiones promotoras de genes ortélogos. Esta aproximacion mejora la sensibilidad y especificidad de los motivos
y redes inferidas, facilitando la reconstruccién de redes de regulacion transcripcional a escala genémica. En este
trabajo presentamos un flujo de trabajo que combina herramientas de genémica comparativa para inferir motivos
de unidn y redes de regulacion para reguladores bacterianos con minima evidencia experimental (Sanchez-Osuna
et al. 2021). El flujo de trabajo integra métodos de enriquecimiento para augmentar el poder estadistico en la in-
ferencia de motivos con una plataforma para el analisis comparativo de redes transcripcionales usando modelos
bayesianos y prediccion dinamica de operones que permite reconstruir la historia evolutiva de las interacciones re-
gulatorias mediante la inferencia de estados ancestrales. Utilizando diversos factores de transcripcion bacterianos,
demostramos la eficacia de esta aproximacion tanto para inferir motivos de unién y reconstruir redes de regulacion
transcripcional. Este enfoque proporciona una base sistematica para comprender la evolucién de la regulacién
génica y su impacto en la adaptacion microbiana.
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Resumen

Introduction Advances in genetic engineering over the past six decades have revolutionised our ability to manipulate
bacterial genomes. These methodologies are paramount for elucidating the physiology, lifestyle, and adaptation of
microorganisms that impact human society. A major breakthrough in this field is the recent advent of CRISPR-Cas-
based genomic manipulation. Specifically, we have recently developed a CRISPR-Cas9-assisted recombineering
technology for Pseudomonas aeruginosa, which leverages the recombination of short single-stranded DNA facili-
tated by sgRNA-targeted double-strand DNA breaks (DSB) mediated by a synthetic SpCas9 nuclease coupled with
the efficient Ssr recombinase (1). Objectives This work seeks to adapt and optimise this CRISPR-Cas9-powered
gene editing technology for the plant pathogen P. syringae, a key model organism for studying plant-microbe in-
teractions and bacterial virulence mechanisms (2). Methods To identify the optimal systems for producing all nec-
essary genetic toolkit components, we screened a plasmid collection of inducible expression cassettes coupled to
msfGFP3 (3,4) in P. syringae pv. tomato DC3000. Following system characterisation, we devised a dual-plasmid
toolkit: one vector harbouring the ssr recombinase and a second carrying the components for SpCas9-sgRNA-me-
diated counterselection. We then assessed the killing efficiency of the SpCas9-sgRNA ribonucleoprotein (RNP)
complex by targeting the pyrF and hrcJ loci. Finally, we attempted to obtain a scarless pyrF deletion by introducing
a 100-nt recombineering oligonucleotide designed to repair the SpCas9-induced DSB via Ssr-mediated recombi-
nation. Results Screening of the expression library identified the xylS/Pm and rhaRS/Prham cassettes as the most
robust systems for the regulated expression of Spcas9 and ssr, respectively. Upon introducing the SpCas9-sgRNA
machinery targeting pyrF or hrcd into P. syringae, we observed highly efficient, site-specific cell death, confirming
the lethal nature of unrepaired DSBs in this organism. However, the subsequent introduction of recombineering
oligonucleotides alongside ssr expression failed to repair the DSBs at the targeted /oci. These results indicate that,
while the SpCas9-sgRNA counterselection machinery is highly active, the recombineering repair mediated by Ssr
requires further optimisation. Importance The streamlining of rapid, precise, and iterative genome editing systems
is paramount to accelerating the study of pathogenic mechanisms in P. syringae and other critical phytopathogens.
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Resumen

Introduccion La supervivencia de Staphylococcus aureus en sangre depende de mecanismos moleculares que
modulan la interaccién con los sistemas del hospedador. Varios de estos determinantes se han asociado con dife-
rencias en virulencia y adaptacion a hospedadores especificos. En estudios previos se ha observado diferencias
a nivel de composicion génica entre los linajes mas frecuentes aislados en casos de mastitis en conejas (ST121 y
ST96). ST121 albergaba el cluster de enterotoxinas egc completo y la adhesina bbp, mientras que ST96 carecia
de ambos. Adicionalmente, el operdn dItB, implicado en la D-alanilacion de los acidos teicoicos, se ha relacionado
con la supervivencia bacteriana en sangre y la adaptacion al hospedador. Objetivo Evaluar la influencia de genes
asociados a virulencia (bbp y egc) en la supervivencia de S. aureus en sangre completa de conejo. Métodos Se
realizaron curvas de crecimiento para comparar las cepas mutantes (Abbp y Aegc) con la cepa J de tipo silvestre
(JWT) y DL9, empleadas como controles positivos y AdItB como control negativo. La supervivencia bacteriana se
evalué mediante un ensayo ex vivo en sangre completa de conejo, cuantificando unidades formadoras de colonia
a0, 1,5, 3y 4,5 horas post-inoculaciéon. Resultados Las cepas mutantes mostraron una cinética de crecimiento
mas lenta que las cepas control positivas (JWT y DL9), aunque superior a la observada para el control negativo
AdItB. En el ensayo en sangre, la cepa AdItB presenté la menor supervivencia, confirmando su papel esencial en
la resistencia a los mecanismos inmunitarios del hospedador. La delecién de bbp, que codifica una adhesina de
superficie que se une a fibrindgeno, podria alterar la persistencia bacteriana en sangre. Por su parte, la delecién
del cluster egc mostré un fenotipo intermedio, sugiriendo una contribucién moderada a la adaptacién en contextos
invasivos. Importancia Este estudio aporta evidencia sobre la contribucion de genes asociados a virulencia en la
supervivencia de S. aureus en sangre, mejorando la comprension de los factores implicados en la adaptacion al
hospedador y en la patogenia de la estafilococosis asociada a conejo.
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Resumen

Un desafio fundamental la ecologia microbiana es determinar el nivel de informacién necesario para predecir la
composicion estable de las comunidades. Sigue debatiéndose si el ensamblaje de comunidades complejas pue-
de reconstruirse mediante reglas simples (bottom-up), basadas en interacciones por pares, o si esta dictado por
interacciones de orden superior que emergen exclusivamente en un contexto combinatorio completo. En este es-
tudio, abordamos estas interrogantes utilizando el microbioma intestinal humano como sistema modelo. Utilizando
un marco computacional a gran escala incorporando modelos metabdlicos a escala genémica de ~800 especies
de bacterias intestinales y analisis dinamico de flujos (dFBA), simulamos in silico el ensamblaje de comunidades
(de 8 a 40 especies) bajo transferencia seriada a través de diversos regimenes nutricionales. Para cuantificar la
predictibilidad del ensamblaje del microbioma, simulamos el subespacio combinatorio completo de cada comuni-
dad estable (individual, pares, trios, etc) y aplicamos el enfoque estadistico de epistasis global a este mapeo para
identificar el orden de interaccion que determina la estabilidad. Nuestros resultados preliminares revelan una fuerte
dependencia del contexto nutricional, observandose una coexistencia estable en el 43% de las comunidades en
medios suplementados con acidos grasos de cadena corta (AGCC). Las mismas combinaciones de especies que
coexisten en un entorno nutricional fracasan frecuentemente en otro, demostrando directamente que las reglas de
ensamblaje son altamente especificas del medio y no propiedades universales intrinsecas a las especies. Al definir
la informacién minima requerida para predecir el ensamblaje de la comunidad, este trabajo representa un avance
significativo para la ecologia microbiana tedrica. Mas importante aun, sienta las bases para aplicaciones clinicas
y biotecnoldgicas. Este marco proporciona el conjunto de herramientas predictivas necesario para abandonar la
observacion descriptiva y avanzar hacia la manipulacién de precision del microbioma; por ejemplo, mediante el
diseno de intervenciones dirigidas para restaurar la disbiosis o la ingenieria de consorcios estables para la biosin-
tesis de metabolitos de alto valor.
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Resumen

Los integrones son plataformas genéticas importantes en la evolucion y adaptacién de las bacterias que los portan,
ya que permiten captar, almacenar y modular la expresién de genes, localizados en pequefios elementos genéticos
moviles denominados cassettes. Estos cassettes codifican principalmente funciones adaptativas, como genes de
resistencia a antibidticos o fagos, y aun muchos son de funciéon desconocida. La integrasa es la proteina respon-
sable de la captacion y escision de cassettes y su expresion esta regulada por la respuesta SOS. Se conoce que
los integrones aportan a su hospedador adaptacion bajo demanda, ya que la reorganizacion de cassettes ocurriria
bajo condiciones de estrés. En este trabajo estudiamos la regulacion de la expresion de la integrasa a nivel de cé-
lulas individuales en el superintegrén de Vibrio cholerae, por ser el paradigma de integrén cromosoémico. Mediante
citometria de flujo y un reportero GFP observamos que, incluso en ausencia de estrés, también existe una peque-
fa subpoblacion bacteriana (0.3-0.5%) expresando la integrasa, coexistiendo asi dos subpoblaciones celulares:
PintON y PintOFF. La poblacion PintON seria dependiente de la respuesta SOS, ya que desaparece en mutantes
lexAind, en los que la respuesta SOS esta inactiva. Para determinar si los niveles de expresion de la integrasa en
la subpoblacién PintON son biolégicamente relevantes y suficientes para su funcién, desarrollamos un reportero
de recombinacién, en el que la actividad de la integrasa reconstituye un marcador de resistencia. Ademas, hemos
confirmado la existencia de esta heterogeneidad fenotipica optimizando en Vibrio cholerae el ensayo ViewRNA,
basado en ISH (in situ hybridization). Esta técnica de gran sensibilidad emplea un sistema de sondas fluorescentes
y amplificacién de sefal que nos permitié detectar ARNs de la integrasa y visualizar estas células mediante micros-
copia de fluorescencia. Finalmente, ampliaremos el analisis a integrones maviles, en distintos fondos genéticos del
grupo ESKAPEE como Escherichia coli o Pseudomonas aeruginosa. En conjunto, nuestros resultados indican que
los integrones no solo promueven adaptaciéon a demanda, sino que, incluso en ausencia de estrés, la heterogenei-
dad asociada a la expresion de la integrasa puede generar variabilidad genética mediante el reordenamiento de
cassettes, funcionando como una estrategia de pre-adaptacion.
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Resumen

Porphyromonas gingivalis es un cocobacilo Gram-negativo clave en la etiologia de la periodontitis, una enferme-
dad inflamatoria crénica caracterizada por la destruccién progresiva de los tejidos de soporte dental (Kinane, DF.
et al. 2017). La capacidad de P. gingivalis para modular la respuesta inmune y favorecer la disbiosis contribuye al
mantenimiento de inflamacién crénica y al desarrollo de efectos sistémicos asociados (Li, C. et al. 2022), mediante
diversos factores de virulencia como son lipopolisacaridos, fimbrias, vesiculas extracelulares y proteasas (gingipai-
nas) (Xu, W. et al 2020). Estudios de otros grupos identificaron un péptido de 11 aminoacidos (denominado SAPP)
derivado de la proteina ArcA de Streptococcus cristatus, capaz de reprimir la expresiéon de algunos genes de viru-
lencia en P. gingivalis (Ho, MH. et al. 2017). En este trabajo, hemos analizado la conservacién de esta secuencia
peptidica en especies del género Streptococcus que cohabitan el nicho oral-respiratorio. Se identificé la secuencia
SAPP en Streptococcus dentisani 7746, una bacteria oral con propiedades probiéticas, incluyendo capacidad tam-
ponante del pH y actividad antimicrobiana frente a bacterias Gram-positivas y Gram-negativas (Lépez-Lopez, A. et
al. 2017). Ademas, se identificaron cuatro variantes peptidicas con uno o dos cambios aminoacidicos respecto a la
secuencia original en las especies S. intermedius 'y S. pyogenes. Todos los péptidos fueron sintetizados quimica-
mente para determinar el efecto funcional de las variantes aminoacidicas identificadas. La actividad antimicrobiana
frente a P. gingivalis se evalu6 mediante ensayos de microdiluciéon en placa, mientras que su impacto sobre la
expresion génica se analizé mediante transcriptomica. Nuestros resultados muestran que ninguno de los péptidos
tiene efecto inhibitorio del crecimiento bacteriano. Sin embargo, todas las variantes indujeron cambios diferencia-
les en la expresién de genes vinculados a virulencia, dependientes de la secuencia peptidica. Estos resultados
sugieren que péptidos derivados de estreptococos orales podrian modular la virulencia de P. gingivalis sin ejercer
presion selectiva asociada al uso de antimicrobianos convencionales. Esta estrategia representa una aproximacion
innovadora para el control de la periodontitis y potencialmente de sus efectos sistémicos asociados.
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Resumen

Introduccion La traduccion desempefa un papel clave en la biologia de las micobacterias, cuya maquinaria ribo-
somal presenta rasgos unicos. Mycobacterium smegmatis es un modelo idéneo para estudiar estos procesos.
Objetivos Poner a punto el repertorio de técnicas de manipulacién genéticas necesarias para interrogar los com-
ponentes de la maquinaria de traduccion de Msm, tanto a nivel de algunas de las proteinas implicadas (bS1, S6,
IF2) como del propio ARN ribosomal. Material y métodos Para la represién transcripcional de bS1 e IF2 se usé el
sistema CRISPRI descrito en (1). Las mutaciones puntuales y la introduccion de extensiones de hasta 22 nt en el
rRNA se obtuvieron por recombinacion homologa mediante oligonucleétidos (recombineering). Para la obtencion
del knockout de S6 se utilizé el sistema Orbit descrito en (2). Resultados Desde el punto de vista metodoldgico,
el principal reto fue la alta plasticidad del genoma, con una elevada tendencia a generar deleciones espontaneas
de varios kilobases y la presencia de numerosas secuencias de insercion altamente méviles, lo que conlleva a la
duplicacion de ciertas regiones asi como a la aparicion de mutantes que escapan a la represion por CRISPRI. Otro
reto metodoldgico fue la tendencia a crecer formando microagregados que dificultan el aislamiento de colonias
puras. Uno de los resultados mas sorprendentes fue que el knockout de la proteina ribosomal S6 resulta letal en
M. smegmatis, mientras que en E. coli es viable. Esta diferencia se explica por particularidades estructurales del
ribosoma micobacteriano, que hacen que S6 desemperie funciones esenciales para su estabilidad y ensamblaje.
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Resumen

La resistencia antimicrobiana es una amenaza global creciente que compromete el tratamiento de infecciones
comunes. Este incremento se debe principalmente a la transferencia horizontal de genes mediante plasmidos
conjugativos que, ademas, integran regiones transponibles vinculadas a genes de resistencia que median su di-
seminacion. El plasmido de tipo IncC pCW-NDM-1 es un modelo critico en este proceso, ya que combina una alta
eficiencia de conjugacién y un amplio rango de hospedadores, ademas posee multitud de elementos transponibles,
incluido un potencial transposén compuesto de ISCR1 portador del gen blaNDM-1, que confiere altos niveles de
resistencia a carbapenemas. El objetivo de este proyecto es generar una coleccién de variantes plasmidicas no
conjugativas de pCW-NDM?1 para aislar y analizar su potencial capacidad de transposicion de genes de resisten-
cia, especialmente en el caso de blaNDM-1. Para ello, se han disefiado y construido mutantes con deleciones en
el origen de transferencia (AoriT) y en la relaxasa plasmidica (Atral), siguiendo la metodologia de recombinacion
dirigida estandarizada mediada por lambda red y FLP recombinasas (Baba et al. 2006) Utilizando las diferentes
variantes construidas, se evalud la capacidad de conjugacién de estos tanto solos como coexistiendo con otros
plasmidos conjugativos utilizados como plataformas de captura en experimentos de transposicion analogos a los
ensayos tipo mate-out (Guynet et al. 2020). Poder evaluar la transposicién de genes de resistencia en sus plas-
midos y contextos genéticos naturales es clave para entender el papel de estos fendmenos en la diseminacion de
genes como blaNDM-1 y predecir asi la evolucion de la resistencia a los antimicrobianos.
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Resumen

Introduccion El descubrimiento de farmacos contintia siendo un reto clave en microbiologia molecular, especial-
mente frente al aumento de resistencias antimicrobianas. La caracterizacién de mecanismos moleculares impli-
cados en la patogenicidad y supervivencia microbiana ha permitido identificar nuevas dianas terapéuticas, cuya
modulacién mediante pequefias moléculas constituye una estrategia fundamental para el desarrollo de antimicro-
bianos. En este contexto, el acceso a grandes librerias de compuestos, como ZINC (1), junto con técnicas compu-
tacionales de docking (2), ha ampliado las posibilidades del cribado virtual. Sin embargo, la complejidad técnica de
muchas herramientas limita su uso por investigadores sin experiencia en bioinformatica o quimica computacional.
Objetivos Desarrollar una pipeline automatizada y accesible que permita a usuarios no expertos realizar cribado
virtual de compuestos, facilitando fases tempranas del descubrimiento de farmacos, incluyendo estrategias de
reposicionamiento de farmacos aprobados por la FDA. Métodos Se desarrollé una pipeline modular basada en la
ejecucion secuencial de scripts en Bash que automatizan las distintas etapas del proceso. Entre ellos se incluyen:
jamlib, para la generacion y preparacién de librerias de compuestos; jamreceptor, para el procesamiento automa-
tico de la estructura del receptor; jamqvina, para la ejecucion del docking molecular; y jamrank, para el analisis y
priorizacién de compuestos. El sistema integra herramientas de software libre y esta disefiado para ejecutarse en
ordenadores convencionales. Resultados La herramienta desarrollada, jamdock-suite (https://github.com/jamanso/
jamdock-suite), permite ejecutar campafas de cribado virtual automatizadas, desde la generacion de librerias
personalizables, incluyendo compuestos aprobados por la FDA, hasta la obtencion de rankings de candidatos,
siendo util en fases tempranas de descubrimiento o reposicionamiento de farmacos. jamdock-suite forma parte
de un protocolo de cribado virtual automatizado publicado recientemente en STAR Protocols (3). Importancia El
desarrollo de esta suite de programas facilita el acceso al descubrimiento computacional de farmacos, haciendo
esta técnica accesible tanto para expertos como para usuarios no especializados. La herramienta puede acelerar la
identificacion de pequenas moléculas capaces de modular dianas moleculares clave en microorganismos patége-
nos, facilitando el estudio de mecanismos de accién y el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas. Asimismo,
favorece el reposicionamiento de farmacos y el analisis de de interacciones ligando-receptor en el contexto de la
microbiologia biomolecular.
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Resumen

Streptococcus oralis subsp. dentisani 7746 es una bacteria oral, que se esta desarrollando como probiético. Esta
cepa dispone de dos sistemas de quérum sensing funcionalmente separados y que regulan su propio arsenal
bacteriogénico1. El sistema de tipo Blp alberga 11 bacteriocinas y un sistema regulador completo, analogo al locus
blp descrito en Streptococcus pneumoniae (1,2,3); el sistema de tipo Com alberga tres bacteriocinas codificadas
aguas arriba del transportador ComAB y su expresion estaria directamente acoplada al sistema de competencia
genética de la bacteria (1). En este trabajo, hemos rastreado el genoma de la cepa tipo Streptococcus oralis subsp.
dentisani CECT 7747 y hemos visto que contiene una regién Com practicamente idéntica a 7746, pero carece de la
region Blp. La comparacion de las actividades antimicrobianas de 7746 y 7747 nos ha permitido determinar que la
actividad antimicrobiana de 7746 frente a Listeria monocytogenes proviene de bacteriocinas de la isla de tipo Blp,
mientras que su actividad frente al patégeno oral Streptococcus mutans proviene de las bacteriocinas codificadas
en la region de tipo Com. Mediante estudios transcriptomicos hemos validado la funcionalidad del péptido inductor
de competencia (CSP) para inducir la expresion de las bacteriocinas de la regién Com. Ademas, hemos sintetizado
quimicamente una bateria de bacteriocinas de ambas regiones y hemos investigado su actividad antimicrobiana
frente a L. monocytogenes y S. mutans. Nuestros resultados muestran que los péptidos Denticina B y Denticina E
de la region de tipo Blp tienen actividad frente a L. monocytogenes. Sin embargo, el Unico péptido funcional que
se ha podido sintetizar de la region Com, la Denticina H, no es suficiente para inhibir el crecimiento de S. mutans.
Este trabajo aporta nuevas evidencias sobre como la segregacion funcional de sistemas de quérum sensing en
S. dentisani 7746 se relaciona con la especificidad de su actividad antimicrobiana frente a distintos patégenos. La
identificacion de bacteriocinas concretas responsables de la inhibicién de L. monocytogenes y S. mutans puede
ayudar al desarrollo traslacional racional de estrategias antiinfecciosas dirigidas, mediante el desarrollo de cécteles
peptidicos especificos, tanto en el ambito de la seguridad alimentaria como de la salud bucodental.
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Resumen

El estudio de las interacciones entre insectos y bacterias endosimbiontes es crucial para comprender la evolucion
simbidtica y desarrollar estrategias de control bioldgico. Sin embargo, la incapacidad de cultivar en el laboratorio a
la mayoria de estas bacterias debido a su reducido genoma, hace que el conocimiento de su biologia sea escaso.
Una excepcion destacada es Arsenophonus nasoniae, endosimbionte de la avispa parasitoide Nasonia vitripennis
que induce una letalidad del 90% en la descendencia masculina (Huger et al., 1985; Werren et al., 1986). En un
estudio previo documentamos la localizacién y dinamica de infeccion oral mediante cepas de A. nasoniae marca-
das con proteina fluorescente verde (GFP) (Nadal-Jimenez et al., 2019). En este trabajo presentamos un método in
vitro optimizado para la colonizacion de N. vitripennis. Esta metodologia permite la deteccion no invasiva mediante
microscopia de fluorescencia, facilitando el seguimiento longitudinal de un mismo individuo durante su ciclo de de-
sarrollo de 15 dias a 25 °C. Este método también resuelve la alta mortalidad derivada de las inyecciones en la pupa
del hospedador (Caliphora spp.), y permite monitorizar la progresion bacteriana en tiempo real, cuantificar tasas de
colonizacion, establecer dosis minimas para la colonizacién y discernir si la mortalidad larvaria deriva de fallos en
la simbiosis. Asimismo, el sistema constituye una plataforma analitica robusta para evaluar el fenotipo de mutantes
generados mediante bibliotecas de transposones y permite diferentes estudios relacionados con esta simbiosis.
En conclusién, este método de visualizacién no invasivo aporta una herramienta esencial para desentrafar los
mecanismos moleculares y celulares que rigen la persistencia de A. nasoniae en poblaciones de N. vitripennis,
proporcionando datos criticos sobre la biologia de los endosimbiontes de transmisién mixta (horizontal y vertical).
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Resumen

Las islas de patogeneicidad de S. aureus (o SaPls) son los primeros miembros descritos de una familia de elemen-
tos genéticos méviles llamada islas cromosomales inducibles por fagos (o PICIs de sus siglas en inglés) [1]. Las
PICIs se consideran bacteriéfagos satélite ya que son capaces de parasitar otros bacteriéfagos llamados fagos
ayudantes o “helper”, para su activacion y diseminacion en la naturaleza. Las PICls tienen gran relevancia para las
poblaciones bacterianas ya que codifican genes de virulencia, adaptacioén, inmunidad y resistencia a antimicrobia-
nos que diseminan intra e inter especies. Tras la infeccion, las PICIs se integran en el genoma bacteriano y se man-
tienen reprimidas hasta que detectan la activacion de su fago “helper” [1]. En SaPls, es un represor transcripcional
llamado Stl el que mantiene esa represion y es capaz de reconocer diversas proteinas fagicas para des-reprimir
el genoma de la SaPl y empezar con ello la transcripcion de su genoma y con ello su ciclo vital [2]. SaPI1 fue la
primera SaPI descrita debido a la presencia en su genoma de una toxina (TSS1) responsable de la enfermedad
humana del Sindrome del choque téxico [3]. Pero no fue hasta 2022 cuando se describié el mecanismo de repre-
sion/des-represion para esta isla, un nuevo mecanismo no canonico disperso en otras especies bacterianas [4]. En
SaPI1, el represor Stl forma un tetramero capaz de interaccionar con 4 operadores de la region intergénica stl-str
de laisla. Trabajo previo demostré que esa interaccion debe formar una compleja estructura que permite que SaPI1
tenga un mecanismo de represién mucho mas fuerte y estable que el estudiado para otras SaPls. Pero la estructu-
ra de este complejo de represion y sus implicaciones todavia nos es desconocida. En este trabajo caracterizamos
estructural y funcionalmente este complejo de represion proteina-DNA descrito anteriormente en SaPIl1 mediante
crio-microscopia electrénica y mediante ensayos bioquimicos como SEC-MALS, EMSAy FRET.
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Resumen

Las islas cromosdmicas inducibles por bacteriéfagos (o PICI de sus siglas en inglés) son elementos genéticos mo-
viles ampliamente distribuidos en bacterias que codifican en su genoma genes de virulencia, resistencia a antibio-
ticos, adaptacién e inmunidad bacteriana’. Las PICls son fagos satélite que parasitan proteinas de bacteriéfagos
auxiliares, llamados fagos “helper”, para inducir su propio ciclo vital y favorecer su diseminacion tanto intra, como
inter-especies?. Con su diseminacion, las PICls son capaces de generar nuevas especies virulentas o resistentes
a antibidticos. La induccidn del ciclo vital de las PICIs conlleva la des-represion y posterior transcripcion de su ge-
noma. En PICls de bacterias Gram-positivas, un represor transcripcional (Ilamado Stl) codificado en el genoma de
la PICI mantiene a la isla reprimida y, tras su interaccion con una proteina codificada en el fago “helper”, se desen-
cadenar su des-represion2,3. Por el contrario, en PICls de Gram-negativos, la des-represion ocurre tras la accion
de un activador transcripcional llamado AlpA codificado en el genoma de la PICI4. EI mecanismo de cémo ocurre
y el papel del fago “helper” en el proceso se desconoce. En este trabajo pretendemos desentrafiar este proceso
utilizando como modelo la PICI KpCIDSM30104 presente en la cepa DSM30104 de Klebsiella pneumoniae, debido
a la importancia de esta especie bacteriana en virulencia y resistencia a antimicrobianos. El trabajo, realizado en
colaboracién con el grupo del Prof. Penadés en el Imperial College London, ha permitido caracterizar al fago “hel-
per’ de la PICI e identificar una proteina homologa a AlpA codificada el genoma del fago “helper” que resulto estar
implicada también en la activaciéon de la PICIl. Mediante aproximaciones estructurales (cristalografia y difraccion
de rayos X), experimentos de mutagénesis dirigida y estudios bioquimicos (SEC, SEC-MALS, DNA footprinting),
hemos caracterizado las proteinas alpA implicadas en el proceso, asi como sus zonas de unién al DNA de la
PICI. Con ello, pretendemos arrojar luz sobre el mecanismo molecular de activaciéon de las PICIs en organismos
Gram-negativos, que sera clave para entender cémo se diseminan en la naturaleza estos importantes elementos
en la biologia de las poblaciones bacterianas.
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Resumen

Las islas de patogenicidad de Staphylococcus aureus (SaPls) constituyen elementos genéticos méviles esenciales
en la patogénesis bacteriana, implicados en la diseminacién de factores de virulencia, la adaptacién al hospedador,
la diversificacion genética y la interaccidén con bacteriéfagos. En este estudio se demuestra que, ademas de estas
funciones clasicas, las SaPls actiuan como reguladores multifuncionales capaces de modular la expresion génica
cromosOmica a gran escala. El andlisis de diversas SaPls permitié identificar las proteinas PtiA y PtiM como mo-
duladores de la expresion de genes asociados a virulencia, destacando la induccion de estafiloxantina (STX), un
carotenoide con funcién antioxidante implicado en la evasion del sistema inmune. Mediante RNA-seq y el estudio
de mutantes especificos, se determind que la regulacién de STX ocurre a través de un mecanismo de read-through
transcripcional iniciado en el gen isaA, generando un transcrito policistréonico que abarca genes implicados en la
remodelacion del peptidoglicano y la virulencia. Este modelo es consistente con el analisis estructural de PtiM, que
muestra similitud con el antiterminador Q21 del fago A e identifica residuos clave implicados en la interaccion con el
promotor de isaA. Asimismo, se evidencia que la actividad antiterminadora de PtiAM no se restringe a esta region,
sino que se extiende a multiples loci genémicos, incluyendo los operones nirRBD, narGHJI, pstSCAB-phoU y coa,
donde promueve eventos de read-through que coordinan la expresion de diversos determinantes de virulencia. El
analisis de sus regiones promotoras permitié identificar una posible secuencia consenso de tipo Q-like, lo que su-
giere un mecanismo regulador global basado en antiterminacion transcripcional. Finalmente, la conservacién de la
region de isaA-STX y la presencia de PtiAM en otras especies de Staphylococcus, sugieren que este mecanismo
representa una estrategia reguladora evolutivamente conservada. En conjunto, estos hallazgos redefinen a las
SaPls como reguladores activos de la fisiologia y la virulencia bacteriana.
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Resumen

La resistencia a los antibidticos constituye una amenaza creciente para la salud publica global al comprometer
la eficacia de los tratamientos disponibles. Entre los patdgenos asociados a la atencién sanitaria, Pseudomonas
aeruginosa destaca por su elevada prevalencia y relevancia clinica, especialmente en infecciones causadas por
cepas multirresistentes (MDR). Asimismo, su capacidad para formar biofilms sobre diversas superficies, incluidos
dispositivos médicos, contribuye significativamente a su persistencia y tolerancia antimicrobiana. En conjunto, es-
tos factores favorecen la cronificacion de las infecciones, asociada al fracaso terapéutico y a una mayor mortalidad,
particularmente en pacientes vulnerables, como aquellos con inmunosupresioén o fibrosis quistica. En las ultimas
décadas, la limitada disponibilidad de opciones terapéuticas efectivas ha impulsado el resurgimiento de la fagotera-
pia como una alternativa prometedora para el biocontrol de infecciones de dificil manejo. No obstante, su aplicacion
clinica requiere el acceso a colecciones bien caracterizadas de fagos liticos seguros y con potencial terapéutico.
Con este objetivo, se aislaron y caracterizaron cuatro fagos genéticamente diversos de la clase Caudoviricetes:
P12E2, 9S93, ¢TUF3 y ¢URGH1. El analisis gendmico completo revelé una organizacion modular estandar, con
ausencia de genes asociados a lisogenia, virulencia o resistencia a antibioticos. El contenido genético accesorio
fue notablemente variable, particularmente en @TUF3, cuyo genoma incluye sistemas de evasion de defensas
bacterianas junto con numerosos genes asociados a una mayor eficiencia replicativa y transcripcional. Finalmen-
te, se evalud el potencial terapéutico de los fagos mediante ensayos de inhibicién del crecimiento plancténico y
prevencion de la formacién de biofilm en cepas clinicas MDR durante 24 h. Los resultados mostraron inhibicién o
retraso del crecimiento bacteriano a distintas multiplicidades de infeccién, asi como una reduccion significativa de
la formacion de biofilm, alcanzando una disminucion de la viabilidad bacteriana superior al 99,9% frente a biofilms
no tratados. En conjunto, estos resultados amplian el conocimiento sobre la biologia y la diversidad genética de los
fagos frente a P. aeruginosa y respaldan su potencial como alternativa terapéutica en el marco de la medicina per-
sonalizada, destacando la necesidad de disponer de colecciones mas amplias y bien caracterizadas que permitan
una respuesta rapida y eficaz en un contexto clinico.
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Resumen

Medical device-associated infections (MDAI) represent a major public health threat, with coagulase-negative Staph-
ylococcus (CoNS), and particularly S. epidermidis, as predominant aetiological agents. These pathogens form an-
timicrobial-resistant biofilms on implant surfaces and encode diverse virulence determinants within mobile genetic
elements (MGEs), including temperate bacteriophages and pathogenicity islands (Pls). Whole-genome sequenc-
ing of 41 CoNS strains from catheter and prosthetic joint infections revealed that 82.9% harbour phages, PIs, or
both. In silico and functional analysis identified multiple previously undescribed resistance genes in these MGEs,
including fusB (fusidic acid), cadDX (cadmium), fosB (fosfomycin), dfrG (trimethoprim) and vanZ (glycopeptides),
whose resistance phenotypes were confirmed by functional expression in S. aureus RN4220. Although phage-spe-
cific proteins driving the mobilization of S. aureus pathogenicity islands have been previously demonstrated by
our group1,2, the equivalent mechanism in S. epidermidis Pls remains largely unexplored. SePl mobilization was
demonstrated in two S. epidermidis strains (IPA70 and SCN45) following SOS induction with mitomycin C, with
Southern blot detecting chromosomal, circular intermediate, and phage-encapsidated forms of the islands. Using a
reporter-based approach in S. aureus RN4220, ORF11 (DUF2483) of phage vB_Sep_ IPA70 was identified as the
inducer of SePI2_IPA70: B-lactamase reporter and bacterial two-hybrid assays confirmed direct interaction with the
SePI repressor STL. DUF2483 orthologues were detected in ~12% of the clinical S. epidermidis collection; variants
sharing 76.3% identity with DUF2483_IPA70 retained inducer activity, whereas one with 94.7% identity did not,

highlighting the specificity of this interaction. For strain SCN45, ORF30 (HP) and ORF31 (DUF1381) of phage vB_

Sep_B_SCN45 were identified as responsible for SePI5_SCN45 activation. DUF1381 acts as the primary inducer,
with HP enhancing its activity, and stop-codon truncation experiments confirmed that functional DUF 1381 protein
is required. These findings demonstrate that phage-encoded proteins are the key triggers of SePl mobilization in
S. epidermidis, with direct implications for the horizontal dissemination of antibiotic resistance and virulence genes
in MDAI
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Resumen

Las infecciones del tracto respiratorio inferior por Staphylococcus aureus son las mas prevalentes en pacientes j6-
venes con fibrosis quistica (FQ) y una de las principales causas del deterioro progresivo de la funcién pulmonar. La
formacioén de biopeliculas y la emergencia de cepas multirresistentes dificultan enormemente su tratamiento, favo-
reciendo la cronificacion de la infeccion. Ante esta situacion, los bacteriéfagos liticos se postulan como alternativa
terapéutica prometedora. En este trabajo se caracterizan dos fagos virulentos, vB_SauH_G3 y vB_SauH_EF4, ais-
lados de aguas residuales y se evalua su potencial frente a cepas clinicas de S. aureus procedentes de pacientes
con FQ. Ambos fagos pertenecen al orden Caudovirales, familia Myovirus, presentando cabeza icosaédrica y cola
contractil larga. El andlisis del genoma completo mediante secuenciacion lllumina revelé un tamafio de 142.569 pb
para vB_SauH_G3y de 144.264 pb para vB_SauH_EF4, con un contenido G+C del 30,35% y 260 ORFs predichos
en ambos casos. Ninguno codifica genes relacionados con lisogenia ni factores de virulencia, lo que los convierte
en candidatos seguros para uso terapéutico. El analisis filogenético los clasifica dentro del género Kayvirus, con
alta homologia con los fagos phiSA039 y vB_SauM_0414_ 108, respectivamente. El rango de hospedador se de-
terminé frente a 129 cepas clinicas de FQ: vB_SauH_G3 lis6 37 cepas y vB_SauH_EF4 lo hizo en 42, mostrando
ambos un amplio espectro. El andlisis estadistico revel6 una correlacion significativa entre la presencia de profagos
e islas de patogenicidad de S. aureus en las cepas no lisadas y su resistencia a la infeccion, atribuible en parte a
sistemas antifago como Gp157, PdpSau y AIRP codificados en dichos elementos genéticos méviles. Ambos fagos
mostraron alta estabilidad fisico-quimica frente a variaciones de temperatura y pH. Los ensayos de inhibicion de
crecimiento bacteriano demostraron una reduccién significativa y sostenida de la carga bacteriana. Asimismo,
ambos fagos fueron eficaces tanto en la prevencién como en la eliminacién de biopeliculas maduras, alcanzando
tasas de mortalidad bacteriana superiores al 99,95%. En conjunto, estos resultados demuestran el potencial de
vB_SauH_G3 y vB_SauH_EF4 como agentes terapéuticos frente a infecciones por S. aureus asociadas a biopeli-
cula en pacientes con FQ, abriendo la puerta a estrategias combinadas con antibiéticos.
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Resumen

La periodontitis es una enfermedad inflamatoria causada por un desequilibrio bacteriano (disbiosis) en las encias.
Esta alteracion desencadena una respuesta inmunitaria desregulada que afecta tanto a los tejidos blandos como a
los duros, provocando pérdida 6sea en etapas avanzadas. Esta afeccidn afecta a 1 de cada 2 personas mayores
de 50 anos y se ha relacionado con enfermedades sistémicas como la diabetes, la enfermedad de Alzheimer y las
enfermedades cardiovasculares.

Actualmente, el diagnéstico clinico se basa principalmente en parametros como la profundidad de sondaje, la pér-
dida de insercion clinica y la deteccion de marcadores inflamatorios. Sin embargo, estos métodos solo detectan la
enfermedad en etapas avanzadas.

La glicobiologia ha revelado el papel de los antigenos Lewis B del huésped [Fuc-a-1,2-Gal-3-1,3-(Fuc-a-1,4)Glc-
NAc] en la modulacién de la susceptibilidad a las infecciones. Basandonos en estos hallazgos, investigamos si
Lewis B también se asocia con un mayor riesgo de enfermedad periodontal, con el objetivo de evaluar su potencial
como biomarcador precoz.

Se analizaron muestras de saliva de 123 individuos mediante genotipado del locus Se, secuenciaciéon 16S rDNA y
cuantificacion de Lewis B por ELISA. Los individuos no secretores presentaron mayor abundancia de periopatoge-
nos, mientras que niveles elevados de Lewis B se asociaron con bacterias relacionadas con salud oral. Ademas,
se establecié un umbral de riesgo periodontal de 7 ng/ml de Lewis B salival.

Estos resultados sugieren que los niveles salivales de Lewis B podrian emplearse como biomarcador temprano de
riesgo periodontal y respaldan el desarrollo de un kit diagndstico no invasivo basado en saliva para la identificacion
precoz de individuos susceptibles.
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Resumen

To establish nitrogen-fixing symbiosis with host legumes, rhizobial bacteria must bypass the plant immune system
[1]. Similar to plant pathogenic bacteria, many rhizobial strains suppress plant defenses by delivering effector pro-
teins into host cells via the Type lll Secretion System [2]. However, these protein effectors do not always suppress
plant immunity. Plants have evolved host mechanisms that can directly or indirectly recognize Type-lll effectors,
blocking bacterial infection through the activation of effector-triggered immunity (ETI) [3]. The molecular mechanis-
ms by which plants recognize rhizobial effectors remain poorly understood.

Sinorhizobium fredii HH103 is a promiscuous strain symbiotically compatible with the agronomically important soy-
bean cultivar Williams 82 (W82). We hypothesize that HH103’s symbiotic compatibility and nodulation phenotypes
are driven by evolutionary processes involving the recognition of Type-lll-secreted effectors. Our goal is to investi-
gate the role of the HH103 effectors in the soybean host.

To identify the role of these effectors during symbiosis, we have identified their targets in W82 through yeast two-hy-
brid screening. This work has revealed a list of candidate targets, including proteins involved in plant immunity such
as ethylene-response transcriptional regulators, as well as symbiotic and nodule development-related genes, which
may be relevant for root-nodule symbiosis. Future work will elucidate the precise molecular mechanisms by which
these effectors facilitate symbiosis during nodule development. Understanding the molecular functions of these
effectors could be relevant for enhancing legume-rhizobia interactions in agriculture.

Referencias

[1]. Oldroyd G.E, Nature Reviews Microbiology, 2013, 252-263, 11.

[2]. Gourion B et al, Trends in Plant Sciences, 2015, 186-194, 20.

[3]. Zhang B et al, Nature Plants, 2021, 73-86, 7.
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) ) ) 113 151 Ribaudo, Giovanni 121 158
Poujol De Molliens, Juliette
113 151 15 54
— - Ripoll, Albert
Pozo Guitierrez, Gabriel 26 64 16 55
101 139 Rivas Marin, Elena 45 83
Predeus, Alexander V.
101 139 Roca, Amalia 40 78
) ) ) ) 21 59 Rocha, Eduardo 126 163
Prieto Prieto, Antonio Daniel
132 169 69 107
Prieto, Amalia 154 191 85 123
- . Rodera Fernandéz, Paloma
Pulido Sanchez, Marta 108 146 88 126
111 149 5 44
123 160
Pulido- Vadillo, Mario
128 165
157 194

APELLIDOS, NOMBRE RESUMEN PAGINA APELLIDOS, NOMBRE RESUMEN PAGINA
Mena Guzman, Inmaculada 39 77 75 113
. 53 91 98 136
Mencia Caballero, Mario Muruzabal Galarza, Ane
57 95 98 136
Mendafia, Alfonso 112 150 100 138
Mendoza Losana, Alfonso 52 90 Nadal Jiménez, Pol 160 197
Menéndez-Gil, Pilar 98 136 Nava Valdivia, Cesar Arturo 94 132
Meza Torres, Jazmin 148 185 Navarro Gémez, Pilar 115 152
24 62 Navarro, José A. 51 89
Michan Dofa, Carmen Maria
25 63 Negredo Ferrer, Lucia 121 158
) ) ) 7 46 Nejjam, Ibtissam 9 48
Miguel Arribas, Andrés
79 117 Nikel, Pablo I. 112 150
) 161 198 Novais, Carla 31 69
Miguel Romero, Laura
162 199 Novoa Suarez, José 161 198
Miguez-Lépez, Pablo 36 74 Noya Pol, Ana 83 121
Millard, Andrew 82 120 Nurnberg, Dennis 71 109
Millet, Oscar 42 80 Ocafa Galvez, Juan Manuel 129 166
Mingo Ramirez, Sandra 64 102 Ojeda, Francisco Manuel 6 45
Mira Obrador, Alex 167 204 Ojkic, Nikola 55 93
Mira, Alex 155 192 Olgiati, Giulia 134 171
Mira, Alex 159 196 Ollero, Fj 168 205
Molero Solis, Laura 15 54 Olmeda Lépez, Héctor 8 47
Molin, Sgren 63 101 Olmeda, Héctor 12 51
Molina Castro, Yésica 45 83 Olmedo Garcia, Maria Eugenia 106 144
Molina Martin, Maria 29 67 Omer Bendori, Shira 32 70
) 89 127 Ortega Martinez, Pablo 122 159
Molina Panadero, Irene .
134 171 Ortega, Alvaro 40 78
o 27 65 Ortiz De Solérzano, Carlos 42 80
Monedero Garcia, Vicente
34 72 6 45
Ortiz Miravalles, Laura
Monsaélvez, Victor 31 69 38 76
Monteagudo Cascales, Elizabet 23 61 Ortiz Padilla, Miriam 89 127
Montell Bonaventura, Laia 15 54 Ortiz, Juan Camilo 48 86
Montero Beltran, Elisa 108 146 Pacheco Sanchez, Daniel 47 85
123 160 Pajares Martinez, Elena 12 51
Montero, Natalia 128 165 113 151
157 194 Palacios Gorba, Carla 131 168
Montserrat Ayuso, Tomas 140 177 136 173
Moreno Barellas, Alba 121 158 Palanca Gisbert, Mireia 136 173
Moreno Camacho, Alba 25 63 . 15 54
Palau, Raphaélle
Moreno Del Olmo, Elena 106 144 16 55
Morras Escribano, Edurne 68 106 21 59
- Paredes Martinez, Francisco
Moya Gonzalvez, Eva 27 65 34 72
Mufoz Cazalla, Ada 135 172 Pastor Parra, Ménica 116 153
Mufioz Miranda, Luis Alfonso 94 132 ) . 6 45
- - Paulino Carvalho, André
Mufioz Ruiz, Manuel J. 134 171 68 106
Mufioz Santoro, Tomas 42 80 Pazos Don Pedro, Manuel 11 50
Muro Pastor, Maria Isabel 122 159 Pedraz, Lucas 17 56
Muro-Pastor, Alicia Maria 14 53 Pedrero Vega, Elena 8 47
Peeters, Beatriz 159 196
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72 110 26 64
72 110 154 191
Sanchez Romero, Maria Antonia
) . o 118 155 95 133
Rodriguez Beltran, Jerénimo
126 163 103 141
135 172 Sanchez Salcedo, Pablo 42 80
120 157 Sanchez-Osuna, Miquel 31 69
) ) . 27 65 69 107
Rodriguez Diaz, Jesus
167 204 3 4 43
- Sanchez, Alvaro
Rodriguez Escudero, Isabel 29 67 153 190
Rodriguez Paton, Alfonso 62 100 88 126
Roman Gonzalez, Elvira 132 169 Sanegre Francés, Raul 80 118
Romero Guillén, Antonio 149 186 Santana Da Costa, Thyerre 42 80
Roque, Alicia 48 86 Santella, Anthony 17 56
Rozen, Paula 66 104 5 44
: Santos-Lopez, Alfonso
Ruano Gallego, David 62 100 36 74
Rubio Canalejas, Alba 17 56 Sanz Asensio, Laura 52 90
o ) 71 109 84 122
Rubio, Miguel Angel Saralegui Remén, Luis
93 131 119 156
Rufian Plaza, José Sebastian 129 166 69 107
. . 26 64 85 123
Ruiz Albert, Javier o
129 166 Sastre Dominguéz, Jorge 87 125
Ruiz Garcia, Pilar 148 185 88 126
S. Rufian, José 41 79 5 44
76 114 Schikora, Adam 26 64
i i 138 175 Schmitz, Claus 17 56
Saati Santamaria, Zaki
133 170 Schroeder, Gunnar 29 67
115 152 Sclavi, Bianca 16 55
Sabsabi Soriano, Samara 166 203 Selma Royo, Marta 104 142
Sada-Mugueta, Josune 110 148 . 144 181
- Selva Martinez, Laura
Salinas, Paloma 50 88 152 189
Samarra, Anna 82 120 123 160
T Serna, Carlos
Sampedro Moreira, Oscar 83 121 128 165
i 72 110 Serrano Calleja, Silvia 64 102
San Martin Bernal, Alvaro
118 155 Serrano Fernandez, Juan 73 111
San Martin, Alvaro 72 110 Serrano Fujarte, Isela 46 84
5 44 Serrano Morales, Maria 43 81
87 125 106 144
. Serrano Villar, Sergio
San Millan, Alvaro 69 107 106 144
85 123 . 57 95
Silva De Sousa, Bruna Fernanda
88 126 53 91
37 75 Sin, Daniel 32 70
Sanchez Amat, Antonio
19 58 ) 89 127
Smani, Younes
144 181 134 171
Sanchez Cérdoba, Ester
152 189 Sola, Maria 17 56
Sanchez Garrido, Julia 62 100 Solano, Cristina 124 161
Solé Jover, Amparo 166 203
Somoza Garcia-Losa, Yago 10 49
Soriano, Maria Cruz 64 102

APELLIDOS, NOMBRE RESUMEN PAGINA APELLIDOS, NOMBRE RESUMEN PAGINA
Soto Hidalgo, Emily 18 57 Valentin, Amparo 165 202
Sproer, Cathrin 26 64 Valiente Martinez-Sicluna, Luis 77 115
Stavans, Joel 93 131 97 135
Suarez Cardenas, José M. 140 177 Valle, Jaione 99 137
Suarez-Murillo, Belén 14 53 110 148
Summers, Kimberley 82 120 Valls Verdoy, Anna 104 142
Sustaita Alcaraz, Salvador Emiliano 94 132 Valverde, José Ramon 12 51
Szura, Arkadiusz 17 56 Van Beek, Lucille 143 180
Thuss, R. 168 205 Van Schaik, Willem 90 128
Tinoco Cabral, Claudia Berenice 94 132 Varsaki, Athanasia 9 48
Toledo Perona, Raquel 107 145 Vazquez Santiago, Raquel 23 61
75 113 Velazquez Alvarez, Carmen 58 96
97 135 71 109
98 136 93 131
Toledo Arana, Alejandro Velazquez Suarez, Cristina
99 137 44 82
110 148 92 130
163 200 Vergara Gonzalez, Ester 38 76
Tomas Gallardo, Laura 46 84 Vergara, Ester 154 191
Tomas Viejo, Paula 78 116 ) i ) 144 181
Viana Martin, David
. 107 145 152 189
Toquet, Marion -
125 162 Vilaseca, Marta 48 86
Torguet, Miriam 98 136 Vinardell, Jm 168 205
Toribio Celestino, Laura 85 123 Vinatea-Samperio, Diego 54 92
166 203 13 52
Vioque, Agustin
163 200 14 53
Tormo Mas, Maria Angeles 21 59 Virues Morales, Alejandro 62 100
164 201 Vizuete, Patricia 6 45
165 202 Volke, Daniel C. 112 150
15 54 Wagner, Rabea M. 70 108
Torrents, Eduard 16 55 Wang, Yiging 126 163
17 56 Wellington, Elizabeth 82 120
N 50 88 Yebra Yebra, M? Jesus 27 65
Tremino, Lorena
49 87 48 86
Yero, Daniel
154 191 54 92
Trigo Da Roza, Filipa 69 107 Zabala Zearreta, Maialen 58 96
88 126 140 177
Zaldivar Lopez, Sara
. 24 62 149 186
Trombini, Chiara
25 63 Zamora Caballero, Sara 32 70
Trotter, Valentine V. 51 89 86 124
Zapata Cruz, Maria
90 128 66 104
Ubeda Morant, Carles 96 134 137 174
102 140 Zayas Paéz, Marina 142 179
Udaondo, Zulema 40 78 59 97
Ullrich, Kristian K. 55 93 Zhulin, Igor B. 23 61
Urquiola, Maria 42 80 Zuahiga Cabrera, Manuel 34 72
Utrero Merino, Ana Carmen 151 188
Valderrabano Cano, Esther 83 121
Valencoso-Requena, Marina 5 44

217



XV REUNION

MICROBIOLOGIA 17-19 JUNIO 2026 sachinnElR o .
MOLECULAR VALENCIA

218 219




sackdninil o /.

VALENCIA
17-19 JUNIO 2026

TECHNICAL SECRETARIAT

Viajes El Corte Inglés, S.A.

Ph. (+34) 954 506 625
sevillacongresos@viajeseci.es



	CENTROS ORGANIZADORES
	PATROCINADORES
	Comité Organizador
	Comité Científico
	INFORMACIÓN PRÁCTICA
	Información de la sede:
	LINKS ÚTILES
	INFORMACIÓN SESIONES PÓSTERES
	Programa detallado
	Miércoles, 17 de junio de 2026
	Jueves, 18 de junio de 2026
	Viernes, 19 de junio de 2026
	LISTADO PÓSTERES


	Posters Sesion I.a
	Posters Sesion I.b
	Posters Sesion II.a
	Posters Sesion II.b
	RESÚMENES
	ÍNDICE DE AUTORES



