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1. Calentamiento global y Vibrio 
 
En las últimas décadas, el calentamiento global, una de las consecuencias directas del aumento 
de gases de efecto invernadero en la atmósfera, se ha convertido en motivo de preocupación 
no solo en el ámbito científico sino también para la sociedad. Desde finales del siglo XIX hasta 
la actualidad, la temperatura media de la tierra ha aumentado 0,6⁰C, dándose un incremento 
de 0,2-0,3⁰C en el periodo comprendido entre los años 1960 y 2000 (Hughes, 2000) y la 
temperatura de los sistemas acuáticos ha aumentado 0,2⁰C por década (Hansen et al., 2006) lo 
que supone un incremento de hasta 1⁰C por siglo (Hughes, 2000).  
 
Reid (2016) ha indicado que el calentamiento de los océanos se debe principalmente a las 
emisiones excesivas de CO2 a la atmósfera, provocadas por actividades humanas. Dichas 
emisiones incrementan la temperatura de la superficie marina, llegando a afectar las 
profundidades oceánicas (Reid, 2016; Stocker et al., 2013). Además, el aumento de la 
temperatura media mundial tanto del aire como de los océanos tiene como consecuencia el 
derretimiento de los casquetes polares y el aumento del nivel medio del mar (The 
Intergovernmental Panel on Climate Change [IPCC], 2007). El incremento del nivel del agua 
causado por el derretimiento de los polos ha sido estudiado y descrito por varios autores 
(Houghton, 2001; Meier et al., 2014; Nerem et al., 2006; Raper y Braithwaite, 2006; Vermeer y 
Rahmstorf, 2009). Nicholls y Cazenave (2010) señalaron que en el periodo de 1993 a 2010, el 
nivel del mar sufrió un ascenso anual de 3,3 mm; además, apuntaron que si esta tendencia 
continua, a finales de siglo el nivel del mar habrá aumentado 60 cm. A estos hechos debe 
sumarse que el calentamiento global está alterando los patrones de precipitación y 
escorrentía, lo que provoca una reducción en la salinidad de los estuarios y humedales 
costeros (Häkkinen, 2002).  
 
En el área geográfica del Mar Cantábrico se ha constatado un incremento gradual de la 
temperatura del agua superficial. Así, Díez et al. (2012), tras revisar datos meteorológicos 
recopilados desde 1980 hasta 2008, indicaron que este incremento se situaba en un 1⁰C. Por 
su parte, Chust et al. (2010) modelizaron que para final del siglo XXI, el nivel del mar en el área 
de la Bahía de Vizcaya incrementará de 28,5 cm a 48,7 cm. 
 
Esta situación de aumento a un ritmo acelerado de las emisiones de CO2, de la temperatura de 
la superficie del mar o de la acidificación oceánica, condiciona el sino de la humanidad, de las 
especies y de los ecosistemas marinos (Reid, 2016), poniendo en peligro el equilibrio y la 
supervivencia de las comunidades que en ellos habitan 
(http://coastalwarming.com/data_global.html; Vezzulli et al., 2012), ya que altera la 
diversidad, estructura e interacción de los organismos, incluidos microorganismos (Pecl et al., 
2017). Doney et al. (2012) han indicado que el cambio climático provoca variaciones en las 
poblaciones bacterianas debido a la posible intolerancia fisiológica a las nuevas condiciones 
ambientales y las alteraciones en las interacciones interespecíficas, lo que afecta a la 
estructura y la diversidad de la comunidad.  
 
Las bacterias del género Vibrio (clase Gammaproteobacteria, familia Vibrionaceae) son 
principalmente acuáticas y se aíslan de aguas continentales, estuarios, aguas marinas y 
sedimentos y/o asociadas a organismos en todo el mundo (Thompson et al., 2004a; Vezzulli et 
al., 2012). Son bacterias Gram negativas, quimioorganotrofas, oxidasa positivas, con 
metabolismo fermentativo anaerobio facultativo y en su mayoría mesófilas. La mayoría de las 
especies pueden reducir el nitrato a nitrito. Además, requieren Na+ para su crecimiento 
(Gomez-Gil et al., 2014) y crecen en medio Thiosulphate Citrate Bile salts Sucrose (TCBS) y en 
Agar Marino (Farmer et al., 2005; Thompson et al., 2005, 2009). Estas bacterias presentan 
morfología bacilar, son generalmente móviles mediante un flagelo polar y tienen un tamaño 
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comprendido entre 0,5 y 0,8 μm de ancho y entre 1,4 y 2,6 μm de largo (Baumann y Schubert, 
1984). 
 
Los sistemas acuáticos de zonas tropicales y templadas constituyen su hábitat principal (Brehm 
et al., 2020) donde factores como la temperatura, la salinidad y los niveles de oxígeno disuelto 
controlan su distribución y abundancia. Las condiciones más favorables para su crecimiento 
son ambientes cálidos (>18⁰C) con una salinidad baja (<25 %0 NaCl) (Vezzulli et al., 2012). Por 
tanto, el calentamiento global supondría una ventaja para la multiplicación de estas especies; y 
por ello, se consideran un indicador adecuado para el estudio del mismo (Martinez-Urtaza et 
al., 2010; Vezulli et al., 2012). 
 
Se considera que el grupo taxonómico Vibrionaceae es muy diverso (Noguerola y Blanch, 
2008), estando la taxonomía del género Vibrio en constante proceso de revisión (Gomez-Gil et 
al., 2004). Recientemente, Li et al. (2020) han establecido que el género Vibrio consta de más 
de 120 especies agrupadas en 21 clados (Figura 1); destacando la gran diversidad de cepas, 
biotipos, etc. (Taxonomy Browser, 2020). Las cepas de los diferentes clados presentan una 
elevada similitud entre genomas (caso de las especies del clado Splendidus y Orientalis) que 
Thompson et al. (2005) justifican por la adaptación al nicho.  
 

 
 

Figura 1. Representación de los 21 clados pertenecientes al género Vibrio. (Adaptado de Sawabe et al. J. Bacteriol. 
2007; doi:10.1128/JB.00693-07). 

 
Dentro de este género se incluyen especies patógenas que pueden afectar al ser humano 
(Pruzzo et al., 2005). Hasta la fecha, se han señalado 12 especies con potencial para causar 
infecciones en humanos (Brehm et al., 2020), siendo V. chloreae la especie más conocida. Los 
serogrupos productores de toxinas O1 y O139 de V. cholerae pueden causar cólera endémico y 
epidémico, una enfermedad diarreica secretoria aguda grave que es principalmente 
transmitida por ingestión de alimentos o agua contaminados. Las infecciones provocadas por 
Vibrio spp.-no cólera son más frecuentemente causadas por especies halofílicas que prosperan 
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en agua salada y se asocian con el consumo de mariscos crudos o poco cocidos o la exposición 
de traumatismos al mar o al agua salobre y, en un grado variable, pueden causar 
gastroenteritis e infecciones de heridas (Brehm et al., 2020). 
 
En las dos últimas décadas, ha incrementado la detección de cepas patógenas facultativas del 
género Vibrio (Thompson et al., 2004a, b) y la incidencia de enfermedades relacionadas con el 
uso de aguas contaminadas por estos microorganismos (Paz et al., 2007; Vezzulli et al., 2012, 
2013), incluso en países europeos donde no eran habituales 
(https://e3geoportal.ecde.europe.eu/SitePages/VibrioRiskMap.aspx, Vezzulli et al., 2012). De 
hecho, se ha constatado un aumento de los casos de cólera y gastroenteritis (Baker-Austin et 
al., 2018; Jones y Oliver, 2009; Morris y Acheson, 2003) causados por el consumo de agua y 
marisco contaminados por especies patógenas de Vibrio (Martínez-Urtaza et al., 2010; 
McMichael et al., 2006; Paz et al., 2007; Vezzulli et al., 2013). Además, se ha establecido la 
presencia de V. cholerae en estuarios de Portugal (Machado y Bordalo, 2014), de V. 
parahaemolyticus en la costa atlántica francesa (Deter et al., 2010; Quilici et al., 2005) y de V. 
parahaemolyticus O3:K6, altamente patógeno, en el noroeste de España (Martínez-Urtaza et 
al., 2005, 2008). Se considera, que este incremento global de las vibriosis; así como, el 
incremento en la expresión de rasgos asociados a la virulencia en cepas patógenas, son 
debidos a las alteraciones experimentadas en los océanos por efecto de la variación de 
temperatura (y parámetros relacionados) asociada al cambio climático (Vezzulli et al., 2013). 
En este sentido, Huehn et al. (2014) y Oberbeckmann et al. (2011) han sugerido una asociación 
entre la alteración de parámetros ambientales y el cambio de la comunidad de Vibrio hacia 
especies y cepas potencialmente más patógenas. Por ejemplo, V. harveyi, agente causante de 
enfermedades zoonóticas en peces y mariscos (Brehm et al., 2020), durante mucho tiempo no 
ha sido considerado patógeno humano de interés (Zhou et al., 2012). No obstante, en los 
últimos años se han reportado casos de infecciones de heridas (Janda et al., 2015), infecciones 
por consumo de alimentos contaminados (Fadel y El-Lamie, 2019) e incluso se ha informado de 
casos de infecciones poco habituales en humanos (Brehm et al., 2020; Del Gigia-Aguirre et al., 
2017; Wilkins et al., 2008). Además, la incidencia de vibriosis en regiones no endémicas 
altamente afectadas por el cambio climático (Vezzulli et al., 2013) ha supuesto grandes 
pérdidas económicas (Tall et al., 2012, 2013; Vezzulli et al., 2013), en especial a las industrias 
extractivas y procesadoras de productos del mar (Hernández et al., 2005).  
 
Existen diversos estudios acerca de los mecanismos de adaptación de Vibrio spp. a la variación 
de factores ambientales causados por el calentamiento global (Martínez-Urtaza et al., 2010; 
Montánchez et al., 2019; Paz et al., 2007; Vezzulli et al., 2013, 2016); sin embargo, se 
desconoce cómo los efectos del calentamiento global pueden alterar, directa o 
indirectamente, la estructura y abundancia de los reservorios y hospedadores de Vibrio en el 
medio acuático (Vezzulli et al., 2013).  
 
 

2. Problemática en la identificación de Vibrio spp. 
 
Hasta la década de 1990, la taxonomía del género Vibrio se basaba principalmente en la 
descripción de rasgos morfológicos de cepas crecidas en medios selectivos y en pruebas 
bioquímicas. Sin embargo, aunque se han realizado varios intentos para caracterizar e 
identificar vibrios de medios acuáticos basándose en caracteres fenotípicos (Vandenberghe et 
al., 2003), se han encontrado dificultades debido a la gran diversidad bioquímica que 
presentan. De hecho, la identificación basada en pruebas bioquímicas, si bien es adecuada 
para cepas clínicas, no resulta fiable para la identificación de la mayoría de cepas ambientales 
debido a la diversidad de su metabolismo (Tall et al., 2013). Por otra parte, la continua 
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descripción de nuevas especies conlleva a que la taxonomía de la familia Vibrionaceae esté en 
constante cambio (Alsina y Blanch, 1994; Thompson et al., 2004b; Vandenberghe et al., 2003). 
 
El método de identificación bioquímico API 20E, que originalmente fue diseñado para la 
identificación de Enterobacteriaceae (Shayegani et al., 1978) con una orientación de aplicación 
clínica (Swanson y Collins, 1980), más adelante se adaptó para la identificación de bacterias 
Gram negativas (Holmes et al., 1978; Shayegani et al., 1978). Hoy en día, se dispone 
comercialmente de variantes capaces de abarcar un amplio espectro de grupos bacterianos y, 
aunque con limitaciones, fuera del campo clínico se han utilizado en estudios de microbiología 
acuática. El género Vibrio se encuentra dentro de los perfiles identificables mediante el 
sistema bioquímico API 20E, siendo necesarias ciertas variaciones en la metodología, así como 
el uso de de diluyentes de mayor salinidad (MacDonell et al., 1982). 
 
No obstante, se ha comprobado que los métodos tradicionales de identificación fenotípica son 
incapaces de identificar y diferenciar con seguridad entre especies pertenecientes al género 
Vibrio, ya que sus distintos integrantes comparten un alto grado de similitudes genéticas y 
fenotípicas (Cano-Gomez et al., 2009; Sawabe et al., 2007).  
 
El desarrollo de técnicas basadas en ribotipificación, hibridación ADN-ADN o PCR han aportado 
valiosas informaciones, nuevos conocimientos y han proporcionado una sistemática para 
identificar estos microorganismos, lo que ha mejorado enormemente la taxonomía dentro de 
este grupo (Pascual et al., 2010; Sawabe et al., 2007; Tall et al., 2013; Thompson et al., 2005).  
 
La molécula ARNr 16S se compone de regiones altamente conservadas que pueden revelar 
relaciones como pertenencia a clases, phyla, etc., pero también contiene regiones variables 
que pueden discriminar dentro de taxonomías más precisas (género). Thompson et al. (2004b) 
establecieron que la similitud del ARNr 16S dentro de la familia Vibrionaceae era superior al 
90-91%; dentro del género Vibrio, de un 95-96% y, al menos de 99,3%, entre cepas de la 
misma especie. Por ello, este gen, debido a su alta conservación, resulta una herramienta 
adecuada para la identificación a nivel de género Vibrio. Así, las filogenias obtenidas por la 
secuenciación del gen ARNr 16S han señalado que en el caso del género Vibrio, la agrupación 
mediante criterios clásicos (morfología y características bioquímicas) resulta inadecuada 
(Thompson et al., 2004b). No obstante, Tall et al. (2013) indicaron el bajo poder 
discriminatorio de este gen entre especies dentro del género Vibrio, siendo una herramienta 
insuficiente a la hora de una identificación precisa de especies estrechamente relacionadas 
(Nagpal et al., 1998) debido a la similitud existente de dicho gen, como en el caso de V. 
alginolyticus, V. parahaemolyticus, V. harveyi, V. campbelli, V. natriegens (Dorsch et al., 1992) 
y V. rotiferianus (Gomez-Gil et al., 2003). 
 
Esta problemática llevó a establecer otros marcadores filogenéticos que permitieran 
discriminar entre especies estrechamente relacionadas (Tall et al., 2013; Thompson et al., 
2007, 2008). El análisis de secuencias multilocus (Multilocus Sequencing Analysis, MLSA) ha 
permitido superar la problemática de la noción de especies o grupos de especies dentro del 
género Vibrio (Pascual et al., 2010; Sawabe et al., 2007; Thompson et al., 2007, 2009), 
ofreciendo resultados contrastados por análisis de otros marcadores filogenéticos y genéticos. 
La agrupación de las especies de Vibrio mediante MLSA está de acuerdo con la agrupación 
realizada por estudios de taxonomía polifásica (Thompson et al., 2005), lo que la define como 
una herramienta potente para la identificación de bacterias estrechamente relacionadas 
(Cano-Gomez et al., 2011). Esta técnica se ha aplicado con resultados positivos en la 
descripción de nuevas cepas de Vibrio (Cano-Gomez et al., 2010; Yoshizawa et al., 2010) y en 
estudios epidemiológicos (Pascual et al., 2010).  
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3. Detección de Vibrio spp. en muestras ambientales 
 
La enumeración y detección de poblaciones bacterianas de muestras ambientales de sistemas 
acuáticos resulta problemática a causa de la Gran Anomalía del Recuento de Placa (Harwani, 
2013; Pace, 1996): no todas las bacterias enumeradas mediante técnicas de microscopía son 
cultivables en los medios convencionales y las metodologías de las que se dispone 
actualmente. Además, una fracción de las bacterias observadas al microscopio, pero no 
cultivables, podría corresponder a microorganismos que, si bien habitualmente crecen en 
medio de cultivo, tras ser expuestos a condiciones desfavorables, pueden perder esta 
capacidad aunque permanecen metabólicamente activas; es decir, bacterias que adoptan el 
estado Viable no Cultivable (VNC) (Barcina y Arana, 2009; Oliver, 2010; Roszak y Colwell, 1987; 
Xu et al., 1982). Este estado se ha reportado en hasta 85 especies bacterianas que 
comprenden una amplia distribución filogenética, lo que sugiere que pueda ser una estrategia 
general de supervivencia ante condiciones ambientales desfavorables o estresantes (Oliver, 
2010). Vibrio spp. adopta este estado bajo condiciones de estrés (Coutard et al., 2007; Jiang y 
Chai, 1996; Oliver et al., 1991, 1995; Oliver, 2005; Parada et al., 2016; Ramaiah et al., 2002; 
Srinivasan et al., 1998; Sun et al., 2008; Whitesides y Oliver, 1997). Obviamente, estos hechos 
dificultan la detección y enumeración bacterianas en los sistemas naturales mediante técnicas 
basadas en el cultivo.  
 
Además, es de resaltar que los medios de cultivo diseñados para la detección de Vibrio spp. 
están dirigidos principalmente a entornos clínicos. Un ejemplo de ello es el medio selectivo 
TCBS, el cual fue inicialmente diseñado para el aislamiento de especies del género Vibrio de 
carácter patógeno en muestras clínicas y, hoy en día, es uno de los más empleados para dicho 
fin (Harwood et al., 2004). Su uso permite diferenciar V. cholerae de V. parahaemolyticus y V. 
vulnificus en base a la fermentación de la sacarosa. Sin embargo, la validez del uso de este 
medio para el aislamiento de especies del género Vibrio a partir de muestras ambientales es 
cuestionable (Lotz et al., 1983; West et al., 1982), ya que el Agar TCBS parece ser un medio 
inhibitorio para muchas de las especies del género Vibrio frecuentes en los entornos marinos 
(Simidu et al., 1980). Y, aunque en diversos estudios se considere como el mejor medio de 
aislamiento para el género Vibrio (Karunasagar et al., 1986; Morris et al., 1979), Cleland et al. 
(1985) determinaron que solamente el 51% de los aislamientos provenientes del medio TCBS 
realmente pertenecían a este género. 
 
Para hacer frente a esta problemática, se han desarrollado y perfeccionado otro tipo de 
técnicas de detección y recuento que no requieren cultivo. Técnicas basadas en el uso de 
sondas prediseñadas en el laboratorio que hibridan con ARN han demostrado ser de gran 
utilidad para la detección y discriminación de microorganismos. Estas sondas son secuencias 
específicas y conocidas de una especie, género o grupo determinado que, al ser marcadas con 
moléculas cromógenas o fluorogénicas, permiten identificar, distinguir y discriminar entre 
especies, géneros o grupos de microorganismos de interés (Di Pinto et al., 2011). En concreto, 
las sondas que hibridan con el ARN ribosómico han resultado exitosas (Amann et al., 1995; 
Atlas y Bartha, 1998; Pace, 1996) debido a la baja tasa de evolución de sus dianas. 
 
Una de estas técnicas para la detección y recuento de bacterias basada en el uso de sondas es 
el método FISH (Fluorescence In situ Hybridization) que permite diferenciar entre 
microorganismos (identificación filogenética) y realizar estudios cuantitativos de poblaciones 
específicas en muestras naturales sin necesidad de cultivo (Amann et al., 1990, 1996; DeLong 
et al., 1999; Giovannoni et al., 1988; Hoshino et al., 2008). Esta técnica utiliza células fijadas 
(manteniendo intactas sus características) e implica un proceso de hibridación con 
oligonucleótidos, marcados con fluorocromos, que son complementarios a regiones del ARNr 
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16S. De esta forma, las bacterias que hibriden con la sonda emitirán fluorescencia y podrán ser 
posteriormente observadas y enumeradas mediante microscopía de epifluorescencia. 
 
No obstante, el método FISH presenta limitaciones. En el ambiente, las bacterias se 
encuentran expuestas a situaciones de estrés como escasez o ausencia de nutrientes en las 
cuales el crecimiento bacteriano sería muy lento incluso nulo y presentando un número de 
ribosomas reducido (Cabral, 2010; DeLong et al., 1999). En estas condiciones, la fluorescencia 
emitida por estas bacterias podría estar por debajo del nivel de detección del método FISH a 
pesar de las mejoras que se han propuesto, como empleo de fluorocromos más intensos 
(Alfreider et al., 1996) o sondas polinucleotídicas que porten un gran número de fluorocromos 
(Amann et al., 1996; Trebesius et al., 1994).  
 
La técnica CARD-FISH (Catalyzed Reporter Deposition Fluorescence In situ Hybridization) 
(Pernthaler et al., 2002, 2004) supone una mejora al FISH convencional que permite la 
enumeración de bacterias en muestras ambientales. En el CARD-FISH, a la sonda se le unen 
peroxidasas de rábano picante (HorseRadish Peroxide, HRP) y la muestra se incuba con una 
solución de tiramida marcada con un fluorocromo mediante actividad peroxidasa. La HRP, en 
presencia de peróxido de hidrógeno, convierte la tiramida en un radical intermedio el cual 
reacciona con compuestos aromáticos, como los residuos de tirosina de las células (Kubota, 
2013). Cada HRP cataliza la deposición de un gran número de tiramidas aumentando la 
sensibilidad del FISH en comparación con las sondas de un único fluorocromo, por lo que su 
empleo puede aumentar hasta 20 veces la fluorescencia emitida por las células respecto al 
FISH estándar (Schonhuber et al., 1997). La sencillez del CARD-FISH, sumada a la disponibilidad 
comercial de las soluciones necesarias y al incremento de la fluorescencia en bacterias con 
bajo contenido en ribosomas, hace del CARD-FISH un método ideal para el estudio de 
microorganismos marinos como Vibrio spp., que suelen presentar problemas de detección con 
la técnica FISH convencional (Oberbeckmann et al., 2011). Sin embargo, la capacidad de 
detectar microorganismos del método es dependiente de la especificad de la sonda respecto a 
las células diana. El CARD-FISH depende de un diseño adecuado y específico de la sonda y esto 
es, en muchas ocasiones, difícil de conseguir, como es en el caso del género Vibrio, dada su 
diversidad (Thompson et al., 2004a, b). Así, en la bibliografía se describen diversas sondas con 
diferente especificidad (Girard et al., 2017; Giuliano et al., 1999; Heidelberg et al., 2002; 
Hugget, 2008; Kim y Jeong, 2001; Moreno et al., 1999; Oberbeckmann et al., 2011; Sussman et 
al., 2003; Zhang et al., 2015a). 
 
 

4. Supervivencia de Vibrio spp.  
 
Las condiciones óptimas de crecimiento no suelen ocurrir de manera habitual en ambiéntelos 
sistemas naturales y, menos aún, mantenerse de forma continuada; de manera que las 
poblaciones bacterianas suelen encontrarse expuestas a condiciones ambientales cambiantes 
y estresantes. En estas condiciones, la capacidad de adaptación bacteriana a las variables 
condiciones ambientales determina su supervivencia (Dorman, 1996; Kramer et al., 2006).  
 
En su ambiente, Vibrio está continuamente expuesto a cambios ambientales de parámetros 
físico-químicos (temperatura, salinidad, radiación luminíca, disponibilidad de nutrientes etc.) 
y/o interacciones con otros organismos (competición, parasitismo y, especialmente, 
depredación) (Li et al., 2014; Oliver, 2010; Parada, 2016; Roszak y Colwell, 1987; Vattakaven et 
al., 2006). Entre las estrategias que las bacterias del género Vibrio pueden adoptar para 
adaptarse al ambiente, destacan la entrada en el estado VNC, la adhesión a superficies bióticas 
y abióticas y/o la reducción del tamaño celular. 
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En el caso de numerosas especies bacterianas, la variación en las condiciones ambientales 
induce la expresión del fenotipo VNC (Oliver, 2010; Roszak y Colwell, 1987). Este fenotipo se 
relaciona con una mayor resistencia al ambiente (Signoretto et al., 2000) y las poblaciones que 
lo adoptan pueden incluso conservar su virulencia (Baffone et al., 2003; Li et al., 2014; Oliver, 
2010) Además, varios estudios indican que el estado VNC es reversible, pudiendo recuperarse 
las células y reanudar el crecimiento cuando las condiciones ambientales vuelven a ser 
favorables (Oliver, 2010; Ramamurthy et al., 2014). En cualquier caso, este proceso de 
recuperación denominado resucitación, no parece un fenómeno universal aplicable a todas las 
bacterias que adoptan el estado VNC (Arana et al., 2007; Kolling y Matthews, 2001; Ziprin et 
al., 2003).  
 
Se ha descrito que diversas especies del género Vibrio adoptan el estado VNC (Amel et al., 
2008; Biosca et al., 1996; Jiang y Chai, 1996; Johnston y Brown, 2002; Lutz et al., 2013; Oliver 
et al., 1995; Ramaiah et al., 2002; Stretton et al., 1997; Sun et al., 2008; Wolf y Oliver, 1992; 
Wong y Wang, 2004; entre otros). De hecho, varios miembros del género Vibrio se han 
estudiado como modelos para determinar las características principales de este estado y 
modelizar el tránsito al mismo (Oliver, 2015, 2016; Xu et al., 1982); así como, establecer las 
condiciones ambientales que lo inducen (Jiang y Chai, 1996; Oliver, 2010; Vattakaven et al., 
2006). Además, para Vibrio spp. existen múltiples referencias que ponen de manifiesto su 
capacidad de resucitación sea tras el cambio de las condiciones ambientales (Bates y Oliver, 
2004; Nilsson et al., 1991; Oliver et al., 1995; Whitesides y Oliver, 1997; Wong et al., 2004) o la 
exposición a determinados estímulos (Gupte et al., 2003; Lleo et al., 2001; Magariños et al., 
1997).  
 
Por otra parte, diversos estudios han descrito, en bacterias sometidas a estrés, cambios 
morfológicos como la disminución de tamaño y adquisición de una morfología cocoide que se 
asocia al fenotipo VNC (Chen y Chen, 2014; Jiang y Chai, 1996; Smith y Oliver, 2006; 
Vattakaven et al., 2006). Sin embargo, otros autores han comprobado que esta variación 
morfológica es independiente de la entrada en el estado VNC (Kaberdin et al., 2015; Orruño et 
al., 2019) y ocurre, incluso, en poblaciones sometidas a estrés, fundamentalmente ayuno, y 
que no pierden su cultivabilidad. En cualquier caso, este cambio morfológico se considera una 
estrategia de supervivencia que permite minimizar los requerimientos del metabolismo de 
mantenimiento e incrementar la toma de nutrientes al aumentar la relación 
superficie/volumen (Biosca et al., 1996; Jiang y Chai, 1996). 
 
La capacidad de adherirse a superficies bióticas o abióticas se ha relacionado estrechamente 
con la respuesta al estrés (Hall-Stoodley et al., 2004; Landini, 2009) estando ésta capacidad 
influenciada por la temperatura, la escasez/ausencia de nutrientes o la salinidad (Karunasagar 
y Otta, 1996). Diversos autores han demostrado que las bacterias del género Vibrio tienen 
capacidad de adherirse a superficies abióticas (Nakhamchik et al., 2008; Watnick et al., 1999; 
Yip et al., 2006), incluso a plásticos, acero o losas de cemento (Karunasagar y Otta, 1996). Del 
mismo modo, los microorganismos son capaces de adherirse a supercifies bióticas como otros 
organismos vivos en condiciones de estrés ambiental (Hall-Stoodley et al., 2004; O'Brien y 
Sizemore, 1979), proceso que también realizan bacterias del género Vibrio (Castro-Rosas y 
Escartin, 2002). Se considera que la adhesión a superficies podría incrementar la probabilidad 
de supervivencia al facilitar la toma de nutrientes en condiciones de escasez de los mismos 
(Dawson et al., 1981; Kjelleberg y Hermansson, 1984), hacer frente a la depredación (Sun et 
al., 2013, 2015b) o establecer relaciones comensales con algunas poblaciones de zooplancton 
(Colwell y Huq 1994; Pruzzo et al., 2008).  
 



26 INTRODUCCIÓN 
 

Estas estrategias (observables) de adaptación son desencadenadas por procesos moleculares 
de respuesta al estrés. Estos cambios moleculares pueden basarse en variaciones en la 
expresión de proteínas en respuesta al entorno (Madigan et al., 2015). Así, se ha demostrado 
síntesis de nuevas proteínas, por ejemplo asociadas al mantenimiento de la cultivabilidad 
(Heim et al., 2002; Kvint et al., 2003; Srinivasan et al., 1998), de respuesta al estrés térmico u 
oxidativo, al ayuno, a cambios de pH, etc. (Groat et al., 1986; Jaan et al., 1986; Jones et al., 
1987; Perrot et al., 2000), y se han descrito descensos significativos en la síntesis de proteínas 
en células sometidas a estrés osmótico o ayuno (Abdallah et al., 2009, 2012; Roth et al., 1988).  
 
Dada la complejidad del estudio del proteoma bacteriano completo, es habitual el análisis de 
únicamente estructuras subcelulares (Andersen et al., 2003; Josic et al., 2008; Pasquali et al., 
1999). Las envueltas celulares están en contacto con el medio circundante (siendo la 
membrana externa la primera barrera entre la célula y las condiciones medioambientales 
cambiantes) y determinan la estructura celular. Diversos autores indican que el estudio de las 
variaciones en el subproteoma de estas envueltas es una herramienta útil para estudiar los 
procesos de adaptación al estrés ambiental (Abdallah et al., 2009, 2012; Citterio et al., 2004; 
Darcan et al., 2009; Gayoso et al., 2014; Kao et al., 2009; Lai et al., 2009; Nikaido y Vaara, 
1985; Özkanca y Flint, 2002; Xu et al., 2005).  
 
Entre los factores ambientales abióticos que condicionan la persistencia de Vibrio en los 
sistemas acuáticos y que promueven las respuestas fenotípicas y moleculares descritas, 
destaca la temperatura. Para gran parte de los vibrios, las bajas temperaturas reducen la 
capacidad de cultivo (induciendo la entrada en el estado VNC) (Abia et al., 2016; Asakura et al., 
2007; Kaberdin et al., 2015; Montánchez et al., 2014; Nowakowska y Oliver, 2013; Parada et 
al., 2016; Sun et al., 2008), mientras que las temperaturas más elevadas aumentan la 
abundancia de las poblaciones (Vezzulli et al., 2013) o mejoran su persistencia (Montánchez et 
al., 2019). La salinidad es otro factor influyente (Di et al., 2017; Johnson, 2013; Takemura et al., 
2014). Vibrio spp. ha sido generalmente considerado un grupo bacteriano halófilo (Soto et al., 
2010); no obstante, las altas salinidades que pueden encontrarse en el océano abierto (35‰) 
pueden inhibir el crecimiento de Vibrio spp. (Davis et al., 2017; Oliver, 2015). Del mismo modo, 
las bajas concentraciones de sal tienen un efecto negativo en la capacidad de supervivencia de 
muchos vibrios, comprometiendo su cultivabilidad (Armada et al., 2003; Eguchi et al., 2000). 
En los sistemas acuáticos naturales, la concentración de nutrientes es escasa y variable, 
intercalándose breves períodos de abundancia de nutrientes con largos períodos de escasez 
(Atlas y Bartha, 1998). El efecto de la concentración de nutrientes en las comunidades 
bacterianas ha sido estudiada por diversos autores (Fuhrman et al., 2006; Gilbert et al., 2009; 
Morris et al., 2005) ya que la disponibilidad y distribución de recursos nutricionales puede 
determinar la estructura de las comunidades (Church, 2008). De hecho, la composición y 
estructura de las comunidades de Vibrio spp. está determinada entre otros factores, por la 
disponibilidad de recursos en el medio ambiente (Eiler et al., 2007; Fierer et al., 2007; Hibbing 
et al., 2010; Roller y Schmidt, 2015; Wong et al., 2019). Además, en las zonas más superficiales 
de los sistemas acuáticos, la incidencia de la luz solar podría condicionar la supervivencia de 
Vibrio spp. En los océanos, las radiaciones ultravioleta e infrarroja, componentes del espectro 
de la radiación solar, apenas pueden penetrar el primer metro de agua, mientras que la 
radiación visible puede descender hasta profundidades de 200 m determinando la zona fótica. 
El efecto de la radiación solar y sus componentes sobre la supervivencia/permanencia de las 
poblaciones microbianas en los sistemas acuáticos ha sido estudiado (Coohill y Sagripanti, 
2009; Lipovsky et al., 2008; Muela et al., 2002). Diversos autores (Arana et al., 2007; Coohill y 
Sagripanti, 2009; Hernroth et al., 2009; Pommepuy et al., 1992, 1996) han demostrado la 
inducción de la pérdida de cultivabilidad y/o viabilidad bacteriana, incluidas bacterias del 
género Vibrio (Abboudi et al., 2008; Alves et al., 2011; Booth et al., 2001; Malara et al., 2017; 
Nakahashi et al., 2014).  
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Por otra parte, la supervivencia y persistencia de las bacterias en sus hábitats naturales 
depende también de las complejas interacciones que se producen entre las comunidades 
microbianas (Hibbing et al., 2010; Sherr y Sherr, 2002; Sime-Ngando, 2014). Los bacteriófagos 
y los protistas heterotrófos resultan clave para controlar la diversidad y la abundancia de las 
bacterias marinas (Fuhrman, 1999; Sun et al., 2013; Wommack y Colwell, 2000). Esta 
depredación equilibra la densidad bacteriana del sistema (Sanders et al., 1992; Sherr et al., 
1989) y contribuye al proceso de regeneración de nutrientes que utilizarán las propias 
bacterias (Caron et al., 1988; Fenchel y Harrison, 1976; Jürgens y Sala, 2000) promoviendo así 
la producción bacteriana (Posch et al., 1999). A su vez, la presencia, la actividad y el 
comportamiento de los depredadores también están influenciados por variaciones en 
parámetros ambientales como la temperatura (Atkinson et al., 2003). 
 
En la Comunidad Autónoma Vasca no existen estudios centrados en el análisis de la 
distribución de Vibrio spp., a pesar de que puede suponer un riesgo a nivel sanitario, 
económico y ambiental, más aun considerando los previsibles cambios en el medio marino 
derivados del cambio climático (http://coastalwarming.com/data_global.html). El efecto de la 
la variación de los parámetros ambientales que previsiblemente acontecerán en las décadas 
futuras es incierto. Así como su efecto sobre las poblaciones y comunidades microbianas y las 
consecuencias medioambientales de mas mismas. Por ello, resulta necesario conocer las 
características de las poblaciones de Vibrio spp., estudiar su comportamiento ante la 
exposición a distintos parámetros ambientales y conocer las bases moleculares de estos 
procesos adaptativos. De este modo, sería posible establecer la dinámica temporal de Vibrio 
spp., que permitiría el desarrollo de modelos predictivos para la monitorización de los 
ambientes costeros y, así, poder anticipar y prevenir los riesgos para la salud (humana y 
animal) y las pérdidas económicas ligadas a la presencia de Vibrio spp. (Tall et al., 2012; 
Vezzulli et al., 2013).  
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A tenor de lo anteriormente expuesto se plantearon los siguientes objetivos: 

 
1. Establecer la distribución y dinámica espacio-temporal de Vibrio spp. en aguas costeras del 

golfo de Vizcaya. 
 

1.1. Adecuar el método CARD-FISH (Catalyzed Reporter Deposition-Fluorescence In situ 
Hybridization) para la detección de Vibrio spp. en muestras de agua de mar y 
verificar su idoneidad. 

 
1.2. Enumerar las comunidades bacterianas totales y de Vibrio spp. en la costa vasca a 

lo largo de un ciclo anual. 

2. Establecer el efecto de factores ambientales abióticos y bióticos en la permanencia de 

Vibrio spp. en los sistemas acuáticos 
 

2.1. Caracterizar las estrategias de adaptación de las bacterias del género Vibrio a la 
variación de los factores ambientales abióticos. 

 
2.2. Determinar el efecto de las comunidades microbianas del agua de mar sobre la 

supervivencia de Vibrio. 
 

3. Caracterizar los cambios moleculares que, a nivel del subproteoma de las envueltas 

celulares, experimenta V. harveyi durante la adaptación a condiciones adversas.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 





 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

OBJETIVO 1 
Distribución y dinámica espacio-temporal de Vibrio spp. en 
aguas costeras del golfo de Vizcaya.  
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1. Adecuación de la técnica CARD-FISH (Catalyzed Reporter Deposition-Fluorescence In situ 
Hybridization) para la detección de Vibrio spp. 
 
La enumeración de Vibrio spp. en muestras de agua del golfo de Vizcaya se realizó utilizando el 
protocolo CARD-FISH (Catalyzed Reporter Deposition-Fluorescence In situ Hybridization) 
descrito por Pernthaler et al. (2004) con algunas modificaciones. En un primer paso, se realizó 
la selección de una sonda específica para la detección y enumeración de Vibrio spp. 
Posteriormente, se llevó a cabo la estandarización del protocolo CARD-FISH. Y finalmente, se 
examinó la validez del protocolo para la detección específica de bacterias del género Vibrio en 
suspensiones microbianas generadas en el laboratorio a partir de microorganismos de 
colección y/o ambientales.   
 

1.1. Elección de las sondas para la detección y enumeración de Vibrio spp. 
 
Se realizó una búsqueda sistemática en bases de datos de literatura científica (Science Direct, 
Springer, Google Scholar, NCBI) utilizando combinaciones de palabras clave como “Vibrio”, 
“detection”, “specific probe”, “CARD-FISH” y “environmental”. No se consideraron los artículos 
publicados hace más de 20 años. Las sondas mencionadas en los artículos encontrados en la 
búsqueda bibliográfica se detallan en la Tabla 1. 
 
Tabla 1. Sondas de oligonucleótidos dirigidas a ARNr 16S de bacterias del género Vibrio recogidas en la literatura 
científica de los últimos 20 años. Se muestra la secuencia, la posición de referencia en Escherichia coli 
(https://www.arb-silva.de/search/testprobe/), la población con la que hibridan y referencias para cada sonda. 
 

SONDA SECUENCIA (5’→3’) 
Gen 

ARNr 
16S 

HIBRIDA CON REFERENCIA 

GV841 AGGCCACAACCTCCAAGTAG 822 

Género Vibrio 
(excepto  
V. cholerae y  
V. mimicus) 

Giuliano et al., 1999; Eilers et al., 
2000; Arboleda y Reidchart, 2009; 
Tada et al., 2009; Oberbeckmann, 
2012; Girard et al., 2017 

MS6 AGTTTTACATTTGCGACC 893 V. shiloi Sussman et al., 2003 

Vchomin 
1276 

ACTTTGTGAGATTCGCTCCACCTCG 1266 
V. cholerae,  
V. mimicus 

Heidelberg et al., 2002 
Schauer et al., 2012 

VIB ACAGTACTCTAGTCTGCCAG  642 Género Vibrio 
Moreno et al., 1999;  
Cañigral, 2011 

Vib 1 GTGGTAGTGTTAATAGCACT 453 

V. vulnificus Kim y Jeong, 2001 Vib 2 TCTAGCGGAGACGCTGGA 1005 

Vib 3R GCTCACTTTCGCAAGTTGGCC 1256 

Vib-16S-1 AGGAGCTTCGCTTGC 181 Género Vibrio Zhang et al., 2015a 

VIB572a ACCACCTGCATGCGCTTT 571 

Género Vibrio  
(ocasionalmente 
Photobacterium 
y Listonella) 

Hugget et al., 2008; Pereira et al., 
2011; Bellés-Garulera et al., 2016; 
Girard et al., 2017 

VIB572b ACCGCCTGCATGCGCTTT 571 
Vibrio 
Photobacterium 

Hugget, 2008 

Vib749 TCGCATCTGAGTGTCAGT 748 
Vibrio  
Aliivibrio 

Girard et al., 2017 

Vvul3 TCCTCACGACTGAAAG 435 V. vulnificus Heidelberg et al., 2002 
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Se realizó una selección entre las sondas de oligonucleótidos dirigidas a secuencias específicas 
ubicadas en diferentes posiciones en el gen ARNr 16S. Se priorizaron aquellas sondas pudieran 
hibridar con la mayoría de las especies pertenecientes al género Vibrio y no limitadas a la 
detección de 1 o pocas especies. En base a este criterio, se seleccionaron tres sondas: GV841 
(Giuliano et al., 1999), Vib-16S-1 (Zhang et al., 2015a) y VIB572a (Hugget et al., 2008) (Tablas 2 
y 3). El resto de sondas fueron descartadas por su baja especificidad o por no abarcar la 
diversidad del género Vibrio. 
 
La cobertura y especificidad de cada una de las sondas seleccionadas se estimó utilizando la 
base de datos SILVAref104 ARNr 16S (a partir de ahora SILVA), sección TestProbe 
(https://www.arb-silva.de/search/testprobe/) (Pruesse et al., 2007) (Tabla 2); y la herramienta 
informática BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) (Tabla 3). 
 
Tabla 2. Cobertura (Cob) y especificidad (Esp), expresados como porcentajes, para las sondas GV841, Vib-16S-1 y 
VIB572a (base de datos SILVA). Se muestran aquellos taxones cuyos valores superan el 75% para ambas 
características en alguna de las tres sondas analizas. 

 
GV 841 Vib-16S-1 VIB572a 

TAXÓN 
Cob 
(%) 

Esp 
(%) 

Cob 
(%) 

Esp 
(%) 

Cob 
(%) 

Esp 
(%) 

Alteromonadales; Alteromonadaceae; Gayadomonas 0 0 100 99,3 0 0 

Alteromonadales; Gallaecimonadaceae; Gallaecimonas 0 0 100 99,3 0 0 

Enterobacteriales; Enterobacteriaceae; 
endosymbionts10 

0 0 100 99,3 0 0 

Vibrionales; Vibrionaceae; Candidatus Photodesmus 50 99,3 100 99,3 25 99,3 

Aeromonadales; Aeromonadaceae; Oceanisphaera 0 0 94,4 99,3 0 0 

Pasteurellales; Pasteurellaceae; Avibacterium 0 0 94,1 99,3 0 0 

Alteromonadales; Alteromonadaceae; Catenovulum 0 0 92,3 99,3 0 0 

Vibrionales; Vibrionaceae; Vibrio 89,9 99,9 92,1 99,9 94 100 

Vibrionales 78 100 76,1 99,9 78,9 100 

Vibrionales; Vibrionaceae 78 100 76,1 99,9 78,9 100 

Vibrionales; Vibrionaceae; Aliivibrio 60,2 99,4 1,4 99,3 95,6 99,4 

Vibrionales; Vibrionaceae; Catenococcus 93,8 99,3 56,3 99,3 93,8 99,3 
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Tabla 3. Cobertura (QC, query cover %), identidad (Iden, identity %), coincidencia (Match, matches) y valor E (E 
value, probabilidad de encontrar la secuencia - entre todos los organismos - dentro de esta base de datos), para las 
sondas GV841, Vib-16S-1 Y VIB572a (base de datos BLAST). Se muestran aquellos taxones cuyos valores superan el 
75% en cobertura e identidad en alguna de las tres sondas analizadas. 
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* La sonda es complementaria a regiones del genoma no pertenecientes al ARNr 16S. 

 
 



38 OBJETIVO 1 
Materiales y métodos 
 
De acuerdo con la información aportada por SILVA, y aunque la especificidad de las 3 sondas 
era similar, la sonda Vib-16S-1 mostraba una cobertura completa y una especificidad del 99,3% 
con los géneros Gayadomonas, Gallaecimonas y Candidatus Photodesmus y grupo 
enterosimbiontes10 e índices de cobertura muy elevados con los géneros Avibacterium y 
Oceanisphoera, entre otros. Estos resultados no se obtuvieron para las sondas GV841 y 
VIB572a. De un modo similar, los datos obtenidos con la base de datos BLAST, indicaron que la 
sonda Vib-16S-1 podía ser complementaria de regiones del genoma no pertenecientes al ARNr 
16S de especies del género Vibrio. Además, para los géneros Oceanisphoera, Avibacterium y 
Catenovulum mostraba una cobertura e identidad completas. 
 
Por tanto, dada su escasa idoneidad y especificidad in silico (bases de datos SILVA y BLAST), 
hacia el género Vibrio se descartó la sonda Vib-16S-1 (Zhang et al., 2015a). Se seleccionaron las 
sondas GV841 (Giuliano et al., 1999) y VIB572a (Hugget et al., 2008). 
 

1.2. Procedimiento estandarizado 
 
El procedimiento CARD-FISH estandarizado, que se esquematiza en la Figura 2, se desarrolló en 
varios pasos. El protocolo se testó inicialmente con suspensiones de Escherichia coli utilizando 
la sonda Colinsitu (Regnault et al., 2000).  
 
1.2.1. Fijación y filtración de muestras (Paso 1) 
 
Con el fin de preservar la morfología y conformación espacial de los microorganismos durante 
el proceso de marcaje, las suspensiones celulares y las muestras de agua de mar (descritas más 
adelante, la Tabla 6 (Objetivo 1, Materiales y Métodos, apartado 1.3) se sometieron a fijación 
con paraformaldehído (PFA) al 4% (v/v) (Anexo 1). En el caso de las experiencias realizadas con 
suspensiones celulares preparadas en el laboratorio, se fijaron volúmenes de 25 mL con 25 mL 
de PFA. En el caso de las muestras de agua de mar, se mezclaron 200 mL de muestra con 100 
mL de PFA. En ambos casos, las mezclas se preservaron a 4⁰C durante 24 h.  
 
Posteriormente, las muestras se filtraron a través de un filtro de policarbonato de 47 mm de 
diámetro y de 0,2 μm de diámetro de poro (GTTP, Millipore). Los filtros se lavaron 2 veces con 
agua MilliQ estéril para eliminar el PFA y se dejaron secar a temperatura ambiente en cabina 
de bioseguridad. Los filtros secos se almacenaron a -20⁰C hasta su procesamiento.  
 
1.2.2. Protección de las células mediante embebido en agarosa (Paso 2) 
 
Para evitar la pérdida de células durante los procesos de permeabilización y de hibridación, los 
filtros se impregnaron por ambas caras con una solución de agarosa al 0,1% (p/v) mantenida a 
temperatura de 35-40⁰C. Posteriormente, se dejaron secar sobre un soporte de cristal, durante 
20-30 min. 
 
1.2.3. Desactivación de peroxidasas endógenas (Paso 3) 
 
Las peroxidasas endógenas (pseudoperoxidasas) al igual que las peroxidasas de rábano (HPR) 
pueden reaccionar con la tiramida utilizada en el Paso 7 (Figura 2) y emitir fluorescencia, 
incluso sin adición de sonda; por tanto, sin hibridación, y propiciar la aparición de falsos 
positivos. Para evitar esta situación, la aparición de falsos positivos, las peroxidasas endógenas 
se desactivaron sumergiendo los filtros en HCl 0,01 M durante 10 min. Posteriormente, los 
filtros se lavaron con tampón fosfato salino 1X estéril (Phosphate Buffered Saline, PBS) y agua 
MilliQ y se dejaron secar a temperatura ambiente. 
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1.2.4. Permeabilización con lisozima (Paso 4) 
 
Para favorecer la entrada de la sonda-HRP, que el tamaño de HPR podría dificultar, es preciso 
permeabilizar la pared celular bacteriana. Para ello, los filtros se incubaron, a 37⁰C durante 1 h, 
en 2 mL de solución, recién preparada, de lisozima (10 g/L) (Anexo 1). Este volumen de 
solución de lisozima, doble del recomendado por Pernthaler et al. (2004), resultó más 
adecuado para el procesamiento de las muestras estudiadas en este trabajo.  
 
A continuación, los filtros se lavaron con agua MilliQ y etanol absoluto y se dejaron secar a 
temperatura ambiente. Tras este paso, los filtros se almacenaron a -20⁰C hasta su posterior 
procesamiento. 
 
En el caso de las suspensiones que contenían bacterias Gram positivas, tras el tratamiento con 
lisozima, los filtros se sumergieron en solución de acromopeptidasa (concentración final de 60 
U/mL) (Anexo 1) a una temperatura de 37⁰C durante 30 min. Posteriormente, los filtros se 
lavaron con agua MiliQ (2 veces) y etanol absoluto, se dejaron secar al aire y se almacenaron a 
-20⁰C hasta su posterior procesamiento. 
 
1.2.5. Hibridación (Paso 5) 
 
Para favorecer la hibridación, los filtros se recortaron en 16 secciones triangulares y se 
sumergieron en 900 μL de tampón de hibridación (Anexo 1) junto con 3 μL de sonda-HPR (50 
ng/μL) (proporción 300:1) para filtros provenientes de suspensiones de cultivos axénicos; y 9 
μL de la sonda-HPR (50 ng/μL) (proporción 300:3) para muestras compuestas por mezclas de 
microorganismos o agua de mar. Las sondas marcadas con HPR (Biomers.net GmbH) se 
diluyeron con agua MilliQ estéril hasta una concentración final de 50 ng/µL, se dividieron en 
alícuotas de 30 μL y se almacenaron a -20⁰C hasta su posterior uso. 
 
El filtro seccionado se hibridó durante 2 h a la temperatura adecuada para la hibridación de las 
sondas testadas: 46⁰C para la sonda VIB572a (Huggett et al., 2008) y, 49⁰C en el caso de la 
sonda GV 841 (Giuliano et al., 1999). Para la sonda Colinsitu utilizada para testar el protocolo, 
la temperatura fue de 52⁰C (Regnault et al., 2000). 
 
A pesar de que para la sonda VIB572a se indica que el tampón de hibridación requiere 
formamida al 40% (8 mL de formamida + 6 mL de agua MiliQ), se comprobó que se obtenían 
resultados similares con formamida al 30% (6 mL de formamida + 8 mL de agua MiliQ). Por 
ello, en este trabajo se utilizó formamida al 30%. 
 
Las condiciones de hibridación específicas para cada una de las dos sondas seleccionadas se 
resumen en la Tabla 4.  
 
Tabla 4. Condiciones para CARD-FISH específicas para las sondas GV841 (Giuliano et al., 1999) y VIB572a (Hugget et 
al., 2008). Se muestran los volúmenes y porcentajes de formamida (FA), agua MiliQ y NaCl indicados en la 
bibliografía y los finalmente utilizados en este estudio; así como, las temperaturas de hibridación y de lavado. 

 

Sonda 
Tª 

hibridación 
(⁰C) 

Tª 
lavado 

(⁰C) 

%FA 
Volumen FA 

(mL; hibridación) 
Volumen MiliQ 

(mL; hibridación) 
NaCl 5M 

(µL; lavado) 

Teórico Utilizado Teórico Utilizado Teórico Utilizado Teórico Utilizado 

GV841 49 42 30% 30% 6 6 8 8 640 640 

VIB572a 46 48 40% 30% 8 6 6 8 270 640 
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1.2.6. Lavado (Paso 6) 
 
Los filtros se introdujeron en tampón de lavado (Anexo 1) durante 5 min con el fin de eliminar 
fragmentos de sonda no hibridados y evitar uniones inespecíficas. La temperatura del tampón 
de lavado condiciona la eficiencia de la hibridación y es específica de cada sonda, por tanto, 
para la sonda VIB572a se precalentó a 48⁰C, para la sonda GV 841, a 42⁰C y, para la sonda 
Colinsitu, a 37⁰C. Además, la cantidad de NaCl en el tampón de lavado determina la eficacia de 
la hibridación. Se verificó que la adicción de 640 µL de NaCl 5 M ofrecía resultados óptimos. 
Por último, los filtros se lavaron en PBS 1X durante 10-15 min a temperatura ambiente. 
 
1.2.7. Reacción CARD (Paso 7) 
 
Con la finalidad de aumentar la emisión de fluorescencia, los filtros se introdujeron en tubos 
Eppendorf que contenían 1 mL de tampón de amplificación (Anexo 1), 10 μL del stock de 100X 
de H2O2 (30% v/v) y 4 μL de tiramida reconstituida marcada con el fluoróforo ALEXA Fluor 488 
(0,5 mg/mL) (Thermo Fisher Scientific) y se incubaron, en oscuridad, a 42⁰C durante 15 min. 
Todos los pasos posteriores se realizaron en oscuridad.  
 
Una vez transcurrido el tiempo de incubación, los filtros se lavaron con PBS 1X durante 10 min 
y, posteriormente, bajo un flujo constante de agua destilada estéril durante 6 min. A 
continuación, se sumergieron en agua MilliQ estéril y etanol absoluto y se dejaron secar a 
temperatura ambiente, en oscuridad, sobre papel absorbente. Las secciones se almacenaron a 
-20⁰C hasta su observación al microscopio de epifluorescencia. 
 
1.2.8. Montaje para microscopía (Paso 8) 
 
Para la detección de microorganismos en las secciones del filtro, éstas se tiñeron con DAPI-Mix 
(1 μg/mL, Thermo Fisher Scientific; Anexo 1). Este fluorocromo se une a las regiones 
enriquecidas en adeninas y timinas del ADN, siendo una técnica de tinción especialmente 
adecuada para la enumeración de células. Los filtros se examinaron con un microscopio de 
epifluorescencia Eclipse E-400 (Nikon), equipado con un bloque de filtros formado por un filtro 
B-2A (filtro de excitación EX 450-490, espejo dicroico DM 505 y filtro barrera BA 520). De este 
modo se permite la detección únicamente de las células que hayan hibridado con la sonda y 
que están, por tanto, marcadas con el fluoróforo ALEXA Fluor 488 (máximo de absorción a 488 
nm y máximo de emisión a 520 nm). Las células marcadas con el fluoróforo ALEXA Fluor 488 
emiten fluorescencia verde y un filtro UV-2A (filtro de excitación EX 330-380, espejo dicroico 
DM 400 y filtro barrera BA 420) permite observar los microorganismos totales, teñidos con 
4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI, máximo de absorción a 359 nm y máximo de emisión a 461 
nm) que emiten fluorescencia azul. Se enumeraron las bacterías que emitían fluorescencia 
verde en 50 campos y se extrapoló al número de bacterias totales/mL. 
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1- Fijación de la muestra  

 
 
2- Embebido en agarosa  
 

 
 
3- Inactivación de peroxidasas endógenas  

 
 
4- Permeabilización con lisozima  
 

 
 
5- Hibridación  

 
 
 
 

Bomba 
de vacío24h

Muestra Paraformaldehido
(PFA) 4%

Filtración

Preparar solución 
agarosa %0,1 (p/v)

Agua destilada

Hervir y remover

Sumergir el filtro Dejar secar boca arriba

Agarosa

35-40ºC

Sumergir el filtro en 
HCl 0,01M

Sumergir el filtro 
en 1xPBS

Dejar secar
Sumergir el  filtro 

en MilliQ

Preparar 2 ml 
solución de lisozima

Sumergir filtro
37ºC, 1h

Lavar en etanol 
absoluto

Dejar secar
Lavar (x2) en 
agua Milli Q

Recortar el filtro 
en 16 secciones

Incubar 2h a temperatura 
adecuada a la sonda

Introducir las secciones en el vial de 
reacción y añadir tampón de 

hibridación + sonda-HRP
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6- Lavado  

 
 
7- CARD  

 
 
8- Microscopía  
 

 
 
Figura 2. Esquema de CARD-FISH (Catalyzed Reporter Deposition-Fluorescence In situ Hybridization) aplicado a 
bacterias planctónicas. 

 

1.3. Verificación de la idoneidad de las sondas 
 
Para verificar la idoneidad de las sondas seleccionadas (GV841 y VIB572a) se comprobó la 
capacidad de hibridar de las mismas con diferentes tipos bacterianos y un hongo unicelular 
(Tabla 5). Las cepas utilizadas se conservaron a -80⁰C mediante el sistema Pro-lab Diagnostics™ 
Microbank™. Las condiciones de recuperación y crecimiento se ajustaron al tipo de 
microorganismo (Tabla 5). Así, las diferentes especies de Vibrio se crecieron en Caldo Marino 
(CM, AppliChem) incubado a 26⁰C; Serratia marcescens, Bacillus subtilis y Micrococcus luteus 
en Caldo Triptona Soja (TSB, Panreac) a 30⁰C; Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, 
Citrobacter freundii y Staphylococcus aureus en TSB a 37⁰C y Saccharomyces cerevisiae en 
Caldo Dextrosa y Patata (Pronadisa) a 20⁰C. Los cultivos se incubaron durante 24 h y las células 
se recogieron mediante centrifugación (4.000 g, 20 min).  
 

Precalentar el tampón 
de lavado (temperatura 

adecuada a la sonda)

Incubar fragmentos del filtro 
15 min a la temperatura 

adecuada a la sonda

Lavar con 1 x PBS
10-15 min a T ambiente

Retirar el exceso 
de líquido

PBS 1X, 10 min 
a Tº ambiente

Lavado con 
agua MiliQ

Lavado con 
etanol absoluto

1 mL de tampón de 
amplificación +  10 μL del stock 

de 100X de H2O2 (30% v/v) +  
4 μL de tiramida

15 min 42 C
oscuridad

DAPI-Mix

Observar al microscopio 
de epifluorescencia

Teñir las secciones del 
filtro con DAPI-Mix
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Tabla 5. Microorganismos utilizados para preparar las suspensiones. 
 

Microorganismo Tipo Morfología 

Vibrio harveyi CECT 525 Bacteria Gram negativa Forma de coma 

V. harveyi ambiental* Bacteria Gram negativa Forma de coma 

V. cyclitrophicus ambiental* Bacteria Gram negativa Forma de coma 

V. kanaloae ambiental* Bacteria Gram negativa Forma de coma 

V. tubiashii ambiental* Bacteria Gram negativa Forma de coma 

Escherichia coli CECT 416 Bacteria Gram negativa Cocobacilo 

Serratia marcescens CECT 159 Bacteria Gram negativa Bacilo 

Pseudomonas aeruginosa CECT 108 Bacteria Gram negativa Bacilo 

Citrobacter freundii CECT 401 Bacteria Gram negativa Bacilo 

Bacillus subtilis CECT 40 Bacteria Gram positiva Bacilo 

Staphylococcus aureus CECT 240 Bacteria Gram positiva Coco 

Micrococcus luteus CECT 245 Bacteria Gram positiva Coco 

Saccharomyces cerevisiae CECT 1383 Hongo unicelular Ovalada 

 
*Aislados e identificados a partir de muestras de agua de mar según se describe en el Objetivo 1, Materiales y 
Métodos, apartado 3.  

 
 
A partir de estos cultivos se prepararon suspensiones microbianas (Tabla 6) dirigidas a testar la 
idoneidad de las sondas seleccionadas para la detección y la cuantificación diferenciadas de 
Vibrio spp.  
 
Tabla 6. Suspensiones de microorganismos y finalidad de su utilización. 

 
*Aislados e identificados a partir de muestras de agua de mar según se describe en el Objetivo 1, Materiales y 
Métodos, apartado 3.  

 

Tipo de muestra 
Objetivo 

Nombre Suspensión de microorganismos 

A V. harveyi CECT 525 Control positivo (colección) 

B V. harveyi ambiental* Control positivo (ambiental) 

C 

E. coli CECT 416 
S. marcescens CECT 159 
P. aeruginosa CECT 108 
C. freundii CECT 401 

Control negativo (bacterias Gram negativas) 

D 

V. harveyi CECT 525 
E. coli CECT 416 
St. aureus CECT 240 
B. subtilis CECT 40 
M. luteus CECT 245 

Detección selectiva de Vibrio  

E 

V. harveyi CECT 525 
V. harveyi ambiental* 
V. cyclitrophicus ambiental* 
V. kanaloae ambiental* 
V. tubiashii ambiental* 

Detección de distintas especies del género Vibrio 

F 
V. tubiashii ambiental* 
V. kanaloae ambiental* 
V. cyclitrophicus ambiental* 

Detección de distintas especies dej género Vibrio 

G Sac. Cerevisiae CECT 1383 Control negativo 
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Las suspensiones se realizaron en agua de mar recogida de la estación de muestreo del puerto 
de Armintza (Bizkaia [UTMX UTMY, 508469 4808997]) y sometida a filtraciones secuenciadas 
(filtros con un diámetro de poro de 8; 0,8; 0,45 y 0,22 μm; membranas de mezcla de ésteres, 
Merck Millipore) y, posteriormente, esterilizada en autoclave (121⁰C durante 20 min). Para 
obtener las suspensiones A, B y G, controles positivos y negativo (Tabla 6), 25 µL de agua de 
mar tratada se inocularon con 25 µL de suspensión microbiana. La densidad microbiana final 
para estas suspensiones fue de 106 células/mL. Para realizar las mezclas de microorganismos, 
suspensiones C, D, E y F (Tabla 6), 25 µL de agua de mar se inocularon con volúmenes iguales 
de cada suspensión individual de microorganismo, siendo la densidad final de cada uno de 
ellos de aproximadamente 105 células/mL. 
 
 

2. Enumeración de Vibrio spp. en la costa vasca a lo largo de un ciclo anual  
 

2.1. Área de muestreo  
 
Para determinar la presencia del género Vibrio en las costas vizcaínas se recogieron muestras 
de agua de mar superficial de tres puntos de muestreo: playa de Laida (UTMX UTMY, 525727 
4805277); bahía de Astondo (UTMX UTMY, 504468 4807543) y puerto de Armintza (UTMX 
UTMY, 508469 4808997) (Figura 3). Las recogidas se realizaron mensualmente a partir de 
octubre de 2014 hasta julio de 2015 (exceptuando los meses de enero y junio) utilizando 
botellas de vidrio esterilizadas en autoclave a 121⁰C durante 20 min. Durante las mismas se 
determinó la temperatura del agua utilizando un termómetro y consultando en la página web 
de Euskalmet (www.euskalmet.euskadi.eus).  
 

 

Figura 3. Mapa aéreo de la costa vizcaína donde se muestran las zonas de muestreo. Imagen modificada de Google 
Maps (maps.google.es). Playa de Laida (●), puerto de Armintza (●) y bahia de Astondo (●). 
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Además, a lo largo de un año, de mayo de 2018 a febrero de 2019, trimestralmente se 
recogieron muestras de agua de mar procedentes de 15 estaciones de muestreo de la “Red de 
seguimiento del estado ecológico de las aguas de transición y costeras de la Comunidad 
Autónoma del País Vasco” (Figura 4, Tabla 7). Las estaciones de muestreo fueron clasificadas 
en tres grupos dependiente a la proximidad a la costa: aguas costeras, aguas de mar abierto y 
aguas de transición.Las recogidas fueron llevadas a cabo por AZTI siguiendo sus protocolos 
habituales de trabajo.  
 

 

Figura 4. Mapa aéreo de la costa vasca donde se muestran las zonas de muestreo. Imagen modificada de Google 
Maps (maps.google.es). Aguas costeras (●), mar abierto (●) y aguas de transición, salida estuario (●). 

 
 
Tabla 7. Estaciones de muestreo (Sistema de Coordenadas: European Datum 1950, UTM zona 30N). Se muestra el 
nombre de la estación, unidad hidrológica, localización de la estación y coordenadas.  

 

 
 
 

Estación Tipo de estación 
Unidad 

hidrológica 
Localización de la estación 

COORDENADAS 

UTMX UTMY 

L-N10  Aguas costeras Ibaizabal  Litoral del Abra (frente al superpuerto)  493466 4803512 

E-N30  Aguas costeras Ibaizabal  Abra Exterior  496435 4801048 

L-N20  Aguas costeras Ibaizabal  Litoral de Sopelana  498434 4805360 

L-B20  Aguas costeras Butroe  Litoral de Bakio  516022 4810728 

L-RF30  Mar abierto Butroe  Litoral frente a Bakio  516170 4816448 

L-OK10  Aguas costeras Oka  Litoral de Mundaka  524251 4810031 

L-L10  Aguas costeras Lea  Litoral de Elantxobe (Kai Arri)  533700 4805814 

L-RF20  Mar abierto Deba  Litoral frente a Deba  556687 4805561 

L-U10  Aguas costeras Urola  Litoral de Zumaia  561520 4796532 

L-O20  Aguas costeras Oria  Litoral de Getaria  566590 4796395 

L-UR20  Aguas costeras Urumea  Litoral de Mompás  584831 4799191 

L-OI20  Aguas costeras Oiartzun  Litoral de Pasaia (Asabaratza)  589907 4801608 

L-RF10  Mar abierto Oiartzun  Plataforma continental-referencia  587651 4811946 

L-BI10  Aguas costeras Bidasoa  Litoral de Hondarribia  597114 4805780 

E-BI20  Aguas de transición Bidasoa  Hondarribia (Txingudi)  598131 4802793 
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Para cada recogida se anotaron las temperaturas de cada estación de muestreo 
(http://www.meteociel.fr/observations-meteo/temperature-de-la-mer.php?region=sp).  
 
Las muestras se conservaron refrigeradas (4⁰C) hasta su procesamiento en las 24 h inmediatas 
a su recogida. 
 

2.2. Procesamiento y análisis de las muestras 
 
Las muestras se procesaron para determinar el número total de bacterias (Total Direct Count, 
TDC) en alícuotas teñidas con naranja de acridina (concentración final 0,01% [p/v]) y filtradas a 
través de membranas de policarbonato de 0,22 µm de diámetro de poro (GE OsmonicsTM). Los 
filtros se examinaron con un microscopio de epifluorescencia Nikon Eclipse E-400 (Objetivo 1, 
Materiales y Métodos, apartado 1.2) (Hobbie et al., 1977). Para cada muestra se determinó el 
número de bacterias en 20 campos y se extrapoló el número de bacterias totales/mL.  
 
Las bacterias del género Vibrio se enumeraron con el método CARD-FISH empleando la sonda 
Vib572a según se describe en el Objetivo 1, Materiales y métodos, apartado 1.1. Se 
enumeraron las bacterías que fluorescían en verde en 50 campos y se extrapoló al número de 
Vibrio totales/mL. 
 
El número de bacterias quimioorganotrofas cultivables se estimó mediante siembra en Agar 
Marino (AM, AppliChem) y el número de Vibrio spp. presuntivos cultivables mediante siembra 
por extensión y por concentración en Agar Thiosulphate Citrate Bile salts Sucrose (TCBS, 
Fluka). Las placas se incubaron a 26⁰C durante 96 h. Como diluyente, en todos los casos, se 
utilizó solución salina estéril (NaCl, 1,94% [p/v]). 
 
 

3. Aislamiento e identificación de vibrios 
 
A partir de las placas de Agar TCBS sembradas para cada una de las recogidas realizadas en los 
3 puntos de muestreo del litoral vizcaíno, se seleccionaron y aislaron 8 colonias de apariencia 
típica; 4 colonias verdes y 4 amarillas. Los aislamientos se realizaron en AM y tras 24 h de 
incubación a 26⁰C, se realizaron el test de la oxidasa utilizando una solución de N,N-dimetil-p-
fenilendiaminadihidrocloruro (Fluka) y la tinción de Gram. Posteriormente, 161 aislamientos 
Gram negativos y oxidasa positivos se identificaron utilizando galerías API 20E (BioMerieux) 
usando como diluyente solución salina estéril (NaCl, 1,94% [p/v]). Tras la incubación de las 
galerías durante 24 h a 26⁰C, el perfil bioquímico obtenido se comprobó mediante el software 
APIweb (https://apiweb.biomerieux.com). Los aislados identificados como Vibrio spp. 
mediante las galerías API 20E se conservaron a −80⁰C utilizando el sistema de preservación de 
bacterias Microbank™ (Pro-Lab Diagnostics). 
 
Para posteriores estudios, 12 cepas de Vibrio aisladas sobre Agar TCBS, procesadas con el 
sistema API 20E, se identificaron mediante secuenciación de 8 genes, el gen ARNr 16S y análisis 
MLSA de 7 genes housekeeping (gapA, ftsZ, topA, mreB, gyrB, pyrH y recA) previamente 
estudiados por otros autores (Sawabe et al., 2007, 2013; Thompson et al., 2005). La extracción 
del ADN de estas cepas ambientales se llevó a cabo utilizando el Kit #GeneJET Genomic DNA 
Purification (Thermo Fisher Scientific) siguiendo las instrucciones del fabricante, a partir de 
cultivos de 2 mL de Caldo Marino (CM, Sigma Aldrich) incubados a 26⁰C durante 24 h. Los 
pares de primers específicos para la amplificación de PCR (análisis de la reacción en cadena de 
la polimerasa) se tomaron de estudios previos (Mao et al., 2012; Sawabe et al., 2007, 2013; 

http://www.meteociel.fr/observations-meteo/temperature-de-la-mer.php?region=sp
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Thompson et al., 2005) (Anexo 2). La PCR se llevó a cabo con una concentración de primers de 
0,5 µM y concentración de ADN de 5 µM. Las condiciones de la PCR se muestran en la Tabla 8. 
 
 
Tabla 8. Programa térmico de la reacción PCR para la amplificación de una secuencia parcial del gen ARNr 16S y los 
7 genes housekeeping. 
 

ARNr 16S  

Número de ciclos Tiempo (s) Temperatura (⁰C) 

1 10 95 

30 

30 95 

30 53 

60 72 

1 600 72 

7 genes housekeeping 

Número de ciclos 
Tiempo 

(s) 
Temperatura 

(⁰C) 
Observaciones 

1 60 98  

35 
30 

98  

56 Pareja de primers: gapA, gyrB, pyrH, recA 

62 Pareja de primers: ftsZ, topA 

59 Pareja de primers: mreB 

30 72  

1 600 72  

 
 
La calidad de los productos amplificados fue examinada mediante electroforesis en gel de 
agarosa al 1% agarosa, 1X TBE (AppliChem) y 0,5X GelRed (Biotium). Se hicieron correr 5 µL de 
cada una de las muestras, mezclados con 1 µL de 6x ADN Gel Loading Dye (Thermo Scientific), 
con un voltaje constante de 125 V durante 1 h. Como marcador de peso molecular se utilizó 
Gene Ruler 1 Kb ADN Ladder Plus (Thermo Scientific). Los fragmentos de ADN fueron 
visualizados en el gel utilizando un equipo de transiluminación UV G:Box (Syngene). Las 
amplificaciones que produjeron bandas claras y del tamaño esperado en el gel de 
electroforesis se tomaron por válidas. 
 
A continuación, los productos de PCR se purificaron utilizando el Kit #GeneJET PCR Purification 
Kit (Thermo Scientific) de acuerdo con las indicaciones del fabricante. La concentración de ADN 
se estimó con el sistema de cuantificación de alta precisión Nanodrop ND-8000 (Thermo Fisher 
Scientific) y la pureza del producto amplificado se estableció mediante Bioanalyzer 2100 
(Agilent). Las muestras se remitieron para su secuenciación a la Unidad SGIker de 
Secuenciación y Genotipado (UPV/EHU). 
 
Las secuencias de los genes se analizaron mediante la herramienta informática BLAST 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Tras la identificación presuntiva realizada mediante el 
análisis de la secuencia ARNr 16SA, todas las cepas identificadas como Vibrio spp., así como 
aquellas que resultaron en una identificación negativa, fueron analizadas para la 
determinación de grupo y especie. Para ello se realizó el análisis de las secuencias de los 7 
genes housekeeping. 
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4. Análisis estadístico  
 
Todos los resultados obtenidos se analizaron con el programa Microsoft Excel. Para la 
determinación de la presencia del género Vibrio en las costas vizcaínas en la campaña 2014-
2015, los resultados obtenidos (densidades celulares) se transformaron a logaritmos 
decimales. Además, se realizaron medias de los resultados de los muestreos realizados en la 
misma época (época cálida o época fría).  
 
Para las experiencias dirigidas a testar la idoneidad de las sondas seleccionadas para la 
detección y la cuantificación diferenciadas de Vibrio spp. las densidades celulares se 
trasformaron a porcentajes.  
 
En ambos casos, las experiencias se realizaron por triplicado siendo los coeficientes de 
variación entre réplicas menores del 12%. Las diferencias entre medias se determinaron 
mediante análisis de la varianza: probabilidades menores o iguales a 0,05 se consideraron 
significativas. 
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1. Adecuación de la técnica CARD-FISH (Catalyzed Reporter Deposition-Fluorescence In situ 
Hybridization) para la detección de Vibrio spp. 
 
 
En la Tabla 9 se muestran los porcentajes de hibridación obtenidos para las sondas GV841 y 
ViB572a cuando se probaron con diferentes poblaciones microbianas. 
 
Tabla 9. Porcentaje (± DE) de células que hibridaron con las sondas para las suspensiones de microorganismos 
testadas. 

 

 
Ambas sondas (GV841 y VIB572a) hibridaron con las cepas V. harveyi CECT 525 y V. harveyi 
ambiental, obteniéndose un 100% de células marcadas en las suspensiones A y B (control 
positivo) (Figuras 5 y 6). Para ambas cepas, el número de células determinado utilizando el 
filtro UV-2A, que permite observar las células totales teñidas con DAPI, y el de células que 
habían hibridado con la sonda fueron similares. Además, la emisión de fluorescencia atribuible 
a ALEXA Fluor 488 (verde) fue intensa. 
 
 

Suspensión 
Porcentaje de células que hibridaron o 

hibridación positiva/negativa 

Nombre 
Microorganismos en la 

suspensión 
Sonda GV841 Sonda ViB572a 

A V. harveyi CECT 525 100 100 

B V. harveyi ambiental 100 100 

C 

E. coli CECT 416 
S. marcencens CECT 159 
P. aeruginosa CECT 108 
C. freundii CECT 401 

ND* ND 

D 

V. harveyi CECT 
E. coli CECT 416 
St. aureus CECT 240 
B. subtilis CECT 40 
M. luteus CECT 245 

7,5 (± 0,1) 21,0 (± 0,9) 

E 

V. harveyi CECT 525 
V. harveyi ambiental 
V. cyclitrophicus ambiental 
V. kanaloae ambiental 
V. tubiashii ambiental 

18,2 (± 0,2) 100 

F 
V. tubiashii ambiental 
V. kanaloae ambiental 
V. cyclitrophicus ambiental 

ND 100 

G S. cerevisiae CECT 1383 ND ND 

* ND, no detectados. 
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Figura 5. Imágenes de microscopía de epifluorescencia de la suspensión A (V. harveyi CECT 525) obtenidas tras 
CARD-FISH con las sondas GV841 (1 y 2) y VIB572a (3 y 4). Imágenes 1 y 3, células totales teñidas con DAPI (filtro 
UV-2A); imágenes 2 y 4, células que han hibridado con las sondas utilizadas (filtro B-2A). Aumento x1000. 

 

 
 

Figura 6. Imágenes de microscopía de epifluorescencia de la suspensión B (V. harveyi ambiental) obtenidas tras 
CARD-FISH con las sondas GV841 (1 y 2) y VIB572a (3 y 4). Imágenes 1 y 3, células totales teñidas con DAPI (filtro 
UV-2A); imágenes 2 y 4, células que han hibridado con las sondas utilizadas (filtro B-2A). Aumento x1000. 
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La especificidad de las sondas se verificó utilizando las suspensiones C y D (Tabla 6). Para la 
suspensión C, compuesta por microorganismos no pertenecientes al género Vibrio (control 
negativo) no se detectaron células marcadas con ninguna de las sondas utilizadas (Figura 7, 
Tabla 9). En cambio, para la suspensión D, compuesta por una mezcla de microorganismos no 
pertenecientes género Vibrio y V. harveyi CECT 525, el 7,5% (± 0,1) y el 21% (± 0,9) de las 
células hibridaron con las sondas GV841 y VIB572a, respectivamente, y por tanto emitieron 
fluorescencia verde (Figura 8). Tanto las características morfológicas de estas células como su 
densidad concordaban con las de la población de V. harveyi CECT 525 inoculada. 
 
En las suspensiones C y D, utilizando el filtro UV-2A (células teñidas con DAPI) (imágenes 1 y 3 
de las Figuras 7 y 8) se observaron claramente distintas morfologías celulares (cocos, bacilos y 
cocobacilos). 
 
 
 

 
 

Figura 7. Imágenes de microscopía de epifluorescencia de la suspensión C (E. coli CECT 416, S. marcescens CECT 159, 
P. aeruginosa CECT 108, C. freundii CECT 401) obtenidas tras CARD-FISH con las sondas GV841 (1 y 2) y VIB572a (3 y 
4). Imágenes 1 y 3, células totales teñidas con DAPI (filtro UV-2A); imágenes 2 y 4, células que han hibridado con las 
sondas utilizadas (filtro B-2A). Aumento x1000. 
 

 



54 OBJETIVO 1 
Resultados 
 

 
 

Figura 8. Imágenes de microscopía de epifluorescencia de la suspensión D (V. harveyi CECT 525, E. coli CECT 416, St. 
aureus CECT 240, B. subtilis CECT 40, M. luteus CECT 245) obtenidas tras CARD-FISH con las sondas GV841 (1 y 2) y 
VIB572a (3 y 4). Imágenes 1 y 3, células totales teñidas con DAPI (filtro UV-2A); imágenes 2 y 4, células que han 
hibridado con las sondas utilizadas (filtro B-2A). Aumento x1000. 

 
La detección de distintas especies del género Vibrio se testó utilizando las suspensiones E y F 
(Tabla 6). La suspensión E, compuesta por dos especies previamente testadas y que mostraban 
hibridación positiva (V. harveyi CECT 525 y V. harveyi ambiental) y tres aislados no testados (V. 
cyclitrophicus, V. kanaloae, V. tubiashii), rindió un porcentaje de hibridación del 100% con la 
sonda VIB572a, pero de únicamente 18,2% con la sonda GV841 (Figura 9). 
 
La suspensión F, compuesta únicamente por tres especies de Vibrio ambiental (V. 
cyclitrophicus, V. kanaloae y V. tubiashii) rindió nuevamente un porcentaje de hibridación del 
100% con la sonda VIB572a. En el caso de la sonda GV841, la hibridación fue negativa, no 
detectándose células con fluorescencia verde bajo el filtro B-2A (Figura 10). 
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Figura 9. Imágenes de microscopía de epifluorescencia de la suspensión E (V. harveyi CECT 525 y vibrios 
ambientales: V. harveyi, V. cyclitrophicus, V. kanaloae, V. tubiashi) obtenidas tras CARD-FISH con las sondas GV841 
(1 y 2) y VIB572a (3 y 4). Imágenes 1 y 3, células totales teñidas con DAPI (filtro UV-2A); imágenes 2 y 4, células que 
han hibridado con las sondas utilizadas (filtro B-2A). Aumento x1000. 
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Figura 10. Imágenes de microscopía de epifluorescencia de la suspensión F (vibrios ambientales: V. cyclitrophicus, V. 
kanaloae, V. tubiashi) obtenidas tras CARD-FISH con las sondas GV841 (1 y 2) y VIB572a (3 y 4). Imágenes 1 y 3, 
células totales teñidas con DAPI (filtro UV-2A); imágenes 2 y 4, células que han hibridado con las sondas utilizadas 
(filtro B-2A). Aumento x1000. 

 
Por último, y para descartar hibridación con células eucariotas, se prepararon y procesaron 
suspensiones de Sac. cerevisiae (suspensión H) no detectándose células que emitieran 
fluorescencia verde con ninguna de las sondas testadas (Tabla 9) (imágenes no mostradas). 
 
En todos los casos que se detectó hibridación, la emisión de fluorescencia verde (células 
teñidas con ALEXA Fluor 488 y visualizables con el filtro B-2A), fue más intensa utilizando la 
sonda VIB572a respecto a la observada para la sonda GV841. 
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2. Enumeración de las comunidades bacterianas totales y de Vibrio spp. en la costa vasca a lo 
largo de un ciclo anual  
 

2.1. Determinación de la presencia del género Vibrio en las costas vizcaínas (CAMPAÑA 2014-
2015) 
 
La variación, a lo largo del periodo de estudio, de la temperatura media del agua de mar de los 
tres puntos de muestreo se muestra en la Figura 11.  
 

 
Figura 11. Variación de la temperatura del agua en los tres puntos a lo largo del periodo de estudio. Se diferencia la 
época cálida (gris claro) y época fría (gris oscuro). 

 
 
Las variaciones en la temperatura del agua de mar permitieron diferenciar dos épocas: una 
época cálida (Mayo-Noviembre), en la cual las temperaturas superaron el umbral de los 15⁰C y 
se alcanzaron temperaturas máximas de 23⁰C, y una época fría (Diciembre-Julio), donde las 
temperaturas se situaron por debajo de los 15⁰C. 
 
Atendiendo a las densidades bacterianas, obtenidas con cada uno de los métodos de 
enumeración utilizados, se obtuvieron resultados similares para los tres puntos de muestreo 
(Figura 12). Las densidades de bacterias totales, de bacterias quimioorganotrofas cultivables y 
de Vibrio spp. presuntivos obtenidas para las muestras recogidas en los meses 
correspondientes a la época cálida fueron ligeramente superiores (p>0,05) a las determinadas 
para las muestras correspondientes a los meses de la época fría (Figura 13 y Tabla 10). 
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Figura 12. Distribución estacional de las poblaciones bacterianas determinadas en los 3 puntos de muestreo. Se 
indica la densidad de bacterias totales ( ▌), bacterias quimioorganotrofas cultivables ( ▌), y Vibrio spp. presuntivos  
( ▌). Se diferencian las épocas cálida (gris claro) y fría (gris oscuro). 

 
 
 
 

 

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

OCT NOV DIC ENE FEB MAR ABR MAY JUN JUL

Lo
g 

N
 (c

e
l/

m
L)

 

Mes

Armintza TDC

AM

TCBS

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

OCT NOV DIC ENE FEB MAR ABR MAY JUN JUL

Lo
g 

N
 (c

el
/m

L)
 

Mes

Astondo TDC

AM

TCBS

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

OCT NOV DIC ENE FEB MAR ABR MAY JUN JUL

Lo
g 

N
 (c

el
/m

L)
 

Mes

Laida TDC

AM

TCBS



OBJETIVO 1 
Resultados 

59 

 

 

 

 
Figura 13. Distribución estacional de las poblaciones bacterianas determinadas en los 3 puntos de muestreo. Se 
indica la densidad de bacterias totales ( ▌), bacterias quimioorganotrofas cultivables ( ▌) y Vibrio spp. presuntivos    
( ▌). Se diferencian las épocas cálida (gris claro) y fría (gris oscuro). 
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La densidad de bacterias totales fue más elevada en la época cálida, casi 1 unidad logarítmica 
en el punto de muestreo de Armintza (p>0,05). Sin embargo, en los otros dos puntos no se 
detectaron diferencias significativas. 
 
Los valores de bacterias quimioorganotrofas cultivables fueron 2 o 3 unidades logarítmicas 
inferiores respecto a los de bacterias totales para los tres puntos estudiados, registrándose 
densidades más elevadas en la época cálida (2,88 - 5,77 104 cel/mL) que en la fría (1,17 - 5,67 
103 cel/mL) (p>0,05). El porcentaje de bacterias quimioorganotrofas cultivables respecto a las 
totales fue similar a lo largo del año en los puntos de muestreo de Armintza 
(aproximadamente de un 0,15%) y Laida (entre 0,34% y 0,60%). En cambio, para el punto de 
muestreo de Astondo, este valor fluctuó, obteniendo valores de 1,5% en la época cálida y 
0,05% en la fría. 
 
Como era de esperar, los recuentos en Agar TCBS de Vibrio spp. cultivables presuntivos 
arrojaron valores notablemente inferiores a los obtenidos en AM, no superando en ningún 
caso el 4% de las bacterias quimioorganotrofas cultivables. La densidad de vibrios presuntivos 
cultivables fue ligeramente superior en la época cálida (1,02 - 2,98 102 cel/mL) que en la fría 
(3,44 - 5,63 101 cel/mL). 
 
Una parte de las colonias aisladas en Agar TCBS se sometió a un proceso de identificación 
bioquímica mediante el sistema API 20E. Como resultado, de los 161 aislados estudiados 
únicamente 47 fueron identificados como vibrios. Además, el porcentaje de identificaciones 
positivas fue el doble en la época cálida respecto a la fría (Tabla 10). Entre las bacterias 
identificadas como Vibrio spp. mediante API 20E, el 74% correspondían a la especie V. 
vulnificus, el 15% a V. alginolyticus y el 11% a V. fluvialis (11%). 
 
 
Tabla 10. Distribución estacional del porcentaje de Vibrio spp. identificados respecto a Vibrio spp. presuntivos en 
época cálida y época fría, determinada en los 3 puntos de muestreo. 
 

Punto de muestreo Época cálida Época fría 

Armitza 18,75 35,71 

Astondo 25 50 

Laida 18,75 33,33 

 
Entre las cepas identificadas positivamente como Vibrio spp., se seleccionaron 12 aislados para 
realizar una identitificación molecular más precisa, primero mediante secuenciación parcial del 
gen ARNr 16S y posteriormente mediante análisis MLSA (Tabla 11). En la Figura 14 se muestran 
los resultados de la amplificación de las secuencias parciales del gen ARNr 16S (492 pb 
aproximadamente) obtenidos para los aislados seleccionados. En todos los casos se observó 
una correcta amplificación de dichas secuencias.  
 

 
 

Figura 14. Resultados de las migraciones de la electroforesis en gel de agarosa de los amplicones de la secuencia 
parcial del gen ARNr 16S. Cada banda corresponde a una cepa seleccionada (cepas 1-12). 
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Tabla 11. Resultados obtenidos mediante los distintos sistemas de identificación utilizados (API 20E, ARNr 16S y 
MLSA) para las 12 cepas aisladas. 
 

CEPA 

API 20E ARNr 16S  MLSA 

Especie 
Probabilidad 

(%) 
Clado Género Especie Clado 

1 V. vulnificus 99,7 Vulnificus Vibrio spp. V. harveyi Harveyi 

2 V. vulnificus 99,7 Vulnificus Vibrio spp. 

V. splendidus 
V. lentus 
V. crassostreae 
V. cyclitrophicus 
V. gigantis 

Splendidus 

3 V. vulnificus 99,7 Vulnificus Vibrio spp. V. splendidus Splendidus 

4 
V. fluvialis 
Pasteurella spp. 

32,8 
62,1 

Cholerae 
Oceanimonas 
spp. 

V. campbelli Harveyi  

V. crosai 
V. brasiliensis  
V. orientalis 
V. tubiashii 

Orientalis  
 

5 V. vulnificus 92,2 Vulnificus Vibrio spp. 

V. tubiashii 
V. orientalis 

Orientalis  

V. campbellii Harveyi  

6 
V. vulnificus 
V. fluvialis 
V. mimicus 

49,8 
22,9 
15,2 

Vulnificus 
Cholerae 
Cholerae 

Vibrio spp. 

V. crassostreae 
V. splendidus 
V. lentus 
V. gigantis 

Splendidus 

7 
V. vulnificus 
V.fluvialis 
V. mimicus 

49,8 
22,9 
15,2 

Vulnificus 
Cholerae 
Cholerae 

Vibrio spp. V. cyclitrophicus Splendidus 

8 V. vulnificus 92,2 Vulnificus Vibrio spp. 

V. crassostreae 
V. splendidus 
V. lentus 
V. gigantis 

Splendidus 

9 V. fluvialis - Cholerae Vibrio spp. 
V. tubiashii 
V. orientalis 

Orientalis 

10 
V. fluvialis 
V. alginolyticus 

- 
63,6 

Cholerae 
Harveyi 

Vibrio spp. V. kanaloae Splendidus 

11 V. fluvialis - Cholerae Vibrio spp. 
V. lentus 
V. splendidus 
V. crassostreae 

Splendidus 

12 V. vulnificus 97 Vulnificus Vibrio spp. V. tubiashii Orientalis 

 
En cuanto a las identificaciones a nivel de género, los tres métodos coincidieron en el 
resultado para 11 de las 12 cepas analizadas, asignándolas al género Vibrio. En el caso de la 
cepa 4, tras la secuenciación del gen ARNr 16S se identificó como Oceanimonas spp., mientras 
que tanto la galería API 20E como el análisis MLSA la adscribieron al género Vibrio. En el caso 
de la identificación bioquímica, varios de los aislados no resultaron asignados a una única 
especie, si no que el método ofrecía más de una posible identificación.  
 
Las galerías API 20E identificaron principalmente como especies pertenecientes al clado 
Vulnificus y, en menor medida, a Cholerae; no existiendo coincidencia con las adscripciones 
obtenidas mediante el análisis MLSA que rindió identificaciones pertenecientes a los clados 
Splendidus (7 cepas), Orientalis (4 cepas) y Harveyi (1 cepa).  
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Mediante MLSA, fue posible identificar 5 especies: V. harveyi (cepa 1), V. splendidus (cepa 3), 
V. cyclitrophicus (cepa 7), V. kanaloae (cepa 10) y V. tubiashii (cepa 12). Las cepas restantes no 
pudieron asignarse a una especie concreta. 
 

2.2. Determinación de la presencia del género Vibrio en las aguas de transición y costeras de 
la Comunidad Autónoma del País Vasco (CAMPAÑA 2018-2019) 
 
Durante la campaña 2018 – 2019 se llevó a cabo un estudio estacional en 15 puntos de 
muestreo situados a lo largo de la costa vasca. Además de constatar la presencia de Vibrio spp. 
en nuestras aguas costeras, también se determinaron las variaciones espacio-temporales en la 
distribución tanto de vibrios como de bacterias totales y quimioorganotrofas cultivables 
(Figura 15). 
 
Las temperaturas medidas mostraron una evolución de época cálida (21 - 23⁰C) y época fría 
(11⁰C en invierno y, aproximadamente, 14⁰C en primavera y otoño) para todas las estaciones 
de muestreo estudiadas. Aunque los resultados obtenidos para las poblaciones bacterianas 
estudiadas variaban entre estaciones de muestreo y con la época del año, la densidad de 
bacterias totales (bacterias/mL) se situó en el rango de valores logarítmicos de 4,9 - 6,7, con 
unos valores máximos registrados en el muestreo de verano (6 - 6,7 log) (Figura 15). Las 
densidades de bacterias quimioorganotrofas cultivables (UFC/mL) experimentaron 
importantes variaciones tanto espaciales como estacionales, fluctuando entre un máximo de 
6,3 log, registrado en otoño, y un mínimo de 2,4 log en verano. Igualmente, las densidades de 
Vibrio (Vibrio spp./mL), determinadas mediante CARD-FISH, fueron muy variables en función 
de época del año y estación de muestreo, con valores logarítmicos comprendidos entre 0,6 y 
4,6. En este caso, los valores más bajos se determinaron en invierno (0,6 - 3,3). A su vez, las 
densidades de Vibrio spp. presuntivos cultivables (UFC/mL) oscilaron entre <1 y 3,7 unidades 
logarítmicas, con valores más elevados en otoño (1 - 3,7) y más bajos en primavera (<1 - 2,3). 
 
Los porcentajes de bacterias cultivables en AM respecto a las bacterias totales se mostraron 
muy variables (0,01 - >60%), obteniéndose los porcentaje de cultivabilidad más bajos durante 
el verano (0,01 - 0,54%). En el caso de las poblaciones de Vibrio estimadas mediante CARD-
FISH, este género representa un pequeño porcentaje del total de bacterias (No detectable -  
1,5%, con un valor puntual de 6,3%). En cuanto a la población de bacterias cultivables en 
medio selectivo TCBS (vibrios presuntivos), esta supuso entre el 0,14 y el 84,88% de los vibrios 
totales.  
 
Analizando los resultados por estaciones de muestreo, destacaron las estaciones de muestreo 
E-N 30, L-N 20 y E-BI 20 (Figura 15) por las elevadas densidades de bacterias 
quimioorganotrofas cutivables detectadas a lo largo del año. Las tres estaciones de muestreo 
de mar abierto (L-RF30, L-RF20 y L-RF10) rindieron los valores más bajos en cuanto a número 
de bacterias pertenecientes al género Vibrio. 
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Figura 15. Distribución estacional de poblaciones bacterianas estudiadas en las 15 estaciones muestreadas, 
ordenadas de oeste a este según su ubicación en el mapa mostrado en la Figura 4. Primavera (P), verano (V), otoño 
(O) e invierno (I). Se indica la densidad de bacterias totales ( ▌), bacterias quimioorganotrofas cultivables ( ▌), Vibrio 
spp. totales ( ▌), Vibrio spp. presuntivos cultivables ( ▌) y la temperatura (⁰C) (●). Las estaciones de muestreo se 
dividen en aguas costeras (recuadro morado), mar abierto (recuadro verde) y aguas de transición, salida estuario 
(recuadro amarillo). 

 
En las estaciones más cercanas a la costa, las densidades de bacterias cultivables en las 
muestras estivales fueron menores a las obtenidas el resto del año y, en general, los valores 
más altos se registraron en el muestreo de invierno. Las diferencias estacionales entre los 
valores de bacterias cultivables dentro de la misma estación de muestreo fueron de entre 1 y 
1,5 log, llegando incluso a 2 log en algunos casos. En cambio, las estaciones de mar abierto      
L-RF30 y L-RF20 no siguieron este patrón. En estas dos estaciones la densidad de bacterias 
cultivables fue superior en la recogida de verano. Además, mientras que la estación L-RF30 el 
porcentaje de bacterias cultivables no varió significativamente a lo largo del año, la estación    
L-RF20 mostró variaciones superiores a 1,5 log.  
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El ratio bacterias cultivables/bacterias totales fue variable dependiendo del tipo de estación de 
muestreo. Los ratios significativamente más bajos se correspondieron con las muestras de mar 
abierto, mientras que el más alto se obtuvo en la única estación de muestreo de aguas de 
transición. Para las estaciones de muestreo de costa y transición, el ratio bacterias 
cultivables/bacterias totales más bajo se registró durante el verano, con resultados 
comprendidos entre 0,38 y 0,72 (datos no mostrados).  
 
El recuento de Vibrio spp. (CARD-FISH) rara vez superó el 1% del total de bacterias y los valores 
más altos se obtuvieron en muestras de la única estación de aguas de transición, 
concretamente en el muestreo de verano. El número total de Vibrio spp. aumentó durante el 
verano (hasta alcanzar valores de 2,9 a 4,6 unidades logarítmicas) en las estaciones de 
muestreo (aguas costeras y de transición) ubicadas en el extremo oriental de la costa. Para el 
resto de las zonas de muestreo costeras, se registraron pocas fluctuaciones estacionales, 
aunque en la mayoría de ellas se obtuvieron los valores más elevados en otoño. Además, el 
porcentaje de bacterias Vibrio spp. enumeradas respecto al número de bacterias totales 
obtenido también fue menor (datos no mostrados).  
 
En general, el número de Vibrio spp. presuntivo (cultivables en agar TCBS) fue 3-4 unidades 
logarítmicas menor que el número total de bacterias (TDC), y 1 - 2 órdenes menor al número 
de bacterias quimioorganotrofas cultivables. En general, el número de bacterias cultivables 
Vibrio spp. presuntivos fue inferior al número de bacterias pertenecientes al género Vibrio 
enumeradas mediante técnica CARD-FISH, con una diferencia aproximada de 1 log. Rara vez 
los recuentos de Vibrio spp. presuntivos superaron el número total de Vibrio spp. enumerados 
(puntos de muestreo L - N 20 en la recogida de primavera; L-B20, L-L10, L-O20, L-UR20 en la 
recogida de invierno; L-RF 10 en la recogida de otoño y E-BI20 en las recogidas de primavera y 
otoño).  
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1. Cepas de Vibrio y obtención de inóculos 
 
En este trabajo se utilizaron 4 cepas de Vibrio, la cepa de colección V. harveyi CECT 525, esta 
misma cepa modificada para que exprese la proteína GFP (en adelante, V. harveyi gfp) y 2 
cepas ambientales de las especies V. harveyi y V. cyclitrophicus (Objetivo 1, Resultados, 
apartado 2.1). Para seleccionar las cepas ambientales se consideró la fiabilidad de su 
identificación (Anexo 3) y su clasificación en distintos clados del género Vibrio (Sawabe et al., 
2013). Además, se priorizó la selección de una cepa V. harveyi ambiental, para realizar 
comparaciones entre una cepa de colección (V. harveyi CECT 525) y una cepa ambiental.  
 
La cepa V. harveyi gfp fue obtenida por Parada (2016) mediante conjugación triparental de las 
cepas E. coli DH5α λpir y E. coli CC118 λpir portadoras de los plásmidos pEVS102 y pEVS104, 
respectivamente (suministradas por el profesor Eric V. Stabb de la Universidad de Georgia, 
EEUU) y V. harveyi CECT 525. Se constató que los valores de la fase lag, la constante específica 
de velocidad de crecimiento (μ) y la densidad celular en fase estacionaria no difieren 
significativamente entre ambas cepas (p > 0,05) (Parada, 2016). 
 
Para obtener los inóculos de las diferentes cepas utilizadas (V. harveyi CECT, V.harveyi gfp, V. 
harveyi ambiental y V. cyclitrophicus ambiental), las poblaciones se hicieron crecer en CM a 
26⁰C con agitación (120 rpm) hasta alcanzar la fase estacionaria. Posteriormente, las células se 
recogieron mediante centrifugación (4.000 g, 20 min.) y se lavaron en solución salina estéril al 
1,94% [p/v]. Este proceso se realizó por triplicado. Finalmente, las pastillas celulares se 
resuspendieron en 25 mL de solución salina estéril (NaCl, 1,94% [p/v]).  
 
 

2. Experiencias de supervivencia 
 
Las experiencias de supervivencia se realizaron en matraces Erlenmeyer previamente lavados 
con ácido sulfúrico (H2SO4, 96% [v/v]), aclarados 10 veces con agua destilada estéril y 
calentados en estufa a 200⁰C durante 24 h. 
 
Los matraces se llenaron con 200 mL de agua de mar recogida de la estación de muestreo del 
puerto de Armintza (UTMX UTMY, 508469 4808997), tratada como se describe en el Objetivo 1 
(Materiales y Métodos, apartado 1.3), o sin tratar. También se realizaron experiencias de 
supervivencia utilizando agua de mar artificial (Farmer y Hickman-Brenner, 2006) (Anexo 4) 
diluida o no con el fin de obtener muestras de diferente salinidad (0,5‰; 15‰, 30‰ y 
35,5‰). La medición de la salinidad se llevó a cabo con un conductivímetro ProfiLine Cond 
197i (WTW). El agua de mar artificial se esterilizó en autoclave (121⁰C durante 20 min.). 
 
Las temperaturas seleccionadas para realizar los experimentos de supervivencia fueron 4⁰C, 
12⁰C, 20⁰C y 30⁰C. Esta selección se realizó considerando referencias bibliográficas que indican 
que temperaturas inferiores a 6⁰C inducen la entrada en el estado VNC para la mayoría de 
especies del género Vibrio (Jiang y Chai, 1996; Vattakaven et al., 2006; Oliver, 2010) y que 12⁰C 
y 20⁰C corresponden a las temperaturas media de las aguas costeras en la Comunidad 
Autónoma del País Vasco en época fría y cálida, respectivamente. Por último, la temperatura 
de 30⁰C sería el posible escenario en previsión al incremento futuro de la temperatura del 
agua, debido al calentamiento global. 
 
Para comprobar el efecto de la radiación lumínica sobre la supervivencia de Vibrio spp. se 
realizaron experiencias a 20⁰C y 30⁰C bajo radiación visible continua. Las experiencias se 
realizaron utilizando cinco lámparas Sylvania Standard F25W/30’’, 15,93 W/m2, que emiten 
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radiación visible en un rango de 400-700 nm y con picos de emisión a 410, 440 y 550 nm. Los 
resultados se compararon con los obtenidos en las experiencias realizadas a las mismas 
temperaturas en condiciones de oscuridad. 
 
Para determinar el efecto de la salinidad se realizaron experiencias de supervivencia en 
oscuridad a 12⁰C, 20⁰C y 30⁰C con poblaciones mantenidas a salinidades de 0,5‰, 15‰, 30‰ 
y 35,5‰. Las concentraciones salinas seleccionadas reflejaron los diferentes entornos 
acuáticos: agua dulce o continental (0,5‰), aguas de transición (15‰), agua de mar 
mesohalina (30‰) y agua de mar polihalina (35,5‰). 
 
Las diferentes combinaciones de condiciones estudiadas se muestran en la Tabla 12. 
 
Tabla 12. Combinaciones de las condiciones analizadas en los estudios de supervivencia. 
 

CONDICIONES DE EXPERIMENTACIÓN  

Microbiota 
natural 

Nutrientes 
Temperatura 

(⁰C) 
Salinidad 
(‰) 

Radiación 
luminosa 

Agua de 
mar 

Microorganismos 

Ausencia Escasez 4, 12, 20, 30 37* Oscuridad 
Natural 
tratada 

V. harveyi CECT 525 
V. harveyi ambiental 
V. cyclitrophicus ambiental 

Ausencia Escasez 20, 30 37* Luz visible 
Natural 
tratada 

V. harveyi CECT 525 
V. harveyi ambiental 
V. cyclitrophicus ambiental 

Ausencia Ausencia 12, 20, 30 
0,5; 15, 
30, 35,5 

Oscuridad 
Artificial 
estéril 

V. harveyi CECT 525 
V. harveyi ambiental 
V. cyclitrophicus ambiental 

Presencia Escasez 12, 30 37* Oscuridad 
Natural 

no tratada 
V. harveyi gfp 

 
*Salinidad de agua de mar recogida en Armintza (UTMX UTMY, 508469 4808997). 

 
 
Los matraces que contenían agua de mar natural o artificial tratadas, que se emplearon para el 
estudio del efecto de factores abióticos, se inocularon con las suspensiones bacterianas 
previamente obtenidas hasta alcanzar una densidad aproximada de 108 bacterias/mL. Los 
matraces se incubaron bajo las distintas condiciones con agitación (120 rpm). Periódicamente 
se recogieron alícuotas para enumerar vibrios totales, viables y cultivables. Además, se 
determinó la capacidad de resucitación de las poblaciones sometidas a variaciones de la 
salinidad, así como la capacidad de adhesión a superficies abióticas y bióticas y la variación la 
longitud celular y en la distribución de tamaños.  
 
Para determinar el efecto de los factores bióticos, los matraces que contenían agua de mar no 
tratada, se inocularon hasta alcanzar una densidad aproximada de 106 V. harveyi gfp/mL y se 
incubaron, con agitación (120 rpm) y en oscuridad, a 12⁰C y 30⁰C. Estos experimentos 
complementaron los realizados previamente por Parada (2016), que determinó la 
supervivencia de poblaciones de V. harveyi gfp en presencia de la microbiota de agua de mar 
en experiencias realizadas a 4⁰C y 20⁰C. Periódicamente se tomaron alícuotas para realizar 
recuentos de V. harveyi gfp y bacterias totales, bacterias quimioorganotrofas y V. harveyi gfp 
cultivables y del número total de protozoos ciliados y flagelados (Objetivo 2, Materiales y 
Métodos, apartado 3).  
 
En poblaciones de V. harveyi en estado VNC tras la permanencia en agua de mar artificial 
estéril con baja salinidad (0,5‰), siguiendo el protocolo descrito por Parada (2016), se 
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determinó la capacidad de la población de recuperar la cultivabilidad (resucitación). Los 
ensayos se realizaron, inoculando 0,1 mL de las diluciones 0 y 10-1, preparadas a partir de las 
alícuotas recogidas en las experiencias de supervivencia, en series de 3 tubos que contenían 5 
mL de agua de mar natural estéril. Los tubos se incubaron a 20⁰C o 26°C en oscuridad y con 
agitación (120 r.p.m.) durante al menos 7 días. Diariamente, se tomaron alícuotas para 
enumerar las bacterias totales (el incremento en la densidad bacteriana total se considera 
indicativo de crecimiento) y cultivables en AM incubado 24 h a 26⁰C) (el incremento en la 
cultivabilidad, en ausencia de incremento del número total de células, es indicativo de la 
reversión del estado VNC) (Arana et al., 2007; Parada et al., 2016). 
 

3. Parámetros microbianos estimados 
 
En todos los casos, el número total de bacterias (Total Direct Count, TDC) se estimó siguiendo 
el protocolo descrito por Hobbie et al. (1977) (Objetivo 1, Materiales y Métodos, apartado 
2.2). En el caso de las experiencias realizadas con la cepa V. harveyi gfp, las muestras no se 
tiñeron, si bien se filtraron, montaron y contaron tal y como se ha descrito previamente. Los 
filtros se observaron en un microscopio de epifluorescencia Nikon Eclipse E-400 (Objetivo 1, 
Materiales y Métodos, apartado 1.2). En el caso de las experiencias realizadas en presencia de 
la microbiota natural, se estimó la densidad de la comunidad bacteriana autóctona 
sustrayendo la densidad de V. harveyi gfp de la densidad de bacterias totales determinada en 
muestras teñidas con naranja de acridina. 
 
La longitud celular se determinó de acuerdo con Massana et al. (1997), para ello se utilizaron 
los filtros preparados para la enumeración de TDC. En estas preparaciones se capturaron 
imágenes utilizando una cámara de alta resolución Hamamatsu 2400 (Hamamatsu Photonics). 
Las imágenes se digitalizaron y se analizaron son el software Scion Image 1.62ª. Para cada 
muestra se determinó la longitud de 200 células bacterianas. El valor medio de longitud (XL) y 
la correspondiente desviación estándar (DE, obtenidos a partir de los tamaños bacterianos 
determinados para cultivos de fase estacionaria de crecimiento, se utilizaron para establecer 3 
rangos de tamaño (≤XL-DE, > XL-DE ― < XL+DE y ≥ XL+DE) que se utilizaron a lo largo de este 
trabajo. 
 
La determinación del número de bacterias viables del género Vibrio se realizó utilizando el kit 
LIVE/DEAD® BacLightTM (Life Technologies), que permite enumerar por separado la fracción 
de células que mantienen íntegra la membrana citoplasmática (MEMB+) (Joux et al., 1997). 
Para la preparación de las muestras se siguieron las instrucciones del fabricante. La 
observación de las células viables (MEMB+, células que fluorescen en verde) y no viables 
(MEMB-, células que fluorescen en rojo) se realizó utilizando un microscopio de 
epifluorescencia Nikon Eclipse E-400 equipado como se ha descrito previamente. Se 
enumeraron las bacterias viables presentes en 20 campos y se extrapoló el número de 
bacterias viables/mL. 
 
La densidad de bacterias cultivables totales (UFC/mL) se determinó mediante siembra por 
microgota y/o por extensión en medio de cultivo AM e incubación a 26⁰C durante 24 h-96 h. 
En el caso de V. harveyi gfp, las siembras se realizaron por extensión en medio AM 
suplementado con kanamicina (100 μg/mL; Sigma-Aldrich). Las colonias de V. harveyi gfp se 
enumeraron iluminando las placas con una lámpara UV-A (UVGL-58) y verificando la emisión 
de fluorescencia. En las experiencias con presencia de microbiota autóctona, las bacterias 
quimioorganotrofas naturales cultivables se determinaron contando las colonias no 
fluorescentes formadas en AM no suplementado con kanamicina tras incubación a 26⁰C 
durante 48 h. 
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En las experiencias llevadas a cabo en presencia de poblaciones microbianas, se utilizó el 
método descrito por Sherr et al. (1988) para determinar la densidad de protozoos ciliados y 
flagelados. Las alícuotas se fijaron con lugol (concentración final 0,5% [v/v]) y formalina 
tamponada (concentración final 3% [v/v]) y se tiñeron con DAPI (4’,6-diamino-2-fenilindol 
[concentración final 0,2 μg/mL]) (Thermo Fisher Scientific) durante 30 minutos en oscuridad. 
Posteriormente, las muestras teñidas se filtraron a través de filtros de membrana de 
policarbonato (Whatman®) con tamaño de poro de 0,8 μm para la enumeración de protozoos 
flagelados y 3 μm para la enumeración de protozoos ciliados. Las muestras se visualizaron 
mediante microscopio de epifluorescencia Nikon Eclipse E-400 equipado con un bloque de 
filtros DAPI (filtro de excitación EX340-380, espejo dicroico DM400 y filtro barrera BA435-485). 
Se examinó la totalidad de la superficie de los filtros, se enumeraron los protozoos presentes y 
se calculó su densidad. 
 
A lo largo de las experiencias de supervivencia, se determinó la capacidad de adhesión a 
superficies abióticas de acuerdo con el protocolo descrito por O´Toole y Kolter (1998) con 
ligeras modificaciones. Alícuotas de 1 mL, recogidas periódicamente en los ensayos de 
supervivencia, se añadieron a una placa de poliestireno de 24 pocillos estéril (Corning 
Incorporated). Para estandarizar los resultados, se realizaron controles con agua de mar 
natural y artificial estériles. Las placas se incubaron durante 48 h a 26⁰C. Posteriormente los 
pocillos se lavaron 3 veces con agua destilada estéril y las poblaciones adheridas se 
visualizaron mediante tinción con cristal violeta (0,5 % [p/v]) (Sigma Aldrich). Posteriormente, 
se añadió etanol (95 % [v/v]) (Panreac AppliChem) para disolver el colorante retenido en las 
células adheridas y se midió la densidad óptica de cada uno de los pocillos a 595 nm (OD595) en 
un espectrofotómetro SynergyTM HT Multi-Detection Microplate Reader (BioTek Instruments, 
Inc.). 
 
Las poblaciones de Vibrio spp. se clasificaron, en base a su capacidad de adherirse, de acuerdo 
con Stepanovic` et al. (2004). Se calculó la media de la densidad óptica (OD) obtenida de los 
pocillos control más tres veces su desviación estándar, para definir el punto de corte (ODC). Se 
establecieron las diferentes categorías celulares en base a este valor (Tabla 13). 
 
Tabla 13. Categorías establecidas por Stepanovic´ et al. (2004) y utilizadas en este estudio para la clasificación de las 
poblaciones en función de su capacidad de adhesión. 
 

Valor de OD595 nm Categoría 

OD ≤ ODc 
ODc < OD ≤ (2 x ODc) 

(2 x ODc) < OD ≤ (4 x ODc) 
(4 x ODc) < OD 

No adherentes 
Ligeramente adherentes 

Moderadamente adherentes 
Fuertemente adherentes 

 
 
Adicionalmente, se determinó la capacidad de adherencia sobre superficies bióticas de 
poblaciones de V. harveyi mantenidas en oscuridad a 20°C en agua de mar estéril (escasez de 
nutrientes) utilizando para ello la cepa homóloga V. harveyi gfp.  
 
La capacidad de adhesión a superficies bióticas se comprobó utilizando como soporte pieles de 
pescado de uso comercial, Brama brama (palometa) y Thunnus alalunga (atún blanco), que 
fueron donadas por el comercio EROSKI S.COOP. Estos pescados se eligieron debido a su color 
oscuro que facilita la visualización de V. harveyi gfp mediante microscopía de epifluorescencia. 
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Las pieles se cortaron en cuadrados de 2,25 cm2 de área y se conservaron a -20⁰C hasta su uso. 
Cada porción de piel fue lavada repetidas veces con solución salina estéril (NaCl 1,94% [p/v]) 
antes y después de ser tratada para eliminar restos de músculo, etc. Toda la adecuación y 
manipulación de las pieles se realizó utilizando materiales desinfectados con etanol 95%. 
 
Estas experiencias de adhesión se realizaron en placas multipocillo para cultivo celular de 12 
pocillos (Corning Inc.). Muestras de cultivos de fase estacionaria y de experiencias de 
supervivencia realizadas en agua de mar estéril (escasez de nutrientes) en condiciones de 
oscuridad se diluyeron en agua de mar natural estéril y se utilizaron como inóculo (4 mL en 
cada pocillo). Las experiencias se realizaron con 3 densidades celulares distintas: 104, 105 y 106 
células/mL (se utilizaron al menos 4 pocillos por densidad celular). Posteriormente, se 
introdujeron segmentos de piel (previamente preparadas) en cada uno de los pocillos y se 
incubaron de 2 a 48 h a 12⁰C, 20⁰C o 26⁰C. Periódicamente, se recogieron las pieles, se lavaron 
con solución salina estéril (NaCl 1,94% [p/v]) y se montaron para su observación utilizando un 
microscopio de epifluorescencia Nikon Eclipse E-400 (Objetivo 1, Materiales y Métodos, 
apartado 1.2), y se realizaron fotografías de, al menos, 15 campos. Para comparar la adhesión 
de V. harveyi gfp en las diferentes condiciones analizadas, se utilizó como criterio el porcentaje 
de piel de pescado con bacterias adheridas. Se superpuso a cada fotografía una cuadrícula de 
900 x 1600 píxeles (utilizando el software Adobe Photoshop CS6) y el porcentaje de cobertura 
de adhesión bacteriana se calculó mediante el recuento de píxeles ocupados por células de 
Vibrio en cada fotografía. Además, para cada pocillo se recogieron 2 mL de la fase líquida para 
la enumeración de bacterias planctónicas (Objetivo 1, Materiales y Métodos, apartado 2.2). 
Simultáneamente, como control se prepararon pocillos con 4 mL de agua de mar estéril y 
segmentos de piel sin inocular a los que se dio el mismo tratamiento. 
 
 

4. Análisis estadístico  
 
Todos los resultados obtenidos se analizaron con el programa Microsoft Excel, 
transformándose las densidades celulares a logaritmos decimales. Las experiencias se 
realizaron por triplicado siendo los coeficientes de variación entre réplicas menores del 12%. 
Las diferencias entre medias se determinaron mediante análisis de la varianza: probabilidades 
menores o iguales a 0,05 se consideraron significativas. 
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1. Influencia de factores abióticos en la supervivencia de Vibrio spp. 
 
El efecto de la temperatura en la supervivencia de las tres cepas de Vibrio utilizadas en este 
estudio (Figura 16) se determinó con poblaciones mantenidas bajo condiciones de escasez de 
nutrientes, en oscuridad, y sometidas a temperaturas de 4⁰C, 12⁰C, 20⁰C y 30⁰C. 
 
En el caso de la cepa de colección V. harveyi CECT 525, a lo largo de la supervivencia a distintas 
temperaturas, los números de células totales y viables (células con la membrana 
citoplasmática intacta) se mantuvieron constantes. Sin embargo, la cultivabilidad varió en 
función de la temperatura de exposición. Así, para poblaciones mantenidas a 4⁰C se observó 
una disminución de aproximadamente 3,5 unidades logarítmicas en el número de UFC/mL al 
finalizar el periodo de incubación; no detectándose descensos significativos para las 
poblaciones expuestas a 20⁰C. Por último, al finalizar las experiencias a 12⁰C y 30⁰C se observó 
un descenso inferior a 1 log en la densidad de células cultivables.  

 
Para la cepa V. harveyi ambiental no se observaron variaciones en el número de células 
totales, viables y cultivables en las poblaciones expuestas a 4⁰C, 12⁰C y 20⁰C. Sin embargo, a 
30⁰C se detectó un ligero descenso de la viabilidad, mientras que la cultivabilidad disminuyó 
progresivamente a partir del décimo día, siendo este descenso de 1,5 unidades logarítmicas al 
finalizar las experiencias (p ≤ 0,05). 
 
Por último, las poblaciones de V. cyclitrophicus ambiental no experimentaron cambios en los 
números de células totales y viables. Se detectó una evolución similar para todos los 
parámetros celulares determinados para las cuatro temperaturas estudiadas, con ligeras 
diferencias en la evolución de la cultivabilidad a lo largo de las experiencias. En el caso de V. 
cyclitrophicus mantenido a 4⁰C y 12⁰C se detectó un descenso en la cultivabilidad a partir de 5-
6 días de exposición, de 1,1 y 0,6 unidades logarítmicas, respectivamente. Para las experiencias 
realizadas a 20⁰C y 30⁰C, la disminución de la cultivablidad comenzó al inicio de las mismas, 
obteniendo un descenso de 0,8 y 1,1 log.  
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Figura 16. Supervivencia de poblaciones de V. harveyi CECT 525, V. harveyi ambiental y V. cyclitrophicus ambiental, 
mantenidas en agua de mar estéril en oscuridad a 4⁰C, 12⁰C, 20⁰C y 30⁰C. Bacterias totales (●), viables (■) y 
cultivables (▲). Se muestran los valores medios de 3 experimentos independientes (±DE). 

 
 
El efecto de la radiación visible en la supervivencia de V. harveyi CECT 525 y V. harveyi y V. 
cyclitrophicus ambientales se determinó en poblaciones mantenidas bajo condiciones de 
escasez de nutrientes, incubadas a 20⁰C o 30⁰C de temperatura y expuestas a radiación visible 
(Figura 17). Las tres cepas mantuvieron la integridad celular y viabilidad a lo largo de los 21 
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días de experimentación (Figura 17); sin embargo, se registraron descensos significativos en el 
número de células cultivables, superiores a los detectados en condiciones de oscuridad.  
 
En el caso de V. harveryi CECT 525, tras un periodo inicial de 6-9 días en el que las células 
retuvieron su cultivabilidad, ésta comenzó a caer, acumulando un descenso de 1 log y 2,5 log a 
20⁰C y 30⁰C, respectivamente. Los resultados obtenidos para la cepa de V. harveyi ambiental 
fueron similares. En el caso de la cepa ambiental V. cyclitrophicus, se adelanta el inicio del 
proceso pérdida de cultivabilidad respecto a V. harveyi; además, a 30⁰C acumula una caída de 
4 log al final del periodo de experimentación. 
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Figura 17. Supervivencia de poblaciones de V. harveyi CECT 525, V. harveyi ambiental y V. cyclitrophicus ambiental, 
mantenidas en agua de mar estéril bajo radiación visible a 20⁰C y 30⁰C. Bacterias totales (●), viables (■) y cultivables 
(▲). Se muestran los valores medios de 3 experimentos independientes (±DE). 

 
 
El efecto de la salinidad en la supervivencia de Vibrio spp. se determinó utilizando poblaciones 
de V. harveyi CECT 525, V. harveyi ambiental y V. cyclitrophicus ambiental mantenidas en 
oscuridad, en agua de mar artificial con salinidades de de 0,5‰, 15‰ y 30‰ incubada a 12⁰C, 
20⁰C y 30⁰C (Figuras 18, 19 Y 20). Además, para las 3 cepas se realizaron experiencias con agua 
de mar artificial a 20⁰C y salinidad 35,5‰ y se compararon con los resultados obtenidos en las 
experiencias realizadas en agua de mar natural a 20⁰C (Figura 21). 
 
En estas experiencias, para todas las condiciones y cepas estudiadas, el número de células 
totales se mantuvo constante a lo largo del periodo de experimentación. Los números de 
células con la membrana citoplasmática intacta tampoco experimentaron variaciones 
significativas; si bien, se situaron por debajo de los valores obtenidos para poblaciones 
mantenidas en agua de mar natural y en muchos casos por debajo de las células cultivables, 
incluso, al inicio del experimental. Esto evidencia que este método no es apropiado para 
determinar viabilidad celular cuando se utiliza agua de mar artificial.  
 



78 OBJETIVO 2 
Resultados 
 
La evolución de la cultivabilidad a lo largo del tiempo de experimentación varió en función de 
la cepa y las condiciones de exposición. Para las tres cepas y temperaturas estudiadas, 
salinidades de 0,5‰, provocaron una rápida pérdida de cultivabilidad, iniciada ya minutos 
después de la inoculación y que condujo a la no detección de células cultivables (<3,3 UFC/mL) 
antes de 24 h. 
 
En el caso de la cepa V. harveyi CECT 525, no se observó pérdida significativa de la 
cultivabilidad para poblaciones expuestas a salinidades de 30‰. Sin embargo, la exposición a 
aguas con un 15‰ de salinidad provocó reducciones de 1 log (Figuras 18 a 20). La cepa V. 
harveyi ambiental exhibió un comportamiento diferente; así las poblaciones expuestas a 12⁰C 
mantuvieron la cultivabilidad a salinidades del 15‰ y el 30‰ (Figura 18). Las poblaciones 
incubadas a 20⁰C y expuestas a salinidades del 15‰ redujeron su cultivabilidad en 1 log 
(Figura 19), pero no experimentaron cambios significativos a salinidades más elevadas. Sin 
embargo, a 30⁰C, la pérdida de cultivabilidad fue significativa para poblaciones expuestas a 
salinidades del 15‰ o del 30‰ (Figura 20) sufriendo una disminución de 2,5 log a partir del 
quinto día y de 1,79 log a partir del octavo día de exposición, respectivamente. Por último, la 
cepa V. cyclitrophicus ambiental, experimentó los mayores descensos de cultivabilidad por el 
efecto combinado de la salinidad y la temperatura. Salinidades de 15‰ (Figuras 18, 19 y 20), 
provocaron descensos del número de UFC/mL para todas las temperaturas estudiadas, siendo 
mayor esta disminución para poblaciones incubadas a 20⁰C y 30⁰C. Así, para poblaciones de V. 
cyclitrophicus expuestas a un 15‰ de salinidad se registraron pérdidas de 1 log en el número 
de UFC/mL a 12⁰C (Figura 18), y de 2 log a 20⁰C y 30⁰C (p ≤ 0,05) (Figuras 19 y 20, 
respectivamente). En el caso de exposición a 30‰ de salinidad, las temperaturas de 20⁰C y 
30⁰C (Figuras 19 y 20) tuvieron un efecto negativo en la cultivabilidad, obteniéndose descensos 
de 0,5 y 2 log, respectivamente. 
 
Por último, las poblaciones de V. harveyi CECT 525 y ambiental, mantenidas a 20⁰C en agua de 
mar natural, obtuvieron patrones de cultivabilidad similares a los obtenidos en las experiencias 
realizadas en agua de mar artificial (35,5‰) (Figura 21). Para la cepa V. cyclitrophicus 
ambiental, en cambio, el descenso que experimentó la cultivabilidad fue diferente en las dos 
condiciones. En agua de mar artificial, la pérdida de la cultivabilidad comenzó más tarde (día 
13 en agua de mar artificial y día 2 en agua de mar natural) y fue menos acusada. 
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Figura 18. Supervivencia de poblaciones de V. harveyi CECT 525, V. harveyi ambiental y V. cyclitrophicus ambiental, 
mantenidas a 12⁰C en agua de mar artificial estéril. 0,5‰, 15‰ y 30‰. Bacterias totales (●), viables (■) y 
cultivables (▲). Los datos son valores medios de 3 experimentos independientes (±DE). 
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Figura 19. Supervivencia de poblaciones de V. harveyi CECT 525, V. harveyi ambiental y V. cyclitrophicus ambiental, 
mantenidas a 20⁰C en agua de mar artificial estéril. 0,5‰, 15‰ y 30‰. Bacterias totales (●), viables (■) y 
cultivables (▲). Los datos son valores medios de 3 experimentos independientes (±DE). 
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Figura 20. Supervivencia de poblaciones de V. harveyi CECT 525, V. harveyi ambiental y V. cyclitrophicus ambiental, 
mantenidas a 30⁰C en agua de mar artificial estéril, 0,5‰, 15‰ y 30‰. Bacterias totales (●), viables (■) y 
cultivables (▲). Los datos son valores medios de 3 experimentos independientes (±DE). 
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Figura 21. Supervivencia de poblaciones de V. harveyi CECT 525, V. harveyi ambiental y V. cyclitrophicus ambiental, 
mantenidas a 20⁰C en agua de mar natural estéril (AMN) y agua de mar artificial estéril (AMA) con salinidad 35,5‰. 
Bacterias totales (●), viables (■) y cultivables (▲). Los datos son valores medios de 3 experimentos independientes 
(±DE). 

 
 
Debido a los destacables resultados obtenidos en cuanto a la abrupta pérdida de cultivabilidad 
experimentada en salinidades de 0,5‰, se procedió a determinar la capacidad de resucitación 
de la cepa V. harveyi CECT 525 expuesta a dichas condiciones. Para ello, alícuotas recogidas a 
partir de los ensayos de supervivencia a salinidades de 0,5‰ mantenidas a 20°C se diluyeron 
en agua de mar natural y se incubaron a 20°C o 26°C. En ninguno de los casos estudiados se 
detectó un incremento significativo del número total de bacterias, no detectándose 
crecimiento de la población. De igual modo, la densidad de bacterias cultivables no aumentó 
durante el transcurso de las experiencias (datos no mostrados).  
 
Para las cepas V. harveyi CECT 525, V. harveyi ambiental y V. cyclitrophicus ambiental se 
estudió del efecto de los factores abióticos en la distribución de las poblaciones de acuerdo 
con su longitud celular a partir de las experiencias de supervivencia en agua de mar natural, 
mantenidas en oscuridad a 4⁰C, 12⁰C, 20⁰C y 30⁰C. El estudio del efecto de la radiación visible 
a 20⁰C y 30⁰C y el efecto de la salinidad (agua de mar artificial, en oscuridad y a 20⁰C con 
salinidad de 0,5‰, 15‰, 30‰, y 35,5‰) se realizó para las cepas V. harveyi CECT 525 y V. 
harveyi ambiental (Tabla 12). Los rangos de tamaño celular de las distintas cepas se muestran 
en la Tabla 14.  
 
 
 
 
 
 
 



OBJETIVO 2 
Resultados 

83 

 
Tabla 14. Rangos de longitud celular (µm) para V. harveyi CECT 525, V. harveyi ambiental y V. cyclitrophicus 
ambiental. Se muestran el valor medio de longitud (XL) y la correspondiente desviación estándar (DE). 
 

RANGO DE LONGITUD CATEGORÍA 
CEPAS 

V. harveyi CECT 525 V. harveyi ambiental V. cyclitrophicus ambiental 

≤ XL-DE Corto ≤ 0,90 µm ≤ 0,85 µm ≤ 0,95 µm 

> XL-DE ― < XL+DE Medio 0,90 ― 1,4 µm 0,85 ― 1,25 µm 0,95 ― 1,5 µm 

≥ XL+DE Largo ≥ 1,4 µm ≥ 1,25 µm ≥ 1,5 µm 

 
 

El valor medio de longitud inicial fue similar para las 3 cepas, 1,14 (±0,25) m para V. harveyi 

CECT 525; 1,05 (±0,20) m para V. harveyi ambiental y 1,22 (±0,27) m para V. cyclitrophicus 
ambiental. Además, también se detectaron similitudes en la distribución inicial de células en 
base a los rangos de longitud establecidos. Al inicio de las experiencias las poblaciones 
analizadas presentaban un porcentaje de 15-17% de células con longitudes propias del rango 
inferior, un 65-70% de las células en el rango intermedio y un 15-18% en el rango superior. 
 
En las Figuras 22, 23 y 24 se muestra la variación de las longitudes medias y de la distribución 
de las subpoblaciones por rangos de longitud a lo largo de las experiencias de supervivencia 
realizadas en este estudio. Para las tres cepas se observó una tendencia similar, con algunas 
excepciones. Así, a lo largo de la supervivencia, las poblaciones experimentaron una 
disminución del tamaño medio celular que se correspondía a un incremento de las 
subpoblaciones de células de menor longitud.  
 
La disminución de la longitud celular que experimenta V. harveyi CECT 525, en oscuridad, fue 
mayor a temperaturas elevadas que a 4⁰C (Figura 22). Bajo condiciones de exposición a 
radiación lumínica, el efecto de la temperatura fue más evidente, reduciéndose el tamaño 
celular medio a 0,6 µm tras 21 días a 30⁰C, y la totalidad de las células con longitud inferior a 
0,90 µm (Figura 23). 
 
En el caso de V. harveyi ambiental, a pesar de observarse la misma tendencia general a la 
miniaturización, el efecto modulador de la temperatura sobre la reducción del tamaño celular 
se evidenció fundamentalmente en condiciones de oscuridad, mientras que apenas se 
observaron diferencias entre las poblaciones que permanecieron bajo iluminación a 20⁰C y 
30⁰C (Figuras 22 y 23).   
 
V. cyclitrophicus ambiental también experimentó una reducción de tamaño, con la excepción 
de las poblaciones mantenidas a 4⁰C en condiciones de oscuridad (Figura 22). En estas 
condiciones, no se observaron descensos del tamaño medio celular, llegando incluso a 
detectarse un ligero aumento. Del mismo modo, no se obtuvieron valores crecientes de la 
subpoblación de menor tamaño a lo largo de los 21 días de experimentación.  
 
Si analizamos el efecto de la salinidad sobre el tamañoi de V. harveyi, para las dos cepas de 
estudiadas, en salinidades de 15‰ a 35,5‰ (Figura 24) se repitió el patrón previamente 
descrito, es decir, un incremento de las subpoblaciones de células de menor longitud a lo largo 
del tiempo de exposición. En cambio, para la salinidad de 0,5‰, la tendencia fue diferente. 
Para V. harveyi ambiental, el aumento de las subpoblaciones de menor tamaño a lo largo del 
tiempo no fue acusado y, en el caso de V. harveyi CECT 525, no se detectaron cambios 
significativos en la distribución de tamaños a lo largo del tiempo, incluso la longitud media 
celular incrementó ligeramente. 
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Figura 22. Variación del tamaño celular obtenida para poblaciones de de V. harveyi CECT 525, V. harveyi ambiental y 
V. cyclitrophicus ambiental, mantenidas durante 21 días en agua de mar estéril en oscuridad a 4⁰C, 12⁰C, 20⁰C y 
30⁰C. Se muestran el porcentaje de células (%) con longitud corta ( █ ), media ( █ ) y larga ( █ ), y el tamaño celular 
medio (µm) (●) en los días 0, 3 y 21. Los datos son valores medios de 3 experimentos independientes (±DE). 
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Figura 23. Variación del tamaño celular obtenida para poblaciones de de V. harveyi CECT 525 y V. harveyi ambiental, 
mantenidas durante 21 días en agua de mar estéril bajo radiación visible a 20⁰C y 30⁰C. Se muestran el porcentaje 
de células (%) con longitud corta ( █ ), media ( █ ) y larga ( █ ), y el tamaño celular medio (µm) (●) en los días 0, 3 y 
21. Los datos son valores medios de 3 experimentos independientes (±DE). 
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Figura 24. Variación del tamaño celular obtenida para poblaciones de de V. harveyi CECT 525 y V. harveyi ambiental, 
mantenidas durante 21 días a 20⁰C en agua de mar artificial,salinidades de 0,5‰, 15‰, 30‰ y 35,5‰. Se muestran 
el porcentaje de células (%) con longitud corta ( █ ), media ( █ ) y larga ( █ ), y el tamaño celular medio (µm) (●) en 
los días 0, 3 y 21. Los datos son valores medios de 3 experimentos independientes (±DE). 
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2. Influencia de factores bióticos en la supervivencia de Vibrio spp. 
 
La Figura 25 muestra la evolución de V. harveyi gfp y de las poblaciones microbianas 
autóctonas en agua de mar no tratada (AMN). Resultados previos obtenidos por Parada (2016) 
y confirmados en este trabajo mostraron que V. harveyi gfp presentaba un patrón de 
supervivencia similar al de V. harveyi CECT 525 cuando ambas cepas permanecían en agua de 
mar estéril (escasez de nutrientes), en oscuridad a 20⁰C. Parada (2016) observó 
mantenimiento en la integridad (células totales) y cultivabilidad durante un periodo de 21 d 
(datos no mostrados). Además, a lo largo del periodo de estudio, no se observó pérdida en la 
fluorescencia de V. harveyi gfp por efecto de las condiciones de estrés.  
 
Para establecer el efecto de la temperatura, se muestran los resultados combinados de las 
experiencias realizadas por Parada (2016) y en este estudio. Para las 4 temperaturas 
estudiadas (4⁰C, 12⁰C, 20⁰C y 30⁰C), en presencia de la microbiota autóctona, las poblaciones 
de V. harveyi gfp experimentaron descensos de células totales y cultivables a lo largo del 
periodo de estudio (Figura 25). Así, el número total de V. harveyi gfp disminuyó hasta 4 log tras 
21 días de de incubación y la cultivabilidad se redujo ≥ 5 log, situándose este valor por debajo 
del límite de detección en los ensayos realizados a 4⁰C, 20⁰C y 30⁰C (p < 0,05). Las diferencias 
entre los recuentos de células de V. harveyi gfp totales y cultivables al final del período de 
incubación serían indicativas de la entrada en el estado VNC de la fracción de la población que 
permanece en el sistema. Así, la fracción de células en estado VNC de V. harveyi gfp supuso 
entre el 83% y el 98% de las células de V. harveyi gfp totales. 
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Figura 25. Supervivencia de poblaciones de V. harveyi gfp en presencia de la microbiota de agua de mar en 
experiencias realizadas a 4⁰C (Parada, 2016), 12⁰C, 20⁰C (Parada, 2016) y 30⁰C. Se muestran los números de 
bacterias totales del agua de mar (●), V. harveyi gfp totales (●), bacterias cultivables quimioorganotrófas (▲), V. 
harveyi gfp cultivables (▲), protozoos flagelados (♦) y protozoos ciliados (■). Las líneas discontinuas indican 
recuentos de células cultivables por debajo del límite de detección del método de enumeración. Los datos son 
valores medios de 3 experimentos independientes (±DE). 
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Los números de V. harveyi gfp totales y cultivables disminuyeron a medida que incrementaba 
el tiempo de exposición. La temperatura de incubación influyó en el inicio del descenso de la 
población; así, a 4⁰C, fueron necesarios entre 9 y 10 días para detectar un descenso 
significativo (p ≤ 0,05) mientras que a 12⁰C se requirieron de 4 a 6 días; a 20⁰C, 3 días y a 30⁰C, 
entre 2 y 4 días. Este efecto negativo temperatura-dependiente, se relacionó con los 
incrementos detectados en la densidad de protozoos, fundamentalmente flagelados que 
incrementaron significativamente (p ≤ 0,05) su densidad ya en los 2 primeros días de estudio 
en las experiencias realizadas a 20⁰C y 30⁰C; en los 3-4 días a 12⁰C y tras 8 días a 4⁰C. 
 
Las bacterias autóctonas mostraron un comportamiento netamente diferente en comparación 
con V. harveyi gfp. Mientras que el recuento total de bacterias de agua de mar permaneció 
constante al menos durante los 21 días de experimentación en todos los casos estudiados, la 
cultivabilidad de estas bacterias incrementó durante los primeros días de experimentación 
para decrecer posteriormente hasta densidades similares o ligeramente inferiores a las 
iniciales (< 1 log). Al finalizar los ensayos, el número de bacterias quimioorganotrofas 
cultivables fue 3-4 logaritmos más elevada que el número de bacterias V. harveyi gfp 
cultivables.  
 
 

3. Variación en la capacidad de adhesión de Vibrio spp. 
 

3.1. Variación en la capacidad de adhesión de Vibrio spp. a superficies abióticas 
 
Para el estudio del efecto de los factores abióticos sobre la capacidad de adhesión de Vibrio 
spp. bajo condiciones de estrés, se establecieron 4 categorías según lo descrito anteriormente 
(Tabla 13). Los valores que delimitan estas categorías, que se calcularon de forma 
independiente para las experiencias realizadas con agua de mar natural y artificial, se 
muestran en la Tabla 15.  
 
 
Tabla 15. Rangos de valores para cada categoría establecidas de acuerdo con Stepanovic´ et al. (2004), para la 
clasificación de poblaciones en función de su capacidad de adhesión para agua de mar natural y agua de mar 
artificial. 
 

Categoría 
Valor de OD595 nm 
Agua mar natural 

Valor de OD595 nm 
Agua mar artificial 

No adherentes OD ≤ 0,085 OD ≤ 0,112 

Ligeramente adherentes 0,085 < OD ≤ 0,171 0,112 < OD ≤ 0,224 

Moderadamente adherentes 0,171 < OD ≤ 0,341 0,224 < OD ≤ 0,448 

Fuertemente adherentes OD > 0,341 OD > 0,448 

 
 
El efecto de las condiciones adversas sobre la adherencia de las poblaciones de V. harveyi 
CECT, V. harveyi ambiental y V. cyclitrophicus ambiental fue limitado, sin variaciones 
reseñables en ninguno de los casos (Figuras 26 a 30). Las poblaciones, que fueron clasificadas 
inicialmente como no adherentes, no mostraron cambios significativos en la capacidad de 
adhesión.  
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Figura 26. Variación en la adherencia, expresada como OD595nm obtenida para poblaciones de de V. harveyi CECT 
525, V. harveyi ambiental y V. cyclitrophicus, mantenidas durante 21 días en agua de mar estéril en oscuridad a 4⁰C, 
12⁰C, 20⁰C y 30⁰C. La línea discontinua inferior indica el límite entre células no adherentes y ligeramente 
adherentes y, la superior, el límite entre células ligera y moderadamente adherentes. Se muestran los valores 
medios de 3 experimentos independientes (±DE). 
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Figura 27. Variación en la adherencia, expresada como OD595nm obtenida para poblaciones de de V. harveyi CECT 
525, V. harveyi ambiental y V. cyclitrophicus ambiental, mantenidas durante 21 días en agua de mar estéril bajo 
radiación visible a 20⁰C y 30⁰C. La línea discontinua inferior marca el límite entre células no adherentes y 
ligeramente adherentes y la línea superior el límite entre células ligera y moderadamente adherentes. Se muestran 
los valores medios de 3 experimentos independientes (±DE). 
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Figura 28. Variación en la adherencia, expresada como OD595nm obtenida para poblaciones de de V. harveyi CECT 
525, V. harveyi ambiental y V. cyclitrophicus ambiental, mantenidas durante 21 días en agua de mar artificial y a 
10⁰C en salinidades de 0,5‰, 15‰ y 30‰. La línea discontinua inferior marca el límite entre células no adherentes 
y ligeramente adherentes y la línea superior el límite entre células ligera y moderadamente adherentes. Se 
muestran los valores medios de 3 experimentos independientes (±DE). 
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Figura 29. Variación en la adherencia, expresada como OD595nm obtenida para poblaciones de de V. harveyi CECT 
525, V. harveyi ambiental y V. cyclitrophicus ambiental, mantenidas durante 21 días en agua de mar artificial y a 
20⁰C en salinidades de 0,5‰, 15‰, 30‰ y 35,5‰. La línea discontinua inferior marca el límite entre células no 
adherentes y ligeramente adherentes y la línea superior el límite entre células ligera y moderadamente adherentes. 
Se muestran los valores medios de 3 experimentos independientes (±DE). 
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Figura 30. Variación en la adherencia, expresada como OD595nm obtenida para poblaciones de de V. harveyi CECT 
525, V. harveyi ambiental y V. cyclitrophicus ambiental, mantenidas durante 21 días en agua de mar artificial y a 
30⁰C en salinidades de 0,5‰, 15‰ y 30‰. La línea discontinua inferior marca el límite entre células no adherentes 
y ligeramente adherentes y la línea superior el límite entre células ligera y moderadamente adherentes. Se 
muestran los valores medios de 3 experimentos independientes (±DE). 
 

 

3.2. Variación en la capacidad de adhesión de Vibrio spp. a superficies bióticas 
 
Para determinar la capacidad de adhesión a superficies bióticas, previamente se comprobó la 
capacidad de adhesión de la cepa V. harveyi gfp a superficies abióticas, clasificándose como no 
adherente, según los criterios especificados en la Tabla 15. Se seleccionaron dos soportes 
biológicos (pieles de Brama brama y Thunnus alalunga) para considerar su uso en estas 
experiencias. La piel de T. alalunga, de color más oscuro y más opaca ofrecía un mayor 
contraste y, por tanto, una mejor visualización de las células mediante microscopía de 
epifluorescencia (Figura 31). No obstante, a lo largo del periodo de experimentación 
(incubación con la suspensión de microorganismos), la degradación de la piel fue mayor que en 
el caso de B. brama, dificultando su manipulación. Por ello, se eligió la piel de B. brama como 
soporte ya que permite una buena visualización y resulta un soporte más rígido y manejable. 
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Figura 31. Adhesión de V. harveyi gfp sobre piel de B. brama (A) y sobre piel de T. alalunga (B). 

 
 
En las Figuras 32, 33, 34 y 35 se muestra la evolución de la adherencia de V. harveyi gfp a piel 
de B. brama a diferentes temperaturas durante un periodo de incubación de 48 h. En todos los 
casos analizados (densidades bacterianas iniciales de 104, 105

 y 106
 células/mL) se observó un 

claro efecto de la temperatura de incubación tanto sobre la cantidad de bacterias adheridas 
como sobre el crecimiento de las células en suspensión.  
 
La capacidad de adhesión, estimada como porcentaje de cobertura (Objetivo 2, Materiales y 
Métodos, apartado 3), fue menor para las poblaciones mantenidas a 12⁰C (Figuras 32 y 35). 
Los valores obtenidos fueron prácticamente constantes a lo largo del periodo de incubación. 
Se precisaron al menos 8 h para alcanzar un 1% de cobertura. Únicamente en los ensayos 
realizados con inóculos de 106 cel/mL se obtuvieron coberturas superiores al 4%, tras 48 h de 
incubación. Cuando se estimó el crecimiento de las poblaciones planctónicas a 12⁰C, no se 
detectó un aumento significativo en el número de bacterias en suspensión (Figura 35).  
 
En el caso de las experiencias realizadas a 20⁰C (Figuras 33 y 35), se obtuvieron porcentajes de 
cobertura superiores al 60% para densidades iniciales de 104cel/mL, 105cel/mL y 106cel/mL tras 
24 h, 18 h y 12 h de incubación, respectivamente. En el caso de las experiencias realizadas a 
26⁰C (Figuras 34 y 35), estos porcentajes de cobertura se obtuvieron en tiempos de incubación 
menores, 12 h y 8 h para densidades iniciales de 105cel/mL y 106cel/mL. En ambos casos 
(experiencias realizadas a 20⁰C y 26⁰C), se detectó crecimiento (incremento de al menos 3 log) 
de la población bacteriana planctónica con respecto a la densidad inicial para todas las 
densidades estudiadas 
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Figura 32. Evolución de la adhesión a piel de B. brama de V. harveyi gfp durante 48 h. Imágenes obtenidas mediante 
microscopía de epifluorescencia (1000x). Experiencias realizadas a 12⁰C con densidades iniciales de 10

4 
cel/mL, 10

5 

cel/mL y 10
6 

cel/mL. 
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Figura 33. Evolución de la adhesión a piel de B. brama de V. harveyi gfp durante 48 h. Imágenes obtenidas mediante 
microscopía de epifluorescencia (1000x). Experiencias realizadas a 20⁰C con densidades iniciales de 10

4 
cel/mL, 10

5 

cel/mL y 10
6 

cel/mL. 
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Figura 34. Evolución de la adhesión a piel de B. brama de V. harveyi gfp durante 48 h. Imágenes obtenidas mediante 
microscopía de epifluorescencia (1000x). Experiencias realizadas a 26⁰C con densidades iniciales de 10

4 
cel/mL, 10

5 

cel/mL y 10
6 

cel/mL. 
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Figura 35. Porcentaje de cobertura de V. harveyi gfp sobre piel de B. brama (columnas) y densidad de las 
poblaciones planctónicas (líneas) de las muestras incubadas a 12⁰C, 20⁰C y 26⁰C. Densidades celulares iniciales de 
10

4 
cel/mL ( ●, ▌), 10

5 
cel/mL ( ■, ▌) y 10

6 
cel/mL ( ▲, ▌). Se muestran valores medios de 3 experimentos 

independientes (±DE). 

 
 
Se analizó la capacidad de adherencia a la piel de B. brama para poblaciones de V. harveyi gfp 
obtenidas tras 0, 3, 6 y 14 días de permanencia a 20⁰C en agua de mar natural estéril (inóculos 
de 104 a 106 cel/mL) (Figuras 36 a 40). A lo largo de las incubaciones en contacto con el soporte 
biológico (8 h), la densidad de las poblaciones planctónicas bacterianas aumentó respecto a los 
valores iniciales (Figura 40), tanto en poblaciones no sometidas a estrés y mantenidas a 20⁰C 
(Figuras 36 y 40) como en poblaciones sometidas a estrés por determinado tiempo (Figuras 37 
a 40). Estos incrementos además, fueron dependientes del tiempo transcurrido bajo 
condiciones de estrés antes de la inoculación de las pieles. Así, tras 6 y 14 días de exposición a 
estrés, el crecimiento bacteriano y porcentaje de cobertura fueron menores. 
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El incremento en la densidad bacteriana planctónica (Figuras 36 a 40) fue menor con 
densidades iniciales de inóculo de 104 cel/mL (1 logaritmo) que con densidades iniciales de 
inóculo de 105 y 106 cel/mL (hasta 2 logaritmos). Además, este crecimiento de la población 
bacteriana planctónica con respecto a la densidad inicial fue dependiente al tiempo de 
exposición al estrés, disminuyendo al prolongarse la permanencia bajo condiciones de estrés 
(Figura 40). 
 
Los porcentajes de cobertura variaron dependiendo de la densidad inicial y el tiempo de 
permanencia de las poblaciones bajo condiciones de escasez de nutrientes en agua de mar. 
Para inóculos de 104 cel/mL no se detectaron coberturas superiores al 2%. En inóculos de 
105cel/mL, los valores de cobertura más elevados fueron del 3%. Para inóculos de 106 cel/mL 
se obtuvieron los valores más elevados, hasta 4% (tras 6-8 h de incubación con el soporte 
biológico) con poblaciones recogidas tras 0 y 3 días de exposición a estrés. 
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Figura 36. Evolución de la adhesión a piel de B. brama de V. harveyi gfp en experiencias realizadas a 20⁰C. Imágenes 
obtenidas mediante microscopía de epifluorescencia (1000x). Experiencias realizadas con poblaciones recogidas tras 
0 días de permanencia en agua de mar incubada a 20⁰C. Densidades iniciales de 10

4 
cel/mL, 10

5 
cel/mL y 10

6 
cel/mL. 
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Figura 37. Evolución de la adhesión a piel de B. brama de V. harveyi gfp en experiencias realizadas a 20⁰C. Imágenes 
obtenidas mediante microscopía de epifluorescencia (1000x). Experiencias realizadas con poblaciones recogidas tras 
3 días de permanencia en agua de mar incubada a 20⁰C. Densidades iniciales de 10

4 
cel/mL, 10

5 
cel/mL y 10

6 
cel/mL. 
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Figura 38. Evolución de la adhesión a piel de B. brama de V. harveyi gfp en experiencias realizadas a 20⁰C. Imágenes 
obtenidas mediante microscopía de epifluorescencia (1000x). Experiencias realizadas con poblaciones recogidas tras 
6 días de permanencia en agua de mar incubada a 20⁰C. Densidades iniciales de 10

4 
cel/mL, 10

5 
cel/mL y 10

6 
cel/mL. 
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Figura 39. Evolución de la adhesión a piel de B. brama de V. harveyi gfp en experiencias realizadas a 20⁰C. Imágenes 
obtenidas mediante microscopía de epifluorescencia (1000x). Experiencias realizadas con poblaciones recogidas tras 
14 días de permanencia en agua de mar incubada a 20⁰C. Densidades iniciales de 10

4 
cel/mL, 10

5 
cel/mL y 10

6 

cel/mL. 
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Figura 40. Variación de la capacidad de adhesión a piel de B. brama de poblaciones de V. harveyi gfp mantenidas en 
agua de mar a 20⁰C. Porcentaje de cobertura de V. harveyi gfp sobre piel de B. brama (columnas) y densidad celular 
de la población planctónica (líneas). Poblaciones obtenidas tras 0, 3, 6 y 14 días de permanencia en agua de mar 
estéril e incubada a 20⁰C. Densidades celulares iniciales de 10

4 
cel/mL ( ●, ▌), 10

5 
cel/mL ( ■ y ▌) y 10

6 
cel/mL ( ▲, 

▌). Se muestran los valores medios de 3 experimentos independientes (±DE). 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

OBJETIVO 3 
Caracterización de los cambios moleculares que, a nivel del 
subproteoma de las envueltas celulares, experimenta            
V. harveyi durante la adaptación a condiciones adversas. 
 

MATERIALES Y MÉTODOS 
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Tras establecer los patrones de supervivencia de las diferentes especies de Vibrio se realizó un 
análisis proteómico de las envueltas celulares con el fin de establecer los cambios moleculares 
(cuantitativos y cualitativos) relacionados con la adaptación a las condiciones ambientales.  
 
Para ello, se realizaron extracciones de las proteínas de las envueltas celulares de poblaciones 
de V. harveyi ambiental mantenidas en agua de mar estéril (condiciones de escasez de 
nutrientes) a 4⁰C y 20⁰C. Se recogieron alícuotas tras 0, 3 y 21 días 
  
 

1. Obtención de extractos proteicos durante los ensayos de supervivencia 
 
Se realizaron ensayos de supervivencia (Objetivo 2, Materiales y Métodos, apartado 2) en 
condiciones de escasez de nutrientes en matraces con 2 L de agua de mar natural estéril. Los 
matraces se inocularon con las suspensiones bacterianas previamente obtenidas según se 
indica en el Objetivo 2 (Materiales y Métodos, apartado 2) hasta alcanzar una densidad 
aproximada de 108 bacterias/mL. Los matraces se incubaron por 21 días a 4 y 20⁰C con 
agitación (90 rpm). Las extracciones se realizaron los días 0, 3 y 21. Las experiencias se 
realizaron por triplicado. 
 
Para la obtención de extractos de envueltas externas, las bacterias se recogieron mediante 
centrifugación (8.000 g, 45 min, 4⁰C) en una centrífuga Beckman Coulter Avanti J-26 XPI, 
equipada con un rotor JLA 9.1000. El pellet resultante que contiene las bacterias, se 
resuspendió con 10 mL de tampón salino Tris-HCl 1x (TBS 1X) (mantenido a 4⁰C) (Anexo 5). Las 
células se lavaron por centrifugación (8.000 g, 20 min, 4⁰C), se retiró el sobrenadante y el 
pellet obtenido se volvió a resuspeder en 10 mL de TBS 1X. Además se añadieron los 
inhibidores de proteasas Protease Inhibitor Cocktail (Sigma-Aldrich) (250 μL por gramo de 
pastilla celular) y fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF, AppliChem) (concentración final             
2 mM).  
 
 

2. Extracción de proteínas 
 
La extracción de proteínas se llevó a cabo mediante el método descrito por Molloy et al. (2000) 
con algunas modificaciones. Las suspensiones celulares se sonicaron (SONICS VibraCellTM 

VCX130 Ultrasonic Cell Disrupter, USA) utilizando una sonda de 6 mm de diámetro, al 65% de 
amplitud y durante 6 pulsos (pulsos de 15 s con descansos de 45 s). Posteriormente las 
muestras se centrifugaron (6.000 g, 20 min, 4⁰C) para la eliminación de células íntegras y otros 
restos celulares. Los sobrenadantes obtenidos se preservaron en hielo mientras que las 
pastillas celulares se resuspendieron en 10 mL de TBS y se volvieron a sonicar. El proceso se 
repitió tres veces. Los sobrenadantes obtenidos después de los tres procesos, se mezclaron y 
se diluyeron con carbonato sódico 0,2 M (1:1). Las muestras se incubaron en hielo y en 
agitación (60 rpm) durante 1 h para así evitar la agregación de las proteínas, la posible 
formación de micelas u otros restos celulares. 
 
 

3. Aislamiento de proteínas de la envuelta celular 
 
Tras la incubación de los extractos proteicos, las muestras se centrifugaron (115.000 g, 1 h, 
4⁰C) en una centrífuga Beckman Coulter, OptimaTM L-100 XP Ultracentrifuge, equipada con el 
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rotor TFT 50.38, en el Instituto de Biofísica de la UPV/EHU-CSIC. El pellet obtenido se 
resuspendió en 1 mL de TBS 1X (que permite la posterior identificación proteica mediante 
espectrometría de masas). Los sobrenadantes fueron desechados.  
 
 

4. Cuantificación proteica 
 
La cantidad total de proteína extraída se cuantificó utilizando el kit Thermo Scientific Pierce 
BCA Protein Assay Kit, basado en el método colorimétrico descrito por Lowry et al. (1951), 

utilizando seroalbúmina bovina (Thermo Scientific) como estándar proteico. Se añadieron 25 
μL de cada muestra a 200 μL de reactivo BCA (ácido bicincónico) y se incubaron durante 30 
minutos a 37⁰C en oscuridad. A continuación, se determinó la absorbancia a 562 nm 
utilizando un espectrofotómetro Shimazdu UV-2100. Para transformar la absorbancia a 
concentración de proteína, se construyó una recta patrón con seroalbúmina bovina. El 
límite de detección del método es de 5 μg/mL. 
 
 

5. Procesamiento de las muestras para la identificación proteica: espectrometría de masas 
 
Tras la extracción de las proteínas, la identificación de las mismas se realizó en la Unidad de 
Proteómica de los Servicios Generales de Investigación de la Facultad de Ciencia y Tecnología 
de la UPV/EHU, mediante cromatografía y espectrometría de masas.  
 

5.1. Digestión de proteínas 
 
La digestión de proteínas se realizó utilizando el método de digestión en solución. Se 
precipitaron 17 µg de proteína de cada una de las muestras, utilizando para ello el kit 2-D 
Clean-up Kit (GE Healthcare). El precipitado obtenido se resuspendió en 25 µL del tampón de 
solubilización RapiGest SF (Waters) al 0,2% en bicarbonato amónico 50 mM, para lo cual se 
incubaron las muestras a 85⁰C durante 15 min a 1.400 rpm en un termociclador con agitación 
Thermomixer compact (Eppendorf). Una vez solubilizadas las proteínas, se incubaron con 
ditiotreitol (DTT, Sigma-Aldrich, concentración final 5 mM) durante 25 min a 60oC y 1.400 rpm, 
y a continuación con iodoacetamida (GE Healthcare, concentración final 15 mM) durante 30 
min a temperatura ambiente y oscuridad. Para la digestión de las proteínas se añadió tripsina 
(Roche) en una proporción enzima:proteína de 1:50, y se incubó durante 16 h. Tras 
precipitación con ácido clorhídrico (25%) e incubación a 37oC durante 30 min, se eliminó el 
RapiGest SF mediante centrifugación a 13.000 rpm durante 15 min. Finalmente, se limpiaron y 
desalaron las muestras utilizando las columnas C18 Micro SpinColumn (Harvard Apparatus). 
 

5.2. Análisis LC-MS/MS 
 
El análisis LC-MS/MS se realizó en un espectrómetro de masas Q Exactive HF-X (Thermo 
Scientific) operado en modo data dependent acquisition (DDA) acoplado a un sistema 
cromatográfico Easy-nLC 1200 nanoUPLC System (Thermo Scientific). 
 
Los péptidos digeridos se resuspendieron en 0,1% ácido fórmico a una concentración final de 1 
µg/µL. 1,25 µg de mezcla de péptidos se cargaron en una precolumna Acclaim PepMap100 (75 
µm x 2 cm, Thermo Scientific) conectada a una columna analítica Acclaim PepMap RSLC (75 µm 
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x 25 cm, Thermo Scientific). Los péptidos se eluyeron directamente al nanoES Emitter (Thermo 
Scientific) mediante un gradiente lineal de 2,4% a 24% de acetonitrilo en 0,1% de ácido 
fórmico durante 120 min y de 24% a 32% durante 2 min a un flujo de 300 nL/min.  
 
Los espectros MS se adquirieron a una resolución de 60.000 (m/z 200) y los espectros de 
fragmentación a 15.000 (m/z 200). Para la selección de los péptidos se utilizó una ventana de 
1,4 th y para la fragmentación de los péptidos se aplicó una energía de colisión normalizada de 
28. El tiempo máximo de inyección fue de 50 ms para las adquisiciones MS y 100 ms para las 
MS/MS y se utilizaron valores de AGC de 3E6 para las adquisiciones MS y de 5E5 para las 
MS/MS. Se aplicó un tiempo de exclusión dinámica de 20 s y los iones cargados con una carga 
o sin asignación de cargas se excluyeron de la fragmentación. 
 

5.3. Procesamiento de datos 
 
Los espectros fueron procesados con MaxQuant1 (versión 1.6.0.16). Se utilizó una base de 
datos UniProtKB restringida a V. harveyi (versión 2018_12, 24281 entradas). Se seleccionaron 8 
ppm y 20 ppm como tolerancia para los precursores y fragmentos respectivamente y se 
permitió un máximo de 2 omisiones de corte para la tripsina. Se seleccionó la oxidación de 
metioninas y la acetilación N-terminal de proteínas como modificaciones variables y la 
carbamidometilación de cisteínas como modificación fija. La ratio de falsos positivos (FDR) se 
limitó al 1% para péptidos y proteínas. Las intensidades normalizadas de cada proteína (LFQ) 
se calcularon mediante el algoritmo MaxLFQ integrado en el programa MaxQuant. 
 
Los resultados obtenidos con el programa MaxQuant se importaron a la plataforma Perseus2 
(versión 1.6.2.3). Se eliminaron las proteínas contaminantes y las identificadas únicamente con 
péptidos modificados. Se imputaron los “missing values” con los parámetros por defecto del 
programa Perseus. Para determinar la expresión diferencial de las proteínas entre condiciones 
se utilizó la prueba t de Student. Se consideraron proteínas presentes en cada punto analizado 
aquellas proteínas que se detectaron en dos o más réplicas de la tres existentes. Para 
considerar que una proteína estaba diferencialmente expresada en cada comparación se siguió 
el criterio: t-test<0.05 y ratio de expresión >±2. 
 
Con la finalidad de verificar la identificación realizada en la Unidad de Proteómica de los 
Servicios Generales de Investigación, y asignar la posible función de cada proteína, se realizó 
una búsqueda en la base de datos UniProt (https://www.uniprot.org/), linaje taxonómico 
“Vibrio harveyi group”, seleccionando la base de Vibrio harveyi (Beneckea harveyi) (Strain: 
BSW5). En base a la información recogida de la base de datos UniProt y una búsqueda 
bibliográfica de artículos científicos relacionados en bases bibliográficas (Science Direct, 
Springer, Google Scholar, NCBI y otras), se anotó la localización celular de las proteínas. Se 
analizaron preferiblemente las proteínas de las envueltas celulares o las proteínas asociadas a 
las mismas.  
 
Siguiendo estos criterios, se obtuvieron las diferentes tablas para cada condición estudiada. 
Las proteínas se agruparon en diversos grupos funcionales (GF) en base a su función biológica 
principal y a los cambios experimentados a lo largo de la supervivencia. 
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Se detectaron 2323 proteínas, de las cuales 1951 se confrontaron en la base de datos UniProt 
con la base Vibrio harveyi (Beneckea harveyi) (Strain: BSW5). Se descartaron 200 proteínas 
detectadas al no poder caracterizarse en cuanto a nomenclatura, localización y/o función. 
Durante el análisis del subproteoma de las envueltas celulares, además de proteínas de 
membrana, se identificaron proteínas citoplasmáticas sin relación funcional o estructural con 
las envueltas celulares que no se consideraron en este estudio (datos no mostrados). Además, 
se descartaron 34 proteínas de membrana, 2 periplásmicas y 1 asociada a peptidoglicano de 
funciones desconocidas. 
 
Las proteínas seleccionadas para un análisis más detallado se clasificaron en 8 grupos 
funcionales (estructura, transporte, bioenergética, síntesis y degradación de proteínas, división 
celular, sensores y movimiento, estrés y otras proteínas) y se analizó y comparó la evolución 
de las proteínas seleccionadas para cada condición de supervivencia y se compararon las 
diferentes condiciones estudiadas.  
 
La variación del subproteoma de las envueltas celulares de V. harveyi ambiental en 
condiciones de escasez de nutrientes (agua de mar natural estéril) y bajo el efecto de distintas 
temperaturas de incubación (4⁰C y 20⁰C) se muestra en las Tablas 16 a 31. Para V. harveyi 
ambiental se analizaron 571 proteínas que cumplían los requisitos establecidos, de las cuales 
403 se detectaron en todas las condiciones estudiadas y no experimentaron cambios al cabo 
de 21 días de experimentación. Asimismo, 168 proteínas experimentaron variaciones 
significativas a lo largo de la permanencia en agua de mar natural (aumento o disminución e 
incluso detección de proteínas inicialmente no detectadas). 
 
La proteína más abundante al inicio de las experiencias fue la porina A0A0D0HS40_VIBHA que 
supuso el 10,34% (±0,55) del total proteico. La porina A0A0D0JCS3_VIBHA, el factor de 
elongación EFTU (A0A0D0I8Y9_VIBHA) y la porina OmpW (A0A0D0IHK1_VIBHA) la siguieron en 
orden de abundancia, con porcentajes de 4,21 (±0,82); 2,76 (±0,17) y 2,01 (± 0,20), 
respectivamente. Todas ellas continuaron presentes, sin variaciones significativas en su 
expresión, tras 21 d de incubación a ambas temperaturas, manteniéndose como proteínas 
mayoritarias al finalizar las experiencias. 
 
 

1. Proteínas relacionadas con el mantenimiento de la estructura celular 
 
De las 63 proteínas relacionadas con el mantenimiento de la estructura celular, 48 no 
experimentaron cambios a lo largo de las experiencias (Tabla 16). Entre ellas, proteínas 
relacionadas con la síntesis, reparación y degradación del peptidoglicano como las proteínas 
reguladoras LpoA (A0A0D0JD55_VIBHA) y LpoB (A0A0D0J272_VIBHA), proteína DedD 
(A0A0D0JBJ6_VIBHA) o mureínas transglicosilasas (A0A0D0J0U6_VIBHA, A0A0D0JG35_VIBHA y 
A0A0D0J787_VIBHA) entre otras; diversas lipoproteínas como LolB (A0A0D0HP50_VIBHA) e 
YcfL (A0A0D0IBV2_VIBHA), MetQ (A0A0D0J0Y7_VIBHA) o NlpI (A0A0D0J4T4_VIBHA). También 
se encontraron proteínas relacionadas con el ensamblaje de lipopolisacáridos 
(A0A0D0IM99_VIBHA, A0A0D0J8D0_VIBHA, entre otras) o la biosíntesis de la cápsula 
(A0A0D0IKG6_VIBHA, A0A0D0JD78_VIBHA). Se detectaron la porina OmpA 
(A0A0D0JEW4_VIBHA); así como, varias porinas inespecíficas y el complejo Bam encargado del 
ensamblaje de proteínas de membrana externa (A0A0D0J9Y4_VIBHA, A0A0D0J1A4_VIBHA, 
A0A0D0IKU0_VIBHA, A0A0D0JCY6_VIBHA, A0A0D0HIK0_VIBHA) y la chaperona SurA 
(A0A0D0JDD2_VIHAB). Las proteínas relacionadas con el mantenimiento de la forma bacilar 
MreB (A0A0D0HQK3_VIBHA) y MreC (A0A0D0IHR6_VIBHA) tampoco experimentaron cambios 
para ninguna de las condiciones estudiadas. 
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Tabla 16. Proteínas de envueltas celulares obtenidas a partir de poblaciones de V. harveyi ambiental adscritas al 
grupo funcional Proteínas estructurales que no varían a lo largo del tiempo de exposición a 4⁰C y 20⁰C. 
 

Acceso a 
UniProt 

Nombre de la proteína 
Localización 
subcelular 

A0A0D0IZK5 Mureína endopeptidasa penicilina-insensible ME/P 

A0A0D0JD55 Activador de proteína de unión a penicilina LpoA ME 

A0A0D0J272 Activador de proteína de unión a penicilina LpoB ME 

A0A0D0J6Y1 DD-transpeptidasa MC 

A0A0D0J0U6 Mureína transglicosilasa lítica F unida a membrana ME/P 

A0A0D0JG35 Mureína transglicosilasa lítica P 

A0A0D0J787 Mureína transglicosilasa endolítica MC 

A0A0D0JBJ6 Proteína DedD  MC 

A0A0D0J2Z6 Proteína AsmA de ensamblaje de las envueltas MC/P 

A0A0D0ILV6 N-acetilmurámico 6-fosfato eterasa C 

A0A0D0J939 N-acetil-D-glucosamina quinasa C 

A0A0D0J6W2 Proteína de la familia MipA que interactúa con MltA ME 

A0A0D0HJW6 
A0A0D0HTP8 
A0A0D0J1H7 
A0A0D0J3M5 

Lipoproteínas IN 

A0A0D0HP50 Lipoproteína LolB ME 

A0A0D0IBV2 Lipoproteína YcfL  ME 

A0A0D0J0Y7 Lipoproteína MetQ P 

A0A0D0J4T4 Lipoproteina NlpI MC 

A0A0D0J8K4 Lipoproteína de la familia YgdI/YgdR putativa MC 

A0A0D0J281 
Subunidad transportadora de lipoproteínas específica de la membrana externa 
LolE 

MC 

A0A0D0IBT5 Similar a lipoproteína IN 

A0A0D0J407 Proteína clasificadora de lipoproteínas de la membrana externa putativa IN 

A0A0D0HV37 Lauroiltransferasa de biosíntesis de lípido A  MC 

A0A0D0IM99 Proteína LptD de ensamblaje de LPS  ME 

A0A0D0J8D0 Lipoproteína LptE de ensamblaje de LPS ME 

A0A0D0J1G0 Proteína A probablemente de ensamblaje de LPS MC/P 

A0A0D0HKN4 Proteína B probablemente de ensamblaje de LPS MC 

A0A0D0HV11 Proteína de biosíntesis de LPS MC 

A0A0D0JCH5 Proteína LptC del sistema de exportación de lipopolisacáridos MC 

A0A0D0IKG6 
A0A0D0JD78 

Proteínas de biosíntesis de la cápsula IN 

A0A0D0J6M0 Factor ElyC de biogénesis de envueltas putativo  MC 

A0A0D0JEW4 Proteína de la familia OmpA ME 

A0A0D0ILC6 Dominio transmembrana de tipo OmpA putativo ME 

A0A0D0IEH6 Porina conteniendo dominio_b-brl ME 

A0A0D0J9Y4 Factor de ensamblaje BamA ME 

A0A0D0J1A4 Factor de ensamblaje BamB ME 

A0A0D0IKU0 Factor de ensamblaje BamC ME 

A0A0D0JCY6 Factor de ensamblaje BamD ME 

A0A0D0HIK0 Factor de ensamblaje BamE ME 

A0A0D0JDD2 Chaperona SurA P 

A0A0D0HQK3 Proteína MreB  C 

A0A0D0IHR6 Proteína MreC MC/P 

A0A0D0HUT9 Factor de translocación TamA ME 

A0A0D0J7S9 Insertasa de proteínas de membrana YidC MC 

A0A0D0JCE6 Ligasa MC 

* En el número de acceso a UniProt se ha omitido la finalización “_VIBHB”. Localización subcelular: C, citoplasma; 
MC, membrana citoplasmática; ME, membrana externa; P, periplasma; IN, indeterminada. 

 
Dentro de este grupo funcional, se detectaron 15 proteínas cuya expresión varió durante la 
permanencia en agua de mar; de ellas únicamente la porina A0A0D0IYD5_VIBHA y la proteína 
YjbG relacionada con la síntesis de polisacáridos A0A0D0HV15_VIBHA experimentaron 
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sobreexpresión y 3 proteínas no detectadas al inicio de las experiencias se detectaron en 
alguna de las condiciones estudiadas (Tabla 17).  
 
Se observaron diferencias en la expresión proteica para ambas temperaturas. Así, para las 
poblaciones mantenidas a 20⁰C se detectaron descensos en la expresión de lipoproteínas 
A0A0D0IAI4_VIBHA y A0A0D0HNM9_VIBHA, de la transglicosilasa A0A0D0J0Z5_VIBHA o de la 
proteína citoesquelética formadora de polímeros A0A0D0HHF8_VIBHA; llegando en algunos 
casos a ser indetectables (lipoproteínas A0A0D0J047_VIBHA y A0A0D0ILC0_VIBHA).  
 
Tabla 17. Proteínas de envueltas celulares obtenidas a partir de poblaciones de V. harveyi ambiental adscritas al 
grupo funcional Proteínas estructurales que si varían a lo largo del tiempo de exposición a 4⁰C y 20⁰C. 
 

Acceso a 
UniProt 

Nombre de la proteína 
Localización 
subcelular 

P0 
4⁰C 20⁰C 

P3 P21 P3 P21 

A0A0D0IYD5 Proteína de membrana (porina) ME D 3,18↑ D 3,71↑ D 

A0A0D0J5F3 Proteína de membrana (porina) ME D D 0,30↓ 0,43↓ D 

A0A0D0IAI4 Lipoproteína IN D D D 0,46↓ D 

A0A0D0HNM9 
Lipoproteína de membrana 
externa Blc 

ME D D D D 0,41↓ 

A0A0D0J0Z5 
Peptidoglicano transglicosilasa 
endolítica RlpA 

IN D D D D 0,12↓ 

A0A0D0HHF8 
Proteína citoesquelética 
formadora de polímeros 

IN D D D D 0,12↓ 

A0A0D0J047 Lipoproteína IN D D D D N 

A0A0D0IDQ9 Proteína YcjF Putativa MC D D D D N 

A0A0D0HV15 
Proteína relacionada con la 
síntesis de polisacáridos YjbG 

P D D D D 2,28↑ 

A0A0D0J3U2 
Proteína conteniendo dominio 
LysM putativa 

ME D D D D N 

A0A0D0ILC0 Lipoproteína IN D D D N N 

A0A0D0IYQ8 
Proteína de unión a penicilina 
1B 

MC D D D 0,25↓ 2,61↑ 

A0A0D0JDV1 
Proteína de biogénesis de la 
envoltura celular OmpA 

MC N N N N D 

A0A0D0J9H3 
Proteína biosíntesis de la 
cápsula 

MC N D N N N 

A0A0D0HKD4 
Peptidoglicano 
glicosiltransferasa MrdB 

MC N D D D N 

* En el número de acceso a UniProt se ha omitido la finalización “_VIBHB”. Localización subcelular: MC, 
membrana citoplasmática; ME, membrana externa; P, periplasma; IN, indeterminada. 
 
 

2. Proteínas relacionadas con el transporte 
 
De las 251 proteínas adscritas al grupo funcional de transporte, 181 no experimentaron 
cambios a lo largo de las experiencias de supervivencia (Tabla 18). Entre ellas, se encontraron 
sistemas de transporte de nutrientes al interior de la célula (porinas, proteínas relacionadas 
con sistemas ABC o fosfotransferasas de transporte primario, o antiportadores y 
simportadores de transporte secundario; así como, de exportación de componentes de las 
envueltas (p.e. LptA y LptB o varios sistemas de secreción, Sec y Gsp). Los sistemas detectados 
permiten el transporte de azúcares (p.e. maltosa), aminoácidos (p.e. metionina) o péptidos o 
iones sodio o fosfato, etc. 
 
Entre las porinas destacan las porinas A0A0D0HS40_VIBHA y OmpW (A0A0D0IHK1_VIBHA) por 
su abundancia y la estabilidad de su expresión a lo largo del tiempo. Además otras porinas, 
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como OmpR (A0A0D0JDV4_VIBHA), OmpU (A0A0D0JA53_VIBHA), OmpK (A0A0D0JC50_VIBHA) 
o maltoporina (A0A0D0HRY1_VIBHA), no variaron su expresión. Se mantuvieron igualmente 
constantes, a lo largo de las experiencias realizadas, la proteína BtuB transportadora de 
vitamina B12, la proteína TolC (secreción de proteínas y bomba de eflujo) y proteínas de 
resistencia a acriflavina (bombas de eflujo) (Tabla 18). 
 
Tabla 18. Proteínas de envueltas celulares obtenidas a partir de poblaciones de V. harveyi ambiental adscritas al 
grupo funcional Proteínas de transporte que no varían a lo largo del tiempo de exposición a 4⁰C y 20⁰C. 
 

Acceso a 
UniProt 

Nombre de la proteína 
Localización 
subcelular 

A0A0D0IHK1 OmpW ME 

A0A0D0JDV4 OmpR ME 

A0A0D0JA53 OmpU ME 

A0A0D0JC50 OmpK putativa ME 

A0A0D0JDM8 WbfE ME 

A0A0D0HRY1 Maltoporina ME 

A0A0D0ILF9 
A0A0D0HGH7 
A0A0D0JAZ2 
A0A0D0HS40 
A0A0D0JCS3 
A0A0D0J6P8 
A0A0D0HK32 
A0A0D0J943 

Porinas ME 

A0A0D0J0E9 
A0A0D0J5A8 

Porinas putativas ME 

A0A0D0IZQ9 Proteína BtuB transportador Vitamin B12 ME 

A0A0D0IH10 
A0A0D0IJH4 

Transportadores MC 

A0A0D0HHY9 Nucleósido permeasa MC 

A0A0D0HTH8 
A0A0D0HJE0 
A0A0D0HKF7 
A0A0D0IYT3 

Permeasas MC 

A0A0B4IRM4 Proteína de sistema de transporte dependiente de proteínas de unión  MC 

A0A0D0HJY0 
Subunidad LolC de la permeasa del transportador ABC liberadora de 
lipoproteínas 

MC 

A0A0D0I9R9 
A0A0D0IB19 

Proteínas de unión a sustrato, sistema ABC MC 

A0A0D0J6B5 
A0A0D0IFG8 

Proteínas de unión a sustrato, sistema ABC P 

A0A0D0HK07 Transportador ABC MC 

A0A0D0J8A4 
A0A0D0JDC9 
A0A0D0HHG3 
A0A0D0J3H5 
A0A0D0HKK7 

Proteínas de unión a ATP, sistema ABC MC 

A0A0D0IYC4 
A0A0D0I9R5 
A0A0D0HRN5 

Permeasas del sistema ABC MC 

A0A0D0J903 Proteína del sistema ABC MC 

A0A0D0J8A2 Permeasa MlaF de transporte intermembrana de fosfolípidos, sistema ABC MC 

A0A0D0JAK1 
A0A0D0IMB3 

Proteínas de unión a sustrato, sistema ABC C4-dicarboxilato MC 

A0A0D0JFU9 Permeasa sistema ABC de transporte de C4-dicarboxilato MC 

* En el número de acceso a UniProt se ha omitido la finalización “_VIBHB”. Localización subcelular: MC, membrana 
citoplasmática; ME, membrana externa; P, periplasma. 
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Tabla 18. Continuación. 

 
Acceso a 
UniProt 

Nombre de la proteína 
Localización 
subcelular 

A0A0D0IBP0 
A0A0D0J215 
A0A0D0JDE6 

Proteínas del sistema ABC de transporte de C4-dicarboxilato MC 

A0A0D0J7I7 Proteína DcuC MC 

A0A0D0IJ73 Porina transportadora de azúcares ME 

A0A0D0J911 
A0A0D0J9C0 

Proteínas de unión a sustrato, sistema ABC de transporte de azúcares MC/P 

A0A0D0J9H5 Proteína de unión a maltodextrina MC 

A0A0D0JEY9 Proteína de unión a ATP Malk, transporte maltosa/maltodextrina MC 

A0A0D0IZE1 
A0A0D0J5M5 
A0A0D0IBY8 
A0A0D0I927 
A0A0D0ID69 

Permeasas, sistema ABC de transporte de aminoácidos MC 

A0A0D0J7T7 
A0A0D0J1F2 
A0A0D0HGI6 

Proteínas de unión a sustrato, sistema ABC de transporte de aminoácidos  MC 

A0A0D0J936 Proteína del sistema ABC de transporte de aminoácidos MC 

A0A0D0ICB2 Proteína de unión a ATP MetN, sistema ABC de transporte de metionina MC 

A0A0D0IFD6 Proteína de la familia LysO putativa, exportadora de lisina MC 

A0A0D0IIZ4 Transportador SstT para serina/treonina MC 

A0A0D0J1V3 Proteína de unión a ATP GlnQ, transporte glutamina MC 

A0A0D0J7V9 
A0A0D0HNC8 
A0A0D0IMD3 

Permeasas del sistema ABC de transporte de péptidos MC 

A0A0D0J015 
A0A0D0J4B2 

Proteínas de unión a sustrato, sistema ABC de transporte de péptidos MC 

A0A0D0J9C8 Proteína de unión a ATP, transporte de péptidos MC 

A0A0D0JDI9 Proteína PotA de unión al ATP de importación de espermidina/putrescina MC 

A0A0D0J068 
A0A0D0IJT6 

Proteínas de la familia de proteínas de fusión de membrana (MFP) MC 

A0A0D0JCH8 Proteína de unión a sustrato, sistema ABC de transporte de tolueno MC 

A0A0D0JDC0 Proteína de unión a sustrato, sistema ABC t de transporte de ungsteno MC 

A0A0D0IYJ4 
Proteínas de unión a sustrato, sistema ABC de transporte de hidroxamato de 
hierro 

MC 

A0A0D0J4N4 Transportador de bicarbonato BicA MC 

A0A0D0J024 Proteína de unión Hcalcio MC 

A0A0D0JBP9 Transportador de iones MC 

A0A0D0JDT9 Receptor TonB-dependiente ME 

A0A0D0IGC5 Sideróforo TonB-dependiente ME 

A0A0D0J8Y4 Permeasa, sistema ABC de transporte de sulfato MC 

A0A0D0HKL7 Sulfato permeasa (familia SulP) MC 

A0A0D0IEE9 Proteína CysZ transportadora de sulfato MC 

A0A0D0JC53 Proteína aceptora de azufre CsdL MC 

A0A0D0IZJ8 Permeasa, sistema ABC de transporte de fosfato MC 

A0A0D0IBC7 
A0A0D0J613 

Proteínas de unión a sustrato, sistema ABC de transporte de fosfato MC 

A0A0D0J5L4 Permeasa PstA de sistema de transporte de fosfato MC 

A0A0D0IAY7 Proteína PhoU reguladora transporte de fosfato C 

A0A0D0JAW8 Transportador de fosfato MC 

A0A0D0JBK0 Proteína reguladora transporte de fosfato IN 

A0A0D0JF18 
A0A0D0J793 

Proteínas transportadoras de potasio MC 

* En el número de acceso a UniProt se ha omitido la finalización “_VIBHB”. Localización subcelular: C, citoplasma; 
MC, membrana citoplasmática; ME, membrana externa; P, periplasma; IN, indeterminada. 
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Tabla 18. Continuación. 

 
Acceso a 
UniProt 

Nombre de la proteína 
Localización 
subcelular 

A0A0D0J8T6 
A0A0D0HKY4 

Proteínas KtrA, transportadoras de potasio MC 

A0A0D0IIK3 Proteína KefA, transportadora de potasio MC 

A0A0D0IXE0 Proteína KefB del sistema de transporte de potasio regulada por glutatión MC 

A0A0D0HM33 Proteína Keff, transportadora de potasio MC 

A0A0D0J9K9 Proteína KefG, transportadora de potasio MC 

A0A0D0ID44 Proteína transportadora de potasio sistema Trk MC 

A0A0D0IKN8 
A0A0D0HQL3 

Proteínas MgtE, transporte de magnesio MC 

A0A0D0JG63 Proteína de unión a cationes IN 

A0A0D0J6M9 
Regulador de respuesta del sistema de dos componentes de detección de cobre 
CusR 

C 

A0A0D0J505 Proteína CopA MC 

A0A0D0HN34 Transportador RND MC 

A0A0D0HLR8 Proteína FieF MC 

A0A0D0JC45 Transportador MFS MC 

A0A0D0J6I7 Transportador multidrogas MFS MC 

A0A0D0IFH6 
A0A0D0IFH6 

Simportadoras MC 

A0A0D0J6L7 
A0A0D0J9B3 
A0A0D0HPX1 

Sodio/protón antiportadoras MC 

A0A0D0HQM4 Calcio/sodio:protón antiportador MC 

A0A0D0ICN3 Sodio:protón antiporterador NhaB MC 

A0A0D0IEX4 
A0A0D0J958 

Sodio/glutamato simportadoras MC 

A0A0D0JEE4 Sodio/prolina simportador MC 

A0A0D0ILY9 Sodio/alanina simportador MC 

A0A0D0J7H4 Subunidad G del complejo oxidorreductasa de translocación de iones MC 

A0A0D0IDI9 Canal de iones mecanosensitivo MC 

A0A0D0J9F5 
A0A0D0JBL4 
A0A0D0J7P8 
A0A0D0IIF2 

Canales de iones mecanosensitivos, proteínas MscS MC 

A0A0D0J209 Transportador BCCT (Betaína/carnitina/colina) MC 

A0A0D0J641 Proteína de unión a biotina/lipoil MC 

A0A0D0J8Y1 Proteína de unión a ATP sistema ABC de transporte de multidrogas MC 

A0A0D0J0J8 
A0A0D0J5Q1 

Transportadores multidrogas AcrB MC 

A0A0D0HRM3 Proteína de la familia AcrB/AcrD/AcrF MC 

A0A0D0IDU5 
A0A0D0IFW3 

Transportadores de membrana externa de ácidos grasos de cadena larga ME 

A0A0D0HJY5 Proteína de unión a ATP / Permeasa de exportación de lípido A, proteína MsbA MC 

A0A0D0J6S5 Permeasa del sistema de exportación de lipopolisacáridos, LptF MC 

A0A0D0HQP2 Permeasa LptG del sistema ABC de exportación de LPS MC 

A0A0D0J312 Subunidad IIBC del sistema PTS transportador de glucosa (EIICB-Glc) MC 

A0A0D0J0Z0 Subunidad IIBC del sistema PTS transportador específico de trehalosa (maltosa) MC 

A0A0D0HIX7 Subunidad IIBC del sistema PTS transportadora de fructosa MC 

A0A0D0J5M8 EIII-Fru. Subunidad EIII del sistema PTS transportadora de fructosa C 

A0A0D0JAY2 EIICBA-Mtl. Subunidad EIICBA del sistema PTS transportadora de manitol MC 

A0A0D0JGB6 Proteína TolC ME 

A0A0D0J5H1 Proteína de la familia TolC ME 

A0A0D0J6Q9 Proteína de secreción MC 

* En el número de acceso a UniProt se ha omitido la finalización “_VIBHB”. Localización subcelular: C, citoplasma; 
MC, membrana citoplasmática; ME, membrana externa; P, periplasma; IN, indeterminada. 
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Tabla 18. Continuación. 

 
Acceso a 
UniProt 

Nombre de la proteína 
Localización 
subcelular 

A0A0D0J192 Proteína putativa de la familia de secreción HlyD MC 

A0A0D0J898 Sistema de exportación de lipopolisacáridos proteína LptA P 

A0A0D0IHS9 Sistema de exportación de lipopolisacáridos, proteína de unión a ATP LptB MC 

A0A0D0HTU4 Proteína putativa de la familia YjiH MC 

A0A0D0IMK3 Proteína OtnA MC 

A0A0D0J4A8 
A0A0D0J511  
A0A0D0J4R7 

Proteínas de resistencia a acriflavina MC 

A0A0D0J984 Transportador putativo de la familia AI-2E MC 

A0A0D0IMS2 Ruta de secreción general, proteína GspC (Tipo II) MC 

A0A0D0HV79 Ruta de secreción general, proteína GspD (Tipo II) ME 

A0A0D0JBF8 Ruta de secreción general, proteína GspE (Tipo II) MC 

A0A0D0JGW2 Ruta de secreción general, proteína GspF MC 

A0A0D0JDW7 Proteína central G del sistema de secreción de Tipo II MC 

A0A0D0IMR7 Ruta de secreción general, proteína H MC 

A0A0D0JE26 Ruta de secreción general, proteína GspI MC 

A0A0D0JBF3 Proteína K del sistema de secreción de Tipo II MC 

A0A0D0JGV9 Proteína L del sistema de secreción de Tipo II MC 

A0A0D0JDW3 Proteína M del sistema de secreción de Tipo II MC 

A0A0D0J5S6 Aquaporina Z MC 

A0A0D0IM15 Subunidad SecA de translocación de proteínas  MC 

A0A0D0J2R4 Proteína SecB de exportación de proteínas  C 

A0A0D0IAZ6 Subunidad SecD de translocación de proteínas  MC 

A0A0D0HIU5 Proteína de membrana SecF exportadora de proteínas  MC 

A0A0D0HHW8 Preproteína translocasa subunit SecG.  MC 

A0A0B4IMU4 Subunidad SecY translocasas de proteínas  MC 

A0A0D0IAX8 Subunidad YajC accesoria del complejo Sec de translocación MC 

A0A0D0JB23 Módulo TamB de translocación/ensamblaje putativa MC 

A0A0D0JAC0 Proteína D de secreción de hemolisina MC 

A0A0D0IGJ0 Proteína de péptido señal IN 

A0A0D0J4Z7 Proteína UshA P 

A0A0D0HL41 
A0A0D0J969 

Alfa amilasas P 

* En el número de acceso a UniProt se ha omitido la finalización “_VIBHB”. Localización subcelular: C, citoplasma; 
MC, membrana citoplasmática; ME, membrana externa; P, periplasma; IN, indeterminada. 

 
Los resultados obtenidos para aquellas proteínas que variaron su expresión durante la 
permanencia a 4 y 20⁰C (Tabla 19) mostraron 14 proteínas con similares patrones o tendencias 
de variación por efecto de la temperatura. Así, la proteína TraF (A0A0D0IG65_VIHBA) aparecía 
sobreexpresada tras 3 d de permanencia a 4 y 20⁰C y las proteínas simportadoras de sodio-
soluto (A0A0D0J8Q0_VIHBA), translocasas TatA y TatC Sec-independientes 
(A0A0D0JBJ0_VIBHA y A0A0D0JDZ8_VIBHA), OppB (A0A0D0J455_VIBHA), Exb 
(A0A0D0JBD4_VIBHA y A0A0D0HV52_VIBHA), TonB (A0A0D0JGT5_VIBHA), proteínas de unión 
a ATP transportadoras de glicina/betaína y de péptidos (sistema ABC), transportador de L-
cisteína TcyP (A0A0D0HN13_VIBHA), L-lactato permeasa (A0A0D0JBW2_VIBHA) disminuyeron 
su expresión, llegando incluso a no detectarse. A su vez, las proteínas NorM, permeasa 
transportadora MFS y una proteína de unión a ATP pasaron de no detectarse al inicio de las 
experiencias a detectarse a 3 o 21 d. 
 
Varias proteínas, entre ellas varias relacionadas con sistemas ABC y una porina, estaban 
sobreexpresadas o mantenían su expresión en las poblaciones mantenidas a 20⁰C mientras 
que para las poblaciones mantenidas a 4⁰C o bien no se detectaba variación o esta disminuía 
respecto a los valores iniciales. También se detectó la situación inversa, mayor expresión en 
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poblaciones mantenidas a 4⁰C respecto a aquellas mantenidas a 20⁰C (TatB Sec-
independiente, varias proteínas de sistemas ABC, una porina, etc.). 
 
Tabla 19. Proteínas de envueltas celulares obtenidas a partir de poblaciones de V. harveyi ambiental adscritas al 
grupo funcional Proteínas de transporte que si varían a lo largo del tiempo de exposición a 4⁰C y 20⁰C. 
 

Acceso a 
UniProt 

Nombre de la proteína 
Localización 
subcelular 

P0 
4⁰C 20⁰C 

P3 P21 P3 P21 

A0A0D0IG65 Proteína TraF P D 2,12↑ D 2,38↑ D 

A0A0D0J812 
Simportador de 
sodio/dicarboxilato 

MC D 4,13↑ D 3,25↑ N 

A0A0D0J6R1 
Proteína de tolerancia al 
tolueno 

IN D D D 2,48↑ D 

A0A0D0J3G1 
Proteína de unión a sustrato 
transportadora de aminoácidos 
del sistema de transporte ABC 

MC D D D 4,38↑ D 

A0A0D0J0Q1 Transportador de níquel P D D D D 2,12↑ 

A0A0D0JAL5 

Transportador ABC de 
oligopéptidos, proteína de 
unión a oligopéptidos 
periplásmicos 

MC D D D D 3,06↑ 

A0A0D0HRH4 
Proteína periplásmica de unión 
a putrescina 

P D D D D 2,16↑ 

A0A0D0J755 
Proteína de unión a C4-
dicarboxilato del sistema de 
transporte ABC 

MC D D D D 2,90↑ 

A0A0D0J770 
Proteína de unión a sustrato 
del sistema de transporte ABC 

MC D D D D 2,32↑ 

A0A0D0IET7 
ATPasa del sistema de 
transporte ABC 

MC D D 0,37↓ 3,09↑ D 

A0A0D0J4Y6 
Permeasa del sistema de 
transporte ABC 

MC D D 0,31↓ 2,80↑ D 

A0A0D0J6I4 Transportador de aminoácidos MC D D 0,45↓ D D 

A0A0D0IC53 Permeasa de guanina MC D D 0,33↓ D D 

A0A0D0HV47 
Permeasa transportadora de 
péptidos del sistema de 
transporte ABC 

MC D D 0,30↓ D D 

A0A0D0ID94 
Proteína de unión a ATP 
transportadora de aminoácidos 
del sistema de transporte ABC  

MC D D 0,38↓ D D 

A0A0D0J760 Transportador MC D D D 0,07↓ D 

A0A0D0JA59 Transportador de aniones MC D D D 0,19↓ D 

A0A0D0IA51 
Proteína de unión al sustrato 
transportadora de péptidos del 
sistema de transporte ABC 

MI D D D 0,31↓ D 

A0A0D0HUV6 Transportador de lisina LysM MC D D D D 0,47↓ 

A0A0D0J589 
A0A0D0HPC7 

Proteína de unión a ATP del 
sistema de transporte 
multidrogas ABC  

MC D D D D 0,17↓ 

A0A0D0J7J5 
Permeasa PstA del sistema de 
transporte de fosfato 

MC D D D D 0,47↓ 

A0A0D0J006 
Permeasa transportadora de 
péptidos del sistema de 
transporte ABC 

MC D D D D 0,21↓ 

A0A0D0I9L6 Proteína OppD  MC D D D D 0,14↓ 

A0A0D0JBA4 Proteína ProX  MC D D D D 0,10↓ 

* En el número de acceso a UniProt se ha omitido la finalización “_VIBHB”. Localización subcelular: C, citoplasma; 
MC, membrana citoplasmática; ME, membrana externa; P, periplasma; IN, indeterminada. 
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Tabla 19. Continuación. 

 
Acceso a 
UniProt 

Nombre de la proteína 
Localización 
subcelular 

P0 
4⁰C 20⁰C 

P3 P21 P3 P21 

A0A0D0IH14 
Proteína de unión a ATP PstB 
de Importación de fosfato 

MC D D D D 0,42↓ 

A0A0D0HLL9 
Permease del sistema de 
transporte ABC 

MC D D D D 0,48↓ 

A0A0D0IAT0 Sodio:alanina simportador MC D D D D 0,26↓ 

A0A0D0JGZ2 
Proteína translocasasTatB, Sec-
independiente 

MC D D D D 0,23↓ 

A0A0D0IMR2 
Ruta de secreción general, 
proteína GspN 

MC D D D D 0,50↓ 

A0A0D0J4H5 
Subunidad IIBC del 
transportador de ácido N-
acetilmurámico del sistema PTS 

MC D D D D 0,47↓ 

A0A0D0J1E4 Porina ME D D D D N 

A0A0D0J5D8 
Permeasa transportadora de 
glicina/betaína del sistema de 
transporte ABC 

MC D D D D N 

A0A0D0ICH2 
Permeasa UgpA transportadora 
de sn-glicerol-3-fosfato del 
sistema de transporte ABC 

MC D D D D N 

A0A0D0IH35 

Putativa proteína 
transmembrana EcfT 
transportadora de factor de 
acoplamiento de energía 

MC D D D D N 

A0A0D0HHG6 
Permeasa del sistema de 
transporte ABC 

MC D D D 0,45↓ N 

A0A0D0J6Z5 
Transportador de membrana 
de bomba de eflujo 

MC D D D 0,39↓ 0,27↓ 

A0A0D0J8Q0 Simportador de sodio/soluto MC D D 0,17↓ D 0,13↓ 

A0A0D0JBJ0 
Proteína translocasa TatA Sec-
independiente 

MC D D 0,27↓ D 0,35↓ 

A0A0D0J455 Proteína OppB  MC D D 0,33↓ D 0,13↓ 

A0A0D0JBD4 
A0A0D0HV52 

ExbB, transportadores de 
biopolímeros  

MC D D 0,47↓ 0,25↓ 0,20↓ 

A0A0D0JGT5 Transductor de energía TonB ME D D 0,44↓ 0,15↓ N 

A0A0D0HPH8 

Proteína de unión a ATP 
transportadora de glicina / 
betaína del sistema de 
transporte ABC 

MC D D N 0,35↓ N 

A0A0D0HH94 
A0A0D0J5R4 

Proteínas de unión a ATP 
transportadoras de péptidos 

MC D D 0,26↓ D N 

A0A0D0JDZ8 
Proteína translocasa TatC Sec-
independiente  

MC D D 0,42↓ D N 

A0A0D0JDU5 
Proteína de unión al sustrato 
transportadora de azúcares del 
sistema de transporte ABC 

MC D D 0,19↓ N N 

A0A0D0JBS6 
Permeasa del sistema de 
transporte de fosfato 

MC D D N D D 

A0A0D0HN13 
TcyP, transportador de L-
cisteína  

MC D D N D N 

A0A0D0JBW2 L-lactato permeasa MC D 0,37↓ N 0,17↓ N 

A0A0D0J2W3 
Subunidad Tim44 de 
translocasa de preproteínas  

MC D 0,38↓ 0,17↓ 0,27↓ D 

A0A0D0J6I8 Porina ME D N N D D 

* En el número de acceso a UniProt se ha omitido la finalización “_VIBHB”. Localización subcelular: MC, 
membrana citoplasmática; ME, membrana externa. 
 
 



118 OBJETIVO 3 
Resultados 
 
Tabla 19. Continuación. 

 
Acceso a 
UniProt 

Nombre de la proteína 
Localización 
subcelular 

P0 
4⁰C 20⁰C 

P3 P21 P3 P21 

A0A0D0J2T2 
Permeasa UgpE transportadora 
de sn-glicerol-3-fosfato del 
sistema de transporte ABC 

MC D N N D N 

A0A0D0HJ76 

Proteína periplásmica ArtI de 
unión a la arginina, transporte 
de arginina del sistema de 
transporte ABC 

P D D D N N 

A0A0D0HP18 Porina putativa ME D D D D N 

A0A0D0JGC3 
Ruta de secreción general, 
proteína GspA 

MC D D D N N 

A0A0D0JA95 

Subunidad IIABC del 
transportador de 2-O-a-
manosil-D-glicerato del sistema 
PTS  

MC D D D N N 

A0A0D0J9H6 
Subunidad IICB del 
transportador de maltosa del 
sistema PTS  

MC D D D N N 

A0A0D0HLW3 Transportador de azúcares MC D D D N N 

A0A0D0J6S9 Componente IIC de permeasa MC D N D 0,25↓ N 

A0A0D0J734 
Permeasa multidrogas del 
sistema de transporte ABC 

MC D N D D D 

A0A0D0J470 
Proteina NorM de resistencia a 
multidrogas  

MC N N D N D 

A0A0D0J6H1 Proteína de unión a ATP MC N N D N D 

A0A0D0J0Z1 Permeasa transportadora MFS MC N D D D D 

A0A0D0HKC4 Proteína Syd MC/C N N N N D 

A0A0D0J1Q6 Transportador BCCT  MC N N N D N 

A0A0D0IKC5 Proteína de unión a calcio MC N D N D D 

A0A0D0JDN1 
Proteína de la familia del 

simportador de H
+
 

MC N D D D N 

A0A0D0JB28 Proteína de unión a zinc IN N N N N D 

* En el número de acceso a UniProt se ha omitido la finalización “_VIBHB”. Localización subcelular: MC, 
membrana citoplasmática; ME, membrana externa; P, periplasma; IN, indeterminada. 
 
 

3. Proteínas relacionadas con la bioenergética celular 
 
De las 83 proteínas relacionadas con la bioenergética celular, 60 no experimentaron cambios a 
lo largo de las experiencias de supervivencia (Tabla 20). Entre ellas, se encontraron 
componentes de cadena de transporte de electrones y ATPasas (Tabla 20). 
 
Entre las proteínas que varían su expresión a lo largo de la permanencia en agua de mar, se 
encontraba una isoforma de citocromo c que incrementó su expresión en poblaciones 
mantenidas a ambas temperaturas. Proteínas presentes al inicio de las experiencias 
aumentaron a lo largo del tiempo de experimentación, mayoritariamente citocromos de la 
cadena de transporte de electrones. En cambio, varias proteínas disminuyeron o resultaron 
indetectables en el transcurso de las experimentaciones; 2 de ellas en ambas temperaturas, y 
9, únicamente a 20ᴼC. Por último, 2 proteínas no detectadas inicialmente fueron 
posteriormente detectadas, azurina y una isoforma de citocromo c (Tabla 21). 
 
En ocasiones, para un mismo tipo de proteína, se observaron patrones distintos. Así, distintas 
subunidades del citocromo c o ATPasas, presentes inicialmente, aumentaron o decrecieron, o 
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se mantuvieron constantes; e incluso pasaron de no detectadas a detectadas a lo largo de los 
días. 
 
Tabla 20. Proteínas de envueltas celulares obtenidas a partir de poblaciones de V. harveyi ambiental adscritas al 
grupo funcional Proteínas de bioenergética que no varían a lo largo del tiempo de exposición a 4⁰C y 20⁰C. 
 

Acceso a 
UniProt 

Nombre de la proteína 
Localización 
subcelular 

A0A0D0J4E3 Nitrato reductasa periplásmica, subunidad de transferencia de electrones P 

A0A0D0IYE7 Nitrato reductasa periplásmica P 

A0A0D0JBN3 NAD(P)H nitrorreductasa putativa MC/C 

A0A0D0IXI1 Nitrito reductasa P/MC 

A0A0D0J438  Subunidad de flavoproteína fumarato reductasa MC 

A0A0D0J966 
A0A0D0HRG8 

Formato deshidrogenasas P 

A0A0D0J8N0 Fumarato reductasa subunidad hierro-azufre MC 

A0A0D0J8Z6 Succinato deshidrogenasa subunidad hidrofóbica de anclaje a membrana  MC 

A0A0D0J4G0 Subunidad de flavoproteína succinato deshidrogenasa MC 

A0A0D0HP52 NAD(P) transhidrogenasa subunidad beta  MC 

A0A0D0IED5 Oxidorreductasa IN 

A0A0D0HT69 
A0A0D0J4H0 

Flavodoxinas MC 

A0A0D0HKL4 Proteína portadora de agrupación de hierro-azufre MC/C 

A0A0D0HPY0 Subunidad B del complejo oxidorreductasa de translocación de iones MC 

A0A0D0HQH5 Subunidad catalítica de trimetilamina N-óxido reductasa I P 

A0A0D0JAV8 Citocromo b  MC 

A0A0D0JGA3  Citocromo c1 MC 

A0A0D0JDK3 Citocromo C MC 

A0A0D0HH43 Citocromo C hemo liasa  MC 

A0A0D0HHI9 
A0A0D0J6K7 
A0A0D0J5S7 

Proteínas tipo citocromo C MC 

A0A0D0J7S0 Subunidad de citocromo c oxidasa de tipo cbb3 MC 

A0A0D0J9A0 
A0A0D0J014 

Citocromo c oxidasas  MC 

A0A0D0IIN1 Citocromo c oxidasa putativa, subunidad CcoO  MC 

A0A0D0IIA2 Citocromo d terminal oxidasa subunidad 1 MC 

A0A0D0HR41 Citocromo d ubiquinol oxidasa subunidad 2  MC 

A0A0D0J0H7  Citocromo c-552  P 

A0A0D0HHQ4 NADPH:quinona reductasa  MC/C 

A0A0D0JC33 FAD:proteína FMN transferasa MC 

A0A0D0J422 Proteína putativa de unión de FAD MC 

A0A0D0HJ23 Quinona oxidorreductasa  MC/C 

A0A0D0JFD7 Translocador de Na(+)NADH-quinona reductasa subunidad A MC/C 

A0A0D0JC39 Translocador de Na(+)NADH-quinona reductasa subunidad B  MC 

A0A0D0IL19 Translocador de Na(+)NADH-quinona reductasa subunidad C  MC 

A0A0D0HTP5 Translocador de Na(+)NADH-quinona reductasa subunidad D  MC 

A0A0B4ITP0 Translocador de Na(+)NADH-quinona reductasa subunidad E  MC 

A0A0D0JFD4 Translocador de Na(+)NADH-quinona reductasa subunidad F  MC/C 

A0A0D0HLL4 Proteína CcdA de biogénesis de citocromo c MC 

A0A0D0IZS6 Proteína CcmA de sistema ABC de biogénesis de citocromo c MC 

A0A0D0IZV8 Proteína CcmF de biogénesis de citocromo tipo c  MC 

A0A0D0JAR2 ATPasa MC 

* En el número de acceso a UniProt se ha omitido la finalización “_VIBHB”. Localización subcelular: C, citoplasma; 
MC, membrana citoplasmática; ME, membrana externa; P, periplasma. 
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Tabla 20. Continuación. 
 

Acceso a 
UniProt 

Nombre de la proteína 
Localización 
subcelular 

A0A0D0HNM4  
A0A0D0HT25 
A0A0D0IZY5 
A0A0D0JAC4 
A0A0D0J5R0 
A0A0D0J955 

ATPasas AAA  MC 

A0A0D0ID75 ATP sintasa subunidad alfa MC/C 

A0A0D0J1X8 ATP sintasa subunidad beta  MC/C 

A0A0D0J1Y3 ATP sintasa subunidad c  MC 

A0A0D0J3G6 ATP sintasa subunidad delta  MC/C 

A0A0D0HL05  ATP sintasa cadena gamma MC/C 

A0A0D0J992 ATPasa P  MC 

A0A0D0IFR6 D-lactato deshidrogenasa quinona-dependiente MC 

A0A0D0HGK6 Dihidroorotato deshidrogenasa (quinona)  MC 

A0A0D0JB71 IMP deshidrogenasa MC 

* En el número de acceso a UniProt se ha omitido la finalización “_VIBHB”. Localización subcelular: C, citoplasma; 
MC, membrana citoplasmática; ME, membrana externa; P, periplasma. 

 
 
Tabla 21. Proteínas de envueltas celulares obtenidas a partir de poblaciones de V. harveyi ambiental adscritas al 
grupo funcional Proteínas de bioenergética que si varían a lo largo del tiempo de exposición a 4⁰C y 20⁰C. 
 

Acceso a 
UniProt 

Nombre de la proteína 
Localización 
subcelular 

P0 
4⁰C 20⁰C 

P3 P21 P3 P21 

A0A0D0IMU3 Citocromo C MC D 4,69↑ D 3,50↑ D 

A0A0D0JDX8 Citocromo C MC D 2,42↑ 0,39↓ D D 

A0A0D0IY37 
Proteína de biogénesis de tipo 
citocromo c 

MC D D 0,45↓ D N 

A0A0D0J1P1 
Flavoproteína-ubiquinona 
oxidorreductasa transferidor 
de electrones 

MC D D 1,57↑ D D 

A0A0D0J297 Citocromo B6 MC D D D 5,91↑ D 

A0A0D0HJA3 Citocromo C MC D D D 2,09↑ D 

A0A0D0IJG8 
Citocromo c oxidasa subunidad 
2  

MC D D D 2,59↑ D 

A0A0D0HUK1 
Subunidad hierro-azufre de 
ubiquinol-citocromo c 
reductasa 

MC D D D 2,06↑ D 

A0A0D0HL08 ATP sintasa subunidad a MC D D D 1,95↑ D 

A0A0D0I9K1 Citocromo tipo deca-hemo c IN D D D D 19,16↑ 

A0A0D0IF18 ATPasa MC D D D 0,17↓ D 

A0A0D0JCG6 ATPasa MC D D D 0,22↓ 2,47↑ 

A0A0D0I9H8 
Proteína de biogénesis de tipo 
citocromo c CcmE 

MC D D D D 0,43↓ 

A0A0D0IBQ6 Nitrito reductasa MC/P D D D D 0,23↓ 

A0A0D0IB85 
Transportador de electrones 
RnfB 

MC/C D D D D 0,30↓ 

A0A0D0HJ66 
Subunidad beta de 
flavoproteína de transferencia 
de electrones 

MC/C D D D D 0,35↓ 

A0A0D0JBL6 
Ubiquinol-citocromo C 
reductasa 

MC D N N N N 

A0A0D0IBR0 Citocromo C MC D D D D N 

* En el número de acceso a UniProt se ha omitido la finalización “_VIBHB”. Localización subcelular: MC, membrana 
citoplasmática; ME, membrana externa; P, periplasma. 
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Tabla 21. Continuación. 
 

Acceso a 
UniProt 

Nombre de la proteína 
Localización 
subcelular 

P0 
4⁰C 20⁰C 

P3 P21 P3 P21 

A0A0D0JF94 
Acil-coenzima A 
deshidrogenasa 

MC D D D D N 

A0A0D0J1R2 
Putativa subunidad I de 
Citocromo o ubiquinol oxidasa  

MC D D D N N 

A0A0D0IJ81 Proteina tipo SURF1 MC D D D N N 

A0A0D0IKD6 Azurina P N N N D N 

A0A0D0J350 Citocromo c MC N D N D 4,01↑ 

* En el número de acceso a UniProt se ha omitido la finalización “_VIBHB”. Localización subcelular: MC, membrana 
citoplasmática; ME, membrana externa; P, periplasma. 

 

4. Proteínas relacionadas con la síntesis y degradación proteica 
 
21 proteínas relacionadas con la síntesis y degradación de proteínas no variaron a lo largo de 
las experiencias realizadas, entre las que se encuentran varias proteasas, proteasas ATP-
dependientes (entre ellas la proteasa FtsH) y peptidasas (Tabla 22). 
 
2 proteínas experimentaron sobreexpresión en poblaciones mantenidas a 200C, las fosfatasas 
alcalinas (A0A0D0HJ57_VIBHA y A0A0D0J7D4_VIBHA). En cambio, 9 proteínas disminuyeron o 
desaparecieron: 3 de ellas (las peptidasas A0A0D0HMT8_VIBHA, A0A0D0IGF5_VIBHA y 
A0A0D0J6B8_VIBHA) lo hicieron en ambas condiciones; 3 proteasas (A0A0D0IHP1_VIBHA, 
A0A0D0HTL0_VIBHA y A0A0D0IC03_VIBHA) y 3 peptidasas (A0A0D0HQI0_VIBHA, 
A0A0D0J0D1_VIBHA y A0A0D0IYT8_VIBHA) lo hicieron únicamente tras exposición a 20⁰C 
(Tabla 23). 
 
Tabla 22. Proteínas de envueltas celulares obtenidas a partir de poblaciones de V. harveyi ambiental adscritas al 
grupo funcional Proteínas de síntesis y degradación proteica que no varían a lo largo del tiempo de exposición a 
4⁰C y 20⁰C. 
 

Acceso a 
UniProt 

Nombre de la proteína 
Localización 
subcelular 

A0A0D0J2M9 Proteasa Zn-dependiente IN 

A0A0D0IBJ2 Proteína HflC MC 

A0A0D0J0A0 GTPasa HflX  C 

A0A0D0HM57 Proteasa. Proteína QmcA CM 

A0A0D0HQB1 Serina proteasa CM 

A0A0D0IGX0 Proteasa 4 MC 

A0A0D0J4G3 Proteasa HtpX MC 

A0A0D0HGW9 Serina proteasa intramembrana GlpG MC 

A0A0D0IE42  Proteasa ATP-dependiente Clp, subunidad de unión al ATP ClpX C 

A0A0D0J533 
A0A0D0J2E1 

Zn proteasas ATP-dependientes MC 

A0A0D0J0K5  Zinc metalloproteasa ATP-dependiente FtsH MC 

A0A0D0J1F4 
A0A0D0JBE6  
A0A0D0HQE1 

Peptidasas MC 

A0A0D0J2D7 Peptidasa señal I MC 

A0A0D0JFN8 Proteína que contiene el dominio peptidasa M14 C 

A0A0D0IZX0 Pitrilisina IN 

A0A0D0J9T8 Peptidasa M16 IN 

A0A0D0J3I2 Proteína PepN / Aminopeptidasa N MC 

A0A0D0HUK4 Serina endoproteasa periplasmática tipo DegP P 

* En el número de acceso a UniProt se ha omitido la finalización “_VIBHB”. Localización subcelular: C, citoplasma; 
MC, membrana ciroplasmática; ME, membrana externa; P, periplasma; IN, indeterminada. 



122 OBJETIVO 3 
Resultados 
 
Tabla 23. Proteínas de envueltas celulares obtenidas a partir de poblaciones de V. harveyi ambiental adscritas al 
grupo funcional Proteínas de síntesis y degradación proteica que si varían a lo largo del tiempo de exposición a 4⁰C 
y 20⁰C. 
 

Acceso a 
UniProt 

Nombre de la proteína 
Localización 
subcelular 

P0 
4⁰C 20⁰C 

P3 P21 P3 P21 

A0A0D0HJ57 Fosfatasa alcalina C D D D 2,04↑ D 

A0A0D0J7D4 Fosfatasa alcalina C D D D 3,53↑ D 

A0A0D0HMT8 Peptidasa MC D D 0,43↓ 0,10↓ 0,12↓ 

A0A0D0IGF5 Peptidasa S41 IN D D 0,07↓ D N 

A0A0D0HTL0 Metaloproteasa de zinc MC D D D D 0,39↓ 

A0A0D0IC03 ClpA proteína proteasa IN D D D D 0,31↓ 

A0A0D0J0D1 Peptidasa M16 IN D D D D 0,30↓ 

A0A0D0HQI0 Peptidasa C69 IN D D D 0,14↓ N 

A0A0D0IHP1 Proteasa Zn-dependiente  IN D D D 0,19↓ D 

A0A0D0J6B8 Peptidasa MC D N N D N 

A0A0D0IYT8 Peptidasa M23 MC D D D N N 

* En el número de acceso a UniProt se ha omitido la finalización “_VIBHB”. Localización subcelular: C, citoplasma; 
MC, membrana citoplasmática; ME, membrana externa; P, periplasma; IN, indeterminada. 

 
 

5. Proteínas relacionadas con la división celular 
 
22 proteínas relacionadas con el proceso de división celular se mantuvieron constantes 
durante la permanencia de las poblaciones a 4 y 20⁰C (Tabla 24), entre ellas, proteínas del 
sistema Tol-Pal (A0A0D0HR36_VIBHA y A0A0D0II98_VIBHA), proteínas relacionadas con el 
peptidoglicano (A0A0D0J8R4_VIBHA y A0A0D0JH07_VIBHA) o proteínas relacionadas con la 
segregación del cromosoma: ParA (A0A0D0JEH4_VIBHA, A0A0D0IGH6_VIBHA y 
A0A0D0J7S5_VIBHA) y ParB (A0A0D0J0D6_VIBHA). Además, una proteína del sistema Tol-Pal 
(A0A0D0JCX2_VIBHA) aumentó tras exposición a 20⁰C (Tabla 25). 
 
Todas las modificaciones en la expresión ocurrieron para poblaciones mantenidas a 20⁰C. Así, 
2 proteínas adscritas al grupo de división celular disminuyeron tras exposición a 20⁰C: las 
proteínas ADN translocasa FtsK (A0A0D0HNI8_VIBHA) y de división celular FtsZ 
(A0A0D0JAU7_VIBHA). 2 proteínas, una formadora de septo (A0A0D0J8F0_VIBHA) y MinD 
(A0A0D0J4D7_VIBHA) resultaron indetectables tras 21 días de penamencia a 20ºC (Tabla 25). 
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Tabla 24. Proteínas de envueltas celulares obtenidas a partir de poblaciones de V. harveyi ambiental adscritas al 
grupo funcional Proteínas de división celular que no varían a lo largo del tiempo de exposición a 4⁰C y 20⁰C. 
 

Acceso a 
UniProt 

Nombre de la proteína 
Localización 
subcelular 

A0A0D0HR36 Proteína del sistema Tol-Pal TolR  MC 

A0A0D0II98 Proteína del sistema Tol-Pal TolQ MC 

A0A0D0II93 Coordinador de división celular CpoB P 

A0A0D0JB74 Proteína de división celular ZapB C 

A0A0D0HI89 Proteína de división celular ZapD  C 

A0A0D0JGA8 Proteína de división celular ZapE C 

A0A0D0HM63 Proteína de división celular ZipA MC 

A0A0D0HUJ0 Proteína de división celular FtsA MC/C 

A0A0D0I9D7 Proteína de unión a ATP de división celular FtsE MC 

A0A0D0JB69 Proteína de división celular FtsN MC 

A0A0D0IM19 Proteína de división celular FtsQ  MC 

A0A0D0HS21 
A0A0D0IZN7 

Proteínas de división celular FtsX  MC 

A0A0D0HGW4 Proteína de división celular FtsY MC 

A0A0D0J8R4 Proteína asociada al peptidoglicano ME/P 

A0A0D0JH07 Peptidoglicano D,D-transpeptidasa FtsI  MC 

A0A0D0ICD1 Proteína de división celular DamX  MC 

A0A0D0J087 Proteína de división celular DedD MC 

A0A0D0JEH4 
A0A0D0IGH6 
A0A0D0J7S5 

Proteínas de segregación cromosómica ParA MC/C 

A0A0D0J0D6 Proteína de segregación cromosómica ParB MC/C 

* En el número de acceso a UniProt se ha omitido la finalización “_VIBHB”. Localización subcelular: C, citoplasma; 
MC, membrana ciroplasmática; ME, membrana externa; P, periplasma. 

 
 

Tabla 25. Proteínas de envueltas celulares obtenidas a partir de poblaciones de V. harveyi ambiental adscritas al 
grupo funcional Proteínas de división celular que si varían a lo largo del tiempo de exposición a 4⁰C y 20⁰C. 
 

Acceso a 
UniProt 

Nombre de la proteína 
Localización 
subcelular 

P0 
4⁰C 20⁰C 

P3 P21 P3 P21 

A0A0D0JCX2 
Proteína del sistema Tol-Pal 
TolB 

P D D D D 3,47↑ 

A0A0D0HNI8 ADN translocasa FtsK MC D D D D 0,34↓ 

A0A0D0JAU7 Proteína de división celular FtsZ C D D D 0,41↓ 0,08↓ 

A0A0D0J8F0 Proteína formadora del septo MC D D D D N 

A0A0D0J4D7 
Inhibidor de la división celular 
MinD 

MC D D D 0,11↓ N 

* En el número de acceso a UniProt se ha omitido la finalización “_VIBHB”. Localización subcelular: C, citoplasma; 
MC, membrana citoplasmática; ME, membrana externa; P, periplasma. 

 
 

6. Proteínas sensoras y relacionadas con el movimiento 
 
Entre las 42 proteínas relacionadas con recepción de señales extracelulares y movimiento 
celular, 21 fueron detectadas al inicio de las experiencias y no variaron a lo largo del tiempo de 
experimentación en ninguna de las condiciones estudiadas (Tabla 26). Por ejemplo, la proteína 
EnvZ (sensora de osmolaridad, A0A0D0IMQ2_VIBHA), una histidina quinasa transductora de 
señales (A0A0D0J1M8_VIBHA), isoformas de la proteína CheY, o proteínas aceptoras de 
metilos, no experimentaron variaciones; al igual que proteínas del motor flagelar MotB y 
PomA; entre otras (Tabla 26).  
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17 proteínas presentes al inicio de las experiencias variaron a lo largo de las mismas 
dependiendo de la temperatura de incubación. De ellas, solo 1 proteína quimiotáctica 
aceptora de metilo aumentó su expresión a los 3 d de incubación a 4⁰C; el resto disminuyeron 
o dejaron de detectarse tras 21 d; como por ejemplo CheA y CheW o PilT y PilZ y CpaF para 
poblaciones mantenidas a 20⁰C. Por último, 4 no detectadas inicialmente pasaron a detectarse 
al menos temporalmente, p.e. FlgE o la proteína fimbrial A0A0D0J9T4_VIBHA (Tabla 27). 
 
Tabla 26. Proteínas de envueltas celulares obtenidas a partir de poblaciones de V. harveyi ambiental adscritas al 
grupo funcional Proteínas sensoras y de movimiento que no varían a lo largo del tiempo de exposición a 4⁰C y 20⁰C. 
 

Acceso a 
UniProt 

Nombre de la proteína 
Localización 
subcelular 

A0A0D0IMQ2 Histidina quinasa sensora de osmolaridad EnvZ MC 

A0A0D0J1M8 Histidina quinasa de transducción de señales MC 

A0A0D0J462 Sensor histidina quinasa MC 

A0A0D0HUF4 
A0A0D0IFD1 

Histidina quinasas MC 

A0A0D0IGA9 
A0A0D0JBJ1 
A0A0D0JBN4 

Proteínas quimiotácticas CheY C 

A0A0D0J5W8 
A0A0D0J8E7 
A0A0D0IY42 

Proteínas quimiotácticas aceptoras de metilo P/MC/C 

A0A0D0J8P1 Proteína CpxA MC 

A0A0D0JGE0 Proteína sensora  MC 

A0A0D0J0Y1 MotB, motor flagelar MC/P 

A0A0D0J6U7 PomA, motor flagelar MC 

A0A0D0J6L8 Proteína flagelar FlgP ME 

A0A0D0J5S9 
A0A0D0J4T3 

Proteínas de biogénesis MSHA MshA EX/P/MC 

A0A0D0HQJ8 Proteína de biogénesis MSHA MshE C 

A0A0D0IHQ8 Proteína de biogénesis MSHA MshG MC 

A0A0D0J871 Proteína de biogénesis MSHA MshL ME 

* En el número de acceso a UniProt se ha omitido la finalización “_VIBHB”. Localización subcelular: C, citoplasma; 
MC, membrana ciroplasmática; ME, membrana externa; P, periplasma; EX, extracelular. 
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Tabla 27. Proteínas de envueltas celulares obtenidas a partir de poblaciones de V. harveyi ambiental adscritas al 
grupo funcional Proteínas sensoras y de movimiento que si varían a lo largo del tiempo de exposición a 4⁰C y 20⁰C. 
 

Acceso a 
UniProt 

Nombre de la proteína 
Localización 
subcelular 

P0 
4⁰C 20⁰C 

P3 P21 P3 P21 

A0A0D0HGI1 
Proteína quimiotáctica 
aceptora de metilo 

MC D 4,11↑ 0,14↓ D N 

A0A0D0J6N0 
Proteína de biogénesis MSHA 
MshA 

MC D 0,46↓ D 0,36↓ N 

A0A0D0JCW9 MotA, motor flagelar MC D D 0,38↓ 0,38↓ D 

A0A0D0JDW0 Proteína quimiotáctica MC D D 0,28↓ 0,24↓ N 

A0A0D0HH02 Proteína quimiotáctica CheW C D D D 0,37↓ D 

A0A0D0J0M8 
Proteína de ensamblaje del 
pilus PilZ 

C D D D 0,35↓ N 

A0A0D0HQJ3 
Proteína de biogénesis MSHA 
MshJ 

ME/P D D D D 0,40↓ 

A0A0D0J6M3 
Proteína de biogénesis MSHA 
MshI 

MC D D D D 0,48↓ 

A0A0D0IDH2 Proteína PilT de motilidad  MC/C D D D D 0,48↓ 

A0A0D0J3N7 Proteína PilT de motilidad MC/C D D D D N 

A0A0D0J4W6 
Proteína de ensamblaje del 
pilus CpaF 

C D D D D N 

A0A0D0HM28 
Proteína tipo prepilina putativa 
que contiene el dominio de 
escisión/metilación 

MC D D D D N 

A0A0D0J6F9 
A0A0D0JB76 

Proteínas quimiotácticas MC D D D D N 

A0A0D0HG85 Proteína quimiotáctica CheA MC/C D D D D N 

A0A0D0IM47 Proteína quimiotáctica MC D D N D D 

A0A0D0IJA4 Proteína quimiotáctica CheC C D N N N N 

A0A0D0IG60 
Proteína del gancho flagelar 
FlgE 

EX N D N N N 

A0A0D0HP38 
Proteína flagelar del cuerpo 
basal 

IN N D D D N 

A0A0D0J9T4 Proteína fimbrial EX N D N D N 

A0A0D0JA17 
Proteína de ensamblaje del 
pilus CpaC 

ME N D D D N 

* En el número de acceso a UniProt se ha omitido la finalización “_VIBHB”. Localización subcelular: C, citoplasma; 
MC, membrana citoplasmática; ME, membrana externa; P, periplasma; EX, extracelular; IN, indeterminada. 

 
 

7. Proteínas relacionadas con la respuesta al estrés 
 
9 proteínas relacionadas con la respuesta al estrés no experimentaron cambios en su 
expresión o detección (Tabla 28). Entre ellas, una proteína de respuesta a la escasez de 
nutrientes (A0A0D0J4E0_VIBHA), catalasa (A0A0D0IKF6_VIBHA) relacionada con la respuesta 
al estrés oxidativo, o con la adquisición y metabolismo del hierro (A0A0D0HIH7_VIBHA). 
Dentro de este grupo de proteínas, la bacterioferritina (A0A0D0IZB5_VIBHA) incrementó 
significativamente su expresión en ambas condiciones, mientras que la proteína asociada a 
gránulos de PHA (polihidrocialcanoato) (A0A0D0J092_VIBHA) disminuyó en ambas 
temperaturas. Dos proteínas relacionadas con la respuesta al estrés dejaron de detectarse en 
ambas temperaturas: una proteína homóloga a la proteína de estrés universal (USP) B 
(A0A0D0IIW1_VIBHA) y la proteína CstA de respuesta a la escasez de carbono 
(A0A0D0JAR1_VIBHA). La proteína ZntA (A0A0D0HJV8_VIBHA) disminuyó únicamente a 4⁰C, 
mientras que la proteína A0A0D0J9W0_VIBHA de resistencia a iones lo hizo únicamente a 20⁰C 
(Tabla 29). 
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Tabla 28. Proteínas de envueltas celulares obtenidas a partir de poblaciones de V. harveyi ambiental adscritas al 
grupo funcional Proteínas de estrés que no varían a lo largo del tiempo de exposición a 4⁰C y 20⁰C. 
 

Acceso a 
UniProt 

Nombre de la proteína 
Localización 
subcelular 

A0A0D0IM38 Proteasa DegS de la membrana externa sensora de estrés  ME 

A0A0D0IFG0 Proteína de estrés calórico HslJ ME 

A0A0D0J4E0 Proteína de ayuno inducible ME 

A0A0D0JFJ3 Proteína de resistencia al arsenito ArsB (antiportador) MC 

A0A0D0HNG7 Proteína de lisogenización de alta frecuencia homóloga de HflD MC/C 

A0A0D0IFI4 PspB MC 

A0A0D0IKF6 Catalasa P 

A0A0D0HIH7 Proteína de biosíntesis de hemo HemY MC 

A0A0D0J963 Regulador transcripcional de la familia TetR C 

* En el número de acceso a UniProt se ha omitido la finalización “_VIBHB”. Localización subcelular: C, citoplasma; 
MC, membrana citoplasmática; ME, membrana externa; P, periplasma. 

 
 
Tabla 29. Proteínas de envueltas celulares obtenidas a partir de poblaciones de V. harveyi ambiental adscritas al 
grupo funcional Proteínas de estrés que si varían a lo largo del tiempo de exposición a 4⁰C y 20⁰C. 
 

Acceso a 
UniProt 

Nombre de la proteína 
Localización 
subcelular 

P0 
4⁰C 20⁰C 

P3 P21 P3 P21 

A0A0D0IZB5 Bacterioferritina IN D 3,58↑ 4,24↑ 11,09↑ D 

A0A0D0J092 
Proteína asociada a gránulos de 
PHA 

IN D 0,32↓ D 0,05↓ 0,08↓ 

A0A0D0IIW1 
Homologa a la proteína de 
estrés universal (USP) B  

MC D 0,36↓ N 0,36↓ N 

A0A0D0JAR1 
Proteína de ayuno carbono A 
(CstA) 

MC 
D N N N N 

A0A0D0HJV8 ZntA  MC D D N D D 

A0A0D0J9W0 
Proteína de resistencia a iones 
tóxicos 

IN D D D D 0,17↓ 

* En el número de acceso a UniProt se ha omitido la finalización “_VIBHB”. Localización subcelular: C, citoplasma; 
MC, membrana citoplasmática; IN, indeterminada. 

 
 

8. Otras proteínas 
 
58 proteínas sin adscripción clara a los grupos funcionales anteriormente establecidos se 
agruparon dentro de Otras proteínas. Dentro de este grupo, los factores de elongación EF-4 
(A0A0D0J8A3_VIBHA) y EF-Tu (A0A0D0I8Y9_VIBHA) se mantuvieron constantes durante la 
permanencia de las poblaciones a 4 y 20⁰C. El mismo comportamiento se observó para 
diversas hemolisinas (A0A0D0J0J5_VIBHA, A0A0D0JCA0_VIBHA, A0A0D0ILF0_VIBHA, 
A0A0D0J6A0_VIBHA y A0A0D0HUJ8_VIBHA) y otras proteínas relacionadas con la 
patogenicidad (LemA, WbfB entre otras), u otras proteínas de funciones diversas como 
enzimas extracelulares (lipasas, alfa-amilasas y pululanasa) (Tabla 30). 
 
Si bien, las proteínas LuxO (LUXO_VIBHA), LuxP (A0A0D0J8K9_VIBHA), LuxQ 
(A0A0D0J9Q7_VIBHA) y LuxR (A0A0D0HLJ1_VIBHA), relacionadas con la 
bioluminiscencia/quórum sensing, se mantuvieron contantes a lo largo de la permanencia a 4 y 
20⁰C (Tabla 30), la proteína LuxU (A0A0D0J4Q3_VIBHA) disminuyó significativamente tras 21 
días de permanencia a 20⁰C (Tabla 31). 
 



OBJETIVO 3 
Resultados 

127 

 
Del mismo modo, algunas proteínas relacionadas con del sistema de secreción Tipo VI y 
relacionadas con la patogenicidad bacteriana se mantuvieron constantes (o incluso 
aumentaron su expresión) mientras que otras disminuyeron, llegando en algunos casos a ser 
indetectables. Entre los factores de virulencia, las proteínas PspA y PspC (A0A0D0J5Q8_VIBHA 
y A0A0D0HNC3_VIBHA) aumentaron su expresión a 20⁰C. Por otro lado, dos proteínas de 
aglutinación se mantuvieron constantes durante las experiencias, mientras que una disminuyó 
tras 21 días de exposición a ambas temperaturas, siendo a 4⁰C indetectable (Tablas 30 y 31). 
Además, para ambas temperaturas dejó de detectarse el enzima quitinasa 
(A0A0D0J9Z0_VIBHA). 
 
Tabla 30. Proteínas de envueltas celulares obtenidas a partir de poblaciones de V. harveyi ambiental adscritas al 
grupo funcional Otras proteínas que no varían a lo largo del tiempo de exposición a 4⁰C y 20⁰C. 
 

Grupo 
Acceso a 
UniProt 

Nombre de la proteína 
Localización 
subcelular 

Factores 
de 

elongación 

A0A0D0J8A3 Factor de elongación 4 (EF-4) MC 

A0A0D0I8Y9 Factor de elongación Tu (EF-Tu) C 

Factores 
de 

virulencia 

A0A0D0J0J5 
A0A0D0JCA0 

Hemolisinas D MC 

A0A0D0ILF0 
A0A0D0J6A0 
A0A0D0HUJ8 

Hemolisinas MC 

A0A0D0IB68 Proteína VirC intermediaria de la virulencia IN 

A0A0D0J921 Proteína reguladora transmembrana ToxS MC 

A0A0D0IBE8 Efector Tipo III  EX 

A0A0D0J1Q1 Proteína de la familia LemA MC 

A0A0D0IMK5 WbfB ME 

A0A0D0I917 
A0A0D0HPP8 

Proteínas de aglutinación ME 

A0A0D0ICV1 Fosfolipasa A1 ME 

A0A0D0IA98 Protein PapC de ensamblaje de pili ME 

A0A0D0J0N4  Proteína PapD de ensamblaje de pili P 

A0A0D0HHR7 Peptidasa/N-metiltransferasa de la señal líder de prepilina MC 

A0A0D0IGN3 
A0A0D0HNV9 
A0A0D0J5K9 

Lipoproteínas del sistema de secreción Tipo VI TssJ ME/P 

A0A0D0JBG1  
A0A0D0IG06 
A0A0D0HPN4 

Proteínas del sistema de secreción Tipo VI  C 

A0A0D0J6F8  Proteína del sistema de secreción Tipo VI VgrG EX 

A0A0D0J4W1 Proteína del sistema de secreción Tipo VI IN 

A0A0D0HNQ7  Proteína del sistema de secreción Tipo VI VasD ME 

A0A0D0HKE8 Proteína antígeno de superficie  MC 

* En el número de acceso a UniProt se ha omitido la finalización “_VIBHB”. Localización subcelular: C, citoplasma; 
MC, membrana citoplasmática; ME, membrana externa; P, periplasma; EX, extracelular; IN, indeterminada. 
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Tabla 30. Continuación. 
 

Grupo 
Acceso a 
UniProt 

Nombre de la proteína 
Localización 
subcelular 

Funciones 
diversas 

A0A0D0J3Z3 
A0A0D0J3A4 

Lipasas IN 

A0A0D0HL41 
A0A0D0J969 

Alfa amilasas P 

A0A0D0J849 Pululanasa EX 

LUXO Proteína reguladora de luminiscencia LuxO C 

A0A0D0J8K9 Proteína periplásmica LuxP de unión al autoinductor 2  P 

A0A0D0J9Q7  Proteína LuxQ sensor quiinasa/fosfatasa del autoinductor 2 MC 

A0A0D0HLJ1 Regulador transcripcional de la familia LuxR C 

A0A0D0J357 Hidrolasa de la familia HIT IN 

A0A0D0JAS7 Proteína de intercambio Tiol-disulfuro P 

A0A0D0J931 Celulosa sintasa ME 

A0A0D0JB06 Proteína competente ComFB C 

* En el número de acceso a UniProt se ha omitido la finalización “_VIBHB”. Localización subcelular: C, citoplasma; 
MC, membrana citoplasmática; ME, membrana externa; P, periplasma; EX, extracelular; IN, indeterminada. 

 
 
Tabla 31. Proteínas de envueltas celulares obtenidas a partir de poblaciones de V. harveyi ambiental adscritas al 
grupo funcional Otras proteínas que si varían a lo largo del tiempo de exposición a 4⁰C y 20⁰C. 
 

Grupo 
Acceso a 
UniProt 

Nombre de la 
proteína 

Localización 
subcelular 

P0 
4⁰C 20⁰C 

P3 P21 P3 P21 

Factores 
de 

virulencia 

A0A0D0J5Q8 Proteína PspA C D D D 2,06↑ D 

A0A0D0HNC3 Proteina PspC MC D D D 1,96↑ D 

A0A0D0J5G6 
Proteína de 
aglutinación 

ME D D N D 0,35↓ 

A0A0D0JAT5 
Proteína de 
secreción Tipo VI 

IN D 4,13↑ D 3,25↑ N 

A0A0D0HNX1 
Proteína de 
secreción Tipo VI 

IN D D 0,49↓ 0,19↓ D 

A0A0D0JAU2 
Proteína de 
secreción Tipo VI 

IN D D N N N 

A0A0D0JBF2 
Proteína de 
secreción Tipo VI 
IcmF 

P D D 0,30↓ N D 

A0A0D0J4W7 
Proteínasde 
secreción Tipo VI 
IcmF 

P D D D 0,29↓ D 

A0A0D0HPM4 
Lipoproteína de 
secreción Tipo VI 
Tssk 

C D D D D 0,44↓ 

A0A0D0JAW2 
ATPasa de 
secreción Tipo VI 
TssH 

C D D D 0,13↓ D 

A0A0B4IR10 

Proteína de 
secreción Tipo VI 
de la familia 
EvpB. TssC  

C D D D 0,36↓ D 

A0A0D0J6E4 
Proteína de 
secreción Tipo VI 
ImpG. TssF 

C D D D D N 

A0A0D0J4X3 
Proteína de 
secreción Tipo VI 

IN D D D 0,21↓ D 

* En el número de acceso a UniProt se ha omitido la finalización “_VIBHB”. Localización subcelular: C, citoplasma; 
MC, membrana citoplasmática; ME, membrana externa; P, periplasma; IN, indeterminada. 
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Tabla 31. Continuación. 
 

Grupo 
Acceso a 
UniProt 

Nombre de la 
proteína 

Localización 
subcelular 

P0 
4⁰C 20⁰C 

P3 P21 P3 P21 

Factores 
de 

virulencia 

A0A0D0JAV9 

Proteína 
exportadora 
principal (sistema 
de secreción de 
Tipo VI putativo) 

Ex/C D D D D 0,43↓ 

A0A0D0J4Q3 
Proteína 
fosforilasa LuxU 

C D D D D 0,39↓ 

A0A0D0HLR5 
PhaC PHA 
sintetasa 

C D D D D 0,20↓ 

Funciones 
diversas 

A0A0D0J9Z0 Quitinasa E D D N N N 

* En el número de acceso a UniProt se ha omitido la finalización “_VIBHB”. Localización subcelular: C, citoplasma; 
MC, membrana citoplasmática; ME, membrana externa; P, periplasma; EX, extracelular; IN, indeterminada. 
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1. Distribución y dinámica espacio-temporal de Vibrio spp. en aguas costeras del golfo de 
Vizcaya 
 
En los últimos años se ha establecido una relación directa entre el calentamiento global y el 
incremento de la detección de especies bacterianas patógenas, como las pertenecientes al 
género Vibrio (Escobar et al., 2015; Izumiya et al., 2017; Thompson et al., 2004a, b), y el 
aumento a nivel mundial de la incidencia de enfermedades relacionadas con los usos del agua 
(Paz et al., 2007, Vezzulli et al., 2013). En este contexto, destaca la escasez de estudios que 
determinen la incidencia de Vibrio spp. en el litoral vasco (Martínez-Rienda et al., 2007), a 
pesar de que Goikoetxea et al. (2009) han constatado una tendencia al incremento de la 
temperatura en las aguas del sudeste de la Bahía de Vizcaya durante el periodo 1997-2007. 
Esta situación dificulta realizar comparativas o extrapolar los efectos del cambio climático en 
nuestra área geográfica. 
 
Como paso previo a la determinación de la variación espacio-temporal de Vibrio spp. en esta 
área, se ha puesto a punto un método de enumeración de Vibrio spp. en muestras de agua de 
mar utilizando la técnica CARD-FISH. La utilidad de esta técnica ha sido demostrada en 
numerosos trabajos de ecología microbiana (Atlas y Bartha, 1998; DeLong et al., 1999; Hoshino 
et al., 2008). La técnica CARD-FISH corrige la problemática atribuida a la técnica FISH (Amann 
et al., 1990; DeLong et al., 1989) de bajas estimas en muestras naturales. Esta baja estimación 
se atribuye a la escasez de ribosomas, puntos de hibridación con la sonda, en poblaciones de 
sistemas naturales caracterizados por la falta o escasez de nutrientes (Cabral, 2010; DeLong et 
al., 1999). En este trabajo se modificó el protocolo descrito por Pernthaler et al. (2004) 
aumentando (hasta el doble) la cantidad de lisozima empleada para la permeabilización 
celular, dado que se obtienen mejores resultados al incrementar la permeabilidad de la pared 
celular (Kubota, 2013). Esta nueva condición facilitó la accesibilidad del fluorocromo, 
obteniéndose una mayor fluorescencia y logrando, consecuentemente, una mejor visualización 
al microscopio, lo que podría contribuir a la mejor detección de Vibrio spp. Así, en este trabajo, 
no se observaron diferencias en la intensidad de la fluorescencia emitida entre los vibrios 
procedentes de muestras de ambientes oligotrofos y los cultivados en el laboratorio.  
 
Con independencia de las variaciones que se puedan introducir, la idoneidad de esta técnica 
reside en la especificidad de la sonda respecto a las células diana. En este estudio, se 
preseleccionaron tres sondas, GV841 (Giuliano et al., 1999), Vib-16S-1 (Zhang et al., 2015a) y 
VIB572a (Hugget et al., 2008); cuya idoneidad se evaluó primeramente mediante técnicas in 
silico (bases de datos SILVA y BLAST), descartándose la sonda Vib-16S-1 (Zhang et al., 2015a). 
Esta sonda, Vib-16S-1, además de mostrar una especificidad menor que las sondas GV841 y 
VIB572a para el género Vibrio, presentaba índices de cobertura e identidad muy elevados para 
varios géneros no Vibrio (bases de datos SILVA y BLAST, Tablas 2 y 3). Además, la sonda Vib-
16S-1 mostraba complementariedad con regiones de genomas foráneos al ARNr 16S del 
género Vibrio (Tabla 3). 
 
Los resultados obtenidos in silico para la sonda GV841 (Giuliano et al., 1999) indicaron que es 
capaz de complementarse con otros géneros pertenecientes a la familia Vibrionaceae 
(Candidatus Photodesmus, Aliivibrio y Catenococcus). Candidatus Photodesmus comprende las 
especies de bacterias simbióticas de Anomalops katoptron (Hendry y Dunlap, 2011) y, del 
género Catenococcus se ha descrito una única especie, C. thiocyclus, aislada de un ambiente 
marino sulfúrico hidrotermal de Nueva Guinea (Sorokin, 1992). Teniendo en cuenta el hábitat 
de estos microorganismos, no parecía haber inconvenientes para su utilización en este estudio. 
No obstante, el género Aliivibrio que comparte hábitat con las bacterias del género Vibrio, 
posee una identidad de secuencia del ARNr 16S del 95,5% respecto al género Vibrio, lo que 
dificulta su distinción (Urbanczyk et al., 2007). Además, estudios realizados con la sonda 
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GV841 indican que no es capaz de hibridar con todas las especies del género Vibrio. 
Aparentemente, la cobertura de la sonda podría estar incompleta (Huggett et al., 2008) y no 
ser lo suficientemente específica para detectar las diferentes poblaciones de Vibrio que 
pueden aparecer en diferentes etapas del ciclo anual (Thompson et al., 2005). Así, 
Oberbeckmann et al. (2012) señalan que la sonda no hibrida con V. cholerae y V. mimicus. 
Farmer y Hickman-Brenner (2006) han demostrado (mediante hibridación ADN-ADN) la 
estrecha relación existente entre estas dos especies, cuya secuencia ARNr 16S difiere 
únicamente en 6 de los 1456 nucleótidos que la componen (Schauer et al. (2012). Thompson 
et al. (2004a) han propuesto, por ello, clasificar a V. cholerae y V. mimicus en un taxón 
diferente al género Vibrio. 
 
Por último, los resultados obtenidos in silico para la sonda VIB572a (Hugget et al., 2008), 
además de presentar una cobertura y especificidad adecuadas in silico, sugerían capacidad de 
hibridación in situ con las especies de Vibrio utilizadas en este estudio. Hugget et al. (2008) 
señalan en su estudio que la sonda es capaz de hibridar con diferentes cepas de Vibrio, entre 
las que se encuentran V. cholerae y V. mimicus. Si bien, también señalan su capacidad para 
hibridar con alguna cepa de Photobacterium y Listonella, debido a su proximidad evolutiva; sin 
embargo, el análisis in silico realizado en este estudio descartó dicha problemática. El análisis 
in silico si ha mostrado la capacidad de hibridación con otros géneros como Photodesmus, 
Aliivibrio o Catenococcus (al igual que la sonda GV841).  
 
Así, si bien en el análisis in silico tanto GV841 como VIB572a mostraron su validez teórica, los 
resultados obtenidos con diferentes suspensiones bacterianas mostraron que la sonda GV841 
no era capaz de hibridar con todas las especies del género Vibrio testadas en este estudio. La 
diferente capacidad de hibridación se atribuye a una incorrecta unión de la sonda GV841 a la 
diana. Una posible razón de que la hibridación no se produzca es el hecho de que el ARNr 16S 
presenta algunas zonas más inaccesibles que otras, llegando incluso a impedir la hibridación 
(Cañigral, 2011; Kumar et al., 2005). Así, Cañigral (2011) indica que las zonas de clase I son las 
más accesibles, entre un 81 y 100%, y las zonas de clase VI las menos accesibles, entre un 0 y 
5% (Figura 41). La sonda GV841 hibrida en zonas de clase IV y V, con una accesibilidad de entre 
el 6 y el 40%; por tanto, no sería adecuada para la detección de Vibrio spp. En cambio, para la 
sonda VIB572a, la unión se realiza en zonas clase III, con una accesibilidad de entre 41 hasta 
60%, lo que la señala como más adecuada para la metodología llevada a cabo en este trabajo.  
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Figura 41. Acceso a las estructuras secundarias del ARNr 16S. Se muestra la clasificación de las zonas del ARNr en 
función de la accesibilidad de las sondas. Los diferentes colores indican el rango de accesibilidad de las diferentes 
clases (clases I a VI). Sonda GV841 (A) y sonda VIB572a (B). (Adaptado de Kumar et al., BMC Bioinformatics 2005, 
doi: 10.1186/1471-2105-6-61). 
 

Además, en muestras de agua de mar, caracterizadas por las bajas densidades de Vibrio spp. 
(Thompson y Polz, 2006), la técnica CARD-FISH empleando VIB572a puesta a punto en este 
trabajo permitió la detección de vibrios totales. En este trabajo, la técnica CAR-FISH ofreció 
buenos resultados en la detección de Vibrio permitiendo la enumeración de densidades 
inferiores a 10 cel/mL. Así, la técnica CARD-FISH, puesta a punto en este trabajo, resultó 
adecuada para la determinación de la presencia del género Vibrio en las aguas de transición, 
costeras y de mar abierto de la Comunidad Autónoma del País Vasco (campaña 2018-2019). 
 
En referencia a la determinación de la presencia del género Vibrio en las costas vizcaínas 
realizado en la campaña realizada en 2014-2015, la similitud de resultados obtenidos en los 
tres puntos de muestreo para los parámetros analizados (densidad de bacterias totales, 
bacterias quimioorganotrofas cultivables y Vibrio spp. presuntivos; así como la variación de la 
temperatura del agua de mar a lo largo del periodo de estudio) sugiere que no existen grandes 
diferencias entre las zonas estudiadas. La similitud entre dichos resultados podría atribuirse a 
la proximidad de los puntos de muestreo, de manera que estarían expuestos a las mismas 
condiciones ambientales. Además, en todas las muestras estudiadas y coincidiendo con otros 
autores (Hobbie et al., 1977; Thompson y Polz, 2006; Zweifel y Hagstrom, 1995), la densidad 
de bacterias totales fue significativamente más elevada que la de bacterias 
quimioorganotrofas cultivables. Si bien se ha indicado que la temperatura incide en la 
diferencia estacional existente en la densidad bacteriana entre la época cálida y la época fría 
(Gilbert et al., 2009; Jannasch y Jones, 1959; Oberbeckmann et al., 2011), otros factores 
ambientales como salinidad, la concentración e nutrientes, etc. (Sun et al., 2015a; Takemura et 
al., 2014) o la interacción entre microorganismos podrían afectar a dicha distribución (Orruño 
et al., 2019). En nuestro caso, durante la campaña 2014-2015 los resultados muestran una 

■ Clase I: 81-100%

■ Clase II: 61-80%

■ Clase III: 41-60%

■ Clase IV: 21-40%

■ Clase V: 6-20%

■ Clase VI: 0-5%

B 

A 

X X 
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mayor presencia de bacterias del género Vibrio (tanto Vibrio spp. presuntivos como Vibrio spp. 
identificado) en la época cálida respecto a la fría independiente al número de bacterias 
quimioorganotrofas cultivables. Estos resultados, que confirman la existencia de una 
distribución estacional, coinciden con los obtenidos en otros estudios. Kaspar y Tamplin (1993) 
obtuvieron mayores detecciones de V. vulnificus a temperaturas de un rango de 13-22⁰C, 
mientras por debajo de este rango de temperatura, su detección decrecía un 90%. Huq et al. 
(1984) llegaron a la conclusión de que para la especie V. cholerae, temperaturas superiores a 
30⁰C promovían el crecimiento. Del mismo modo, Kaneko y Colwell (1973) demostraron que a 
temperaturas superiores a 14⁰C ocurría un aumento de las poblaciones de V. 
parahaemolyticus.  
 
Los resultados obtenidos durante la campaña 2018-2019 en un área de muestreo amplio 
fueron bastante variables; si bien, se mantuvieron los patrones observados en la campaña 
2014-2015 para un área de muestreo muy restringida. Nuevamente la densidad de bacterias 
totales fue significativamente mayor que la de bacterias quimioorganotrofas cultivables. Los 
recuentos de bacterias totales obtuvieron valores más elevados durante el verano en la 
mayoría de los casos. Por el contrario, el porcentaje de bacterias cultivables 
quimioorganotrofas fue más bajo durante el muestreo de verano. Los valores de Vibrio spp. 
obtenidos mediante CARD-FISH, rara vez excedieron el 1% del total de bacterias y sus 
recuentos más altos (ocasionalmente superiores a 104 células/mL) se obtuvieron en muestras 
provenientes de la única estación de aguas de transición. Este hecho concuerda con estudios 
anteriores que señalan que las zonas de aguas estuarinas tienden a tener una mayor 
proporción de Vibrio spp. (Neogi et al., 2018; Onarinde y Dixon, 2018). No obstante, al tratarse 
de un único punto de muestreo, resulta precipitado extrapolar los resultados obtenidos. Por 
otro lado, el número de vibrios totales aumentó notablemente durante el verano en las 
estaciones de muestreo ubicadas en los puntos más orientales de la costa. Por el contrario, en 
zonas de mar abierto (L-RF10, L-RF20 y L-RF30) se detectó una menor proporción de Vibrio 
spp. Estas zonas están más alejadas de los posibles vertidos que se generan desde zonas 
urbanas que podrían suponer un aporte de nutrientes en las zonas costeras, pero no afectarían 
a las zonas de mar abierto (Brehm et al., 2020; Grimes et al., 2009). 
 
La población de vibrios presuntivos, que no superó el 0,01% de la población bacteriana total, 
mostró una cultivabilidad similar a la de las bacterias quimioorganotrofas. Resultados similares 
han sido indicados por Thompson y Polz (2006).  
 
Varios autores han cuestionado la validez del uso del Agar TCBS para el aislamiento de 
especies del género Vibrio en muestras ambientales (Lotz et al., 1983; West et al., 1982). Por 
un lado, el Agar TCBS parece ser un medio inhibitorio para muchas de las especies del género 
Vibrio que son halladas con frecuencia en los entornos marinos (Simidu et al., 1980). Por otro 
lado, la utilización del medio TCBS, si bien resulta adecuada para cepas de tipo clínico, ha sido 
cuestionada para la identificación de la mayoría de cepas ambientales debido a la diversidad 
fenotípica de estas bacterias (Tall et al., 2013). Por ello, en este trabajo se asume que en los 
aislamientos realizados en Agar TCBS, el crecimiento de diversas bacterias pertenecientes al 
género Vibrio podría resultar inhibido. Además, en este trabajo, la identificación mediante el 
sistema API 20E de los aislados de Vibrio spp. presuntivo obtenidos en Agar TCBS mostró que 
este medio permite el crecimiento de bacterias no pertenecientes a dicho género.  
 
La familia Vibrionaceae está formada por más de 140 especies (Sawabe et al., 2013) divididas 
en varios géneros que muestran metabolismos y comportamientos muy versátiles (WoRMS, 
http://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=393079); y el género Vibrio consta 
de más de 120 especies (Li et al., 2020) conformadas, a su vez, por una gran diversidad de 
cepas, biotipos, etc. (Taxonomy Browser, 2020), lo que dificulta la identificación mediante 
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metodologías bioquímicas. Los resultados obtenidos en este trabajo mediante el uso de 
metodologías bioquímicas indican una mayor incidencia de V. vulnificus respecto a las demás 
especies del género Vibrio. No obstante, estos resultados podrían no ser fiables, dadas las 
limitaciones, ya comentadas, de las técnicas utilizadas en este estudio (selección y 
enumeración en medio TCBS e identificación bioquímica mediante galerías API 20E). Además, 
el sistema API 20E indicaba la adscripción a más de una especie. Diversos autores (Austin et al., 
1997; Shikongo-Nambabi et al,. 2012) han resaltado las limitaciones del sistema API 20E, 
originalmente diseñado para la identificación de bacterias entéricas Gram negativas y con una 
aplicación clínica pudiendo no ser apropiado para identificar bacterias aisladas del entorno 
(MacDonell et al., 1982).  
 
En este trabajo, cuando aislados identificados como Vibrio spp., mediante API 20E, se 
sometieron a análisis molecular basado en ARNr 16S y a MLSA, los resultados en cuanto a 
especie difirieron (Tabla 11). Thompson et al. (2004a) tras comparar los resultados obtenidos 
mediante el empleo de un compendio de identificaciones moleculares y la identificación 
fenotípica recomiendan el uso de la identificación basada en métodos moleculares. No 
obstante, la identificación mediante sistema API 20E resulta un primer paso idóneo para 
realizar un cribado de colonias Vibrio spp. presuntivas, ya que en los resultados obtenidos en 
este estudio por la galería API 20E, coincidieron a nivel de género (Vibrio) en la mayoría de los 
casos con la identificación resultante de la metodología molecular (ARNr 16S y MLSA). 
 
Dentro de la familia Vibrionaceae, el género Vibrio, en particular, presenta una elevada 
similitud entre genomas que Thompson et al. (2005) justifican por la adaptación al nicho. Es 
por ello que se trata de un género dentro del cual es difícil identificar con seguridad las 
distintas especies que lo conforman. De hecho, la taxonomía de este género evoluciona 
constantemente (Alsina y Blanch, 1994; Thompson et al., 2004b; Vandenberghe et al., 2003) y 
periódicamente se identifican nuevas especies como V. albus (Li et al., 2019), Vibrio 
coralliirubri (Poli et al., 2018), V. galatheae (Giubergia et al., 2016), V. gangliei (Meng et al., 
2018), V. japonicus (Doi et al., 2017), V. ouci (Li et al., 2020), V. profundi (Zhang et al., 2019) o 
V. zhugei (Guo et al., 2019) 
 
Tall et al. (2013) indicaron que la secuenciación del ARNr 16S resulta una herramienta 
insuficiente a la hora de la identificación a nivel de especie dentro del género Vibrio, hecho 
que Thompson et al. (2004a) justificaron en base a que muchas especies de la familia 
Vibrionaceae poseen secuencias del gen ARNr 16S prácticamente idénticas. Los resultados 
obtenidos en este trabajo ofrecen resultados similares, buena identificación a nivel de género 
e imposibilidad de establecer la especie debido a incongruencias en las genealogías en 
determinados clados (Cano-Gomez et al., 2011; Janda y Abbott, 2007; Thompson et al., 2005). 
Estas incongruencias pueden ser resueltas por el MLSA. Este método, MLSA, emplea los 
análisis de una secuencia concatenada de varios genes housekeeping, con el fin de conseguir 
identificar géneros e incluso especies. Sawabe et al. (2007) desarrollaron un esquema MLSA 
para la familia Vibrionaceae utilizando secuencias de genes housekeeping (ftsZ, gapA, gyrB, 
mreB, pyrH, recA, topA), siendo los genes seleccionados buenos predictores del genoma 
completo de Vibrio y permitiendo discriminar adecuadamente entre especies. Stackebrandt et 
al. (2002) recomiendan el uso de al menos 5 genes housekeeping para evitar problemas 
topológicos con el MLSA.  
 
Sin embargo, esta metodología tampoco está exenta de problemas. Cada uno de los genes 
propuestos resulta más o menos discriminatorio dependiendo de la especie de Vibrio y no se 
ha descrito un gen que permita una buena diferenciación de todas las especies de vibriones. 
Thompson et al. (2005) recomiendan la combinación de varios genes para lograr una 
identificación lo más robusta posible ya que genes diferentes muestran diferentes grados de 
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discriminación en función del clado o grupo. Además, las distintas secuencias amplificadas 
pertenecientes a una misma cepa pueden variar en cuanto a su identificación en la 
herramienta informática BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Así el gen rpoA resulta 
poco discriminatorio para las cepas de V. tubiashii y V. splendidus (Thompson et al., 2005) y en 
el caso de el gen pyrH surgen problemas a la hora de discernir entre las especies del clado 
Splendidus o entre ciertas especies del clado Harveyi (Tall et al., 2013). 
 
Aunque el método presente limitaciones evidentes para la identificación de especies, sí que es 
posible distinguir entre los distintos grupos de Vibrio. Así, en este trabajo, los aislados fueron 
identificados como Vibrio spp., pertenecientes a diferentes clados y aunque la identificación 
mediante MLSA en la mayoría de las cepas no fue capaz de ofrecer un resultado único a nivel 
de especie, sí que fue posible la identificación fiable de 5 de las 12 especies analizadas. 
 

2. Efecto de los factores ambientales en la supervivencia de Vibrio spp.  
 
La familia Vibrionaceae prevalece en una multitud de hábitats caracterizados por factores 
bióticos y abióticos fluctuantes y, en consecuencia, ha evolucionado adoptando estrategias 
que aseguren su permanencia (Li et al., 2014; Oliver, 2010; Roszak y Colwell, 1987; Vattakaven 
et al., 2006). El género Vibrio es autóctono de aguas marinas y costeras (Thompson et al., 
2004a) y es capaz de sobrevivir en ambientes estuarinos y aguas continentales (Kokashvili et 
al., 2015; O'Brien y Sizemore, 1979) en condiciones cambiantes de temperatura, radiación 
luminosa y salinidad, siendo la inducción del estado VNC una de las respuestas al estrés 
ambiental más ampliamente estudiada (Abedi-Moghaddam et al., 2004; Arana et al., 2010; 
Barcina et al., 1997; Coutard et al., 2007; Gauthier, 2000; Gong et al., 2002; Oliver, 2005; Sun 
et al., 2008). En este estudio se ha podido comprobar dicha capacidad de supervivencia de 
bacterias del género Vibrio ante distintas condiciones, así como la diversidad en la respuesta 
adaptativa de cada una de las cepas. 
 
La temperatura está considerada como un factor crítico para la supervivencia de las bacterias 
en general, y del género Vibrio en particular (Jiang y Chai, 1996; Johnson, 2015; Oliver, 2010; 
Vattakaven et al., 2006). Aunque los resultados obtenidos en este trabajo respaldan esta idea, 
también evidencian que distintas especies del género, incluso cepas de la misma especie, no 
comparten una respuesta común. Por ejemplo, se ha reportado que en general, especies del 
género Vibrio disminuyen su capacidad de supervivencia a bajas temperaturas (Coutard et al., 
2007; Duncan et al., 1993; Jia et al., 2013; Oliver y Bockian, 1995), pero en algunos casos como 
V. tasmaniensis, adaptado a aguas más frías, dicha capacidad de supervivencia no se ve 
comprometida a bajas temperaturas (Vattakaven et al., 2006). 
 
En el caso de la cepa de colección, V. harveyi CECT 525, las condiciones de estrés indujeron la 
aparición de una subpoblación VNC dentro del rango de temperatura estudiado (4-30⁰C). La 
temperatura determinó la rapidez e intensidad de este proceso, siendo la temperatura más 
baja (4⁰C) la que tuvo un efecto más acusado. Esta respuesta se ha observado previamente en 
las cepas de colección V. harveyi 1280 (Duncan et al., 1994) y CECT 525 (Parada et al., 2016), 
que adoptan el estado VNC durante la primera semana de incubación a 4⁰C. Al aumentar la 
temperatura, la pérdida de cultivabilidad fue más moderada y retardada en el tiempo; de 
hecho, a 20°C la mayoría de células preservaron la cultivabilidad al menos durante 14 días. 
Resultados similares se han descrito para cepas de V. cholerae ATCC 14035 (Pruzzo et al., 
2003), V. shiloi LMG 19703 y V. tasmaniensis CC056 (Vattakaven et al., 2006), mantenidas en 
agua de mar artificial a 20⁰C en los que se necesitaban más de 40 días la formación de una 
población de células en estado VNC. 
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Las poblaciones de V. harveyi ambiental, por el contrario, conservaron la cultivabilidad cuando 
se expusieron a temperaturas inferiores a 30⁰C, no adoptando el VNC durante los 21 días de 
incubación. Resultados similares se obtuvieron por Sun et al. (2008), que no detectaron la 
entrada en el estado VNC en cepas de V. harveyi aisladas de peces para periodos de exposición 
inferiores a 65 días a 4⁰C. A 30⁰C, la cepa ambiental mantuvo la cultivabilidad durante los 
primeros días de incubación y, posteriormente, se detectó una fracción de células VNC, 
mayoritaria al finalizar las experiencias. Estos resultados coinciden con los reportados por 
Duncan et al. (1994), que constataron un descenso progresivo del número de células 
cultivables con el incremento de las temperaturas más altas de V. harveyi 1280. 
 
En el presente estudio se evidencian las diferentes respuestas a la temperatura de las cepas de 
colección y ambiental de V. harveyi. Las diferencias en el modo de afrontar el estrés entre 
cepas ambientales y de colección han sido descritas para distintas especies, como E. coli 
(Barcina et al., 1992; Topp et al., 2003), Campylobacter jejuni (Cools et al., 2003) o 
Acinetobacter baumannii (Bravo et al., 2019); y también en el caso de Vibrio spp. (Duncan et 
al., 1994; Oliver y Bockian, 1995; Wong et al., 2004). Estas diferencias son extensibles a otros 
procesos como la resistencia a antibióticos o la capacidad toxigénica de Vibrio harveyi 
(Nakayama et al., 2006). Del mismo modo, se han constatado comportamientos dispares entre 
cepas clínicas y ambientales, como es el caso de V. parahaemolyticus expuesto a distintas 
temperaturas (Mahoney et al., 2010), o entre las cepas procedentes de distintos nichos, como 
las cepas de vida libre y simbióticas de V. fischeri cuya eficiencia de colonización varía en 
función de los factores abióticos (Soto et al., 2009). 
 
El comportamiento diferencial que se pone de manifiesto en este estudio podría atribuirse a la 
adaptación a las condiciones ambientales imperantes en los sistemas de los que son 
autóctonas las cepas ambientales. La combinación de condiciones ambientales (como la 
escasez de nutrientes o la exposición a temperaturas estresantes) puede causar mutaciones 
adaptativas (Hall, 1988). Así, Santhyia et al. (2015) describieron complejas variaciones 
genotípicas en cepas de Vibrio procedentes de ambientes acuáticos tropicales debido a 
variaciones de las condiciones ambientales que resultan en divergencias (y/o convergencias) 
en su diversidad genética. De hecho, varios autores han indicado que cepas patógenas V. 
cholerae pueden surgir a partir de cepas no toxigénicas en el medio ambiente acuático 
(Chakraborty et al., 2000; Brazil et al., 2002) a través de múltiples transferencias horizontales 
de genes (Heidelberg et al., 2000).  
 
En el caso de la cepa V. cyclitrophicus de origen ambiental, el proceso de inducción del 
fenotipo VNC fue similar en las 4 temperaturas estudiadas, con un descenso de la 
cultivabilidad en los primeros días de experimentación. Estudios realizados con cepas 
pertenecientes al mismo cluster que V. cyclitrophicus (Splendidus) mostraron similitudes con el 
modelo de supervivencia obtenido en este ensayo. Vattakaven et al. (2006) comprobaron que 
la cepa V. tasmaniensis CC056 adoptaba el fenotipo VNC a temperaturas iguales o superiores a 
20⁰C y Vezzulli et al. (2015) observaron el desarrollo de una subpoblación VNC en poblaciones 
de V. splendidus LGP32 tras 5 días de incubación a 5⁰C y 25⁰C. Estos resultados resaltan 
nuevamente las diferentes respuestas al estrés que desarrollan estas especies bacterianas 
ambientales. 
 
Se ha demostrado que la radiación solar (y su componente visible) tiene un efecto negativo 
sobre la supervivencia bacteriana (Muela et al., 2000, 2002; Pommepuy et al., 1996) que se 
manifiesta por la pérdida tanto de cultivabilidad como de viabilidad celular (Abboudi et al., 
2008; Alves et al., 2011; Arana et al., 2007; Coohill y Sagripanti, 2009; Hernroth et al., 2009; 
Pommepuy et al., 1996). Estos efectos negativos han sido demostrado en varias especies como 
E. coli (Arana et al., 2007; Muela et al., 2000, 2002) y Vibrio spp. (Malara et al., 2017; 
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Nakahashi et al., 2014). En este estudio, la exposición continuada de poblaciones de Vibrio spp. 
a radiación visible no afectó a la integridad ni a la viabilidad bacteriana; pero, tras un periodo 
inicial caracterizado por el mantenimiento de la cultivabilidad, indujo la entrada en el estado 
VNC de todas las cepas estudiadas, con independencia de la temperatura. Los efectos 
negativos de la radiación solar se atribuyen a la generación de especies reactivas de oxígeno o 
ROS (peróxidos, superóxidos, radicales hidroxilo y oxígeno singlete) creadas como 
consecuencias de las reacciones de fotooxidación. Así, la presencia de oxígeno podría 
incrementar la fotoinactivación bacteriana, afectando tanto la capacidad de crecimiento como 
a las cadenas de transporte de electrones (Lipovsky et al., 2008; Lubart et al., 2011; Muela et 
al., 2002).   
 
Lesser (2006) indicó que la producción de ROS es frecuente en todos los océanos, debido a la 
absorción de la radiación solar por las aguas ricas en materia orgánica disuelta que conduce a 
la producción fotoquímica de ROS. Los resultados presentados en este trabajo mostraron que 
las cepas de Vibrio estudiadas son más resistentes al efecto negativo de la luz visible que E. coli 
(Arana et al., 1992, 2007; Muela et al., 2000). Resultados similares han sido descritos por 
Kehoe et al. (2004) quienes indican la mayor resistencia de V. cholerae a la luz visible respecto 
a Shigella flexneri, Sh. dysenteriae y Salmonella typhimurium. Estos resultados sugieren la 
presencia de mecanismos de protección frente a los efectos deletéreos de la radiación visible 
en bacterias del género Vibrio, probablemente habituadas al estrés oxidativo en su entorno 
natural.  
 
En este estudio Vibrio experimentó una pérdida de cultivabilidad mayor tras exposición a 
radiación visible que en condiciones de oscuridad. Nuevamente se encontraron diferencias 
entre los distintos patrones de supervivencia desarrollados por las distintas cepas analizadas. 
Así, en este trabajo, V. cyclitrophicus, especie no luminiscente según Farmer et al. (2015), 
resultó más afectada por la radiación lumínica, sobre todo a temperaturas más elevadas, que 
V. harveyi, especie luminiscente (Baumann et al., 1980; Farmer et al., 2015). Wang et al. (2013) 
demostraron que la piomelanina producida por V. campbellii, en presencia de peróxido de 
hidrógeno, confiere a esta bacteria resistencia al estrés oxidativo. Dada la estrecha relación 
entre V. campbellii y V. harveyi, no se puede descartar la posibilidad de que éste sea un 
mecanismo de protección frente a las reacciones de fotooxidación provocadas por la luz 
visible. Por otra parte, Rees et al. (1988) especularon con el papel protector de la luminiscencia 
bacteriana frente al estrés oxidativo. Otros autores han indicado que la bioluminiscencia 
bacteriana, caso de V. harveyi, puede desempeñar un papel importante en procesos de 
detoxificación de especies reactivas del oxígeno (Kozakiewicz et al., 2005; Łyzen y Wegrzyn, 
2005; Szpilewska et al., 2003) y en la estimulación de la reparación del ADN (Alifano et al., 
2011; Czyz et al., 2000). Finalmente, la sobreproducción de catalasa ha sido descrita para 
diferentes especies de Vibrio sometidas a estrés (Lin et al., 2015; Yumoto et al., 2000; Wang et 
al., 2012); así como la sobreexpresión de enzimas como alquilperoxidasa reductasa, 
glutarredoxina y catalasa, relacionadas con la protección frente a los efectos tóxicos del H2O2 y 
otras ROS, durante la permanencia en agua de mar a diferentes temperaturas de V. harveyi 
CECT 525 (Kaberdin et al., 2015; Montánchez et al., 2014, 2019) y que podrían promover 
mayor resistencia a la luz visible de estos microorganismos. 
 
Se han realizado diversos estudios acerca del efecto de la variación de la salinidad en la 
supervivencia de distintas especies del género Vibrio. Ramaiah et al. (2002) describieron que la 
cultivabilidad fue menor en condiciones estuarinas que en condiciones marinas para dos 
especies de Vibrio bioluminiscentes; V. harveyi ATCC 14216 (CECT 525) y V. fischeri UM7977. 
Sin embargo, en este estudio se han encontrado variaciones en los patrones de supervivencia 
dependiendo de la salinidad y del tipo de agua de mar utilizado en los experimentos (natural o 
artificial). Las salinidades similares a las de las aguas marinas (30-35‰) o estuarinas (15‰) no 
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parecieron desempeñar un papel crítico en el control de la supervivencia de las cepas patrón y 
ambiental de V. harveyi.  
 
V. cyclitrophicus, en cambio, experimentó mayores modificaciones en su patrón de 
supervivencia dependiendo de la salinidad y tipo de agua de mar (natural o artificial). Así, en 
agua de mar artificial con salinidades de 30‰ o 35,5‰ (ausencia de nutrientes) a 
temperaturas de 12⁰C y 20⁰C la pérdida de la cultivabilidad fue menor en comparación con el 
agua de mar natural (escasez de nutrientes). Singleton et al. (1982), analizando el impacto de 
diferentes salinidades sobre la supervivencia de V. cholerae, comprobaron que la cultivabilidad 
era mayor a salinidades en el rango de 25‰-35‰ (similares a las marinas). Sin embargo, la 
adición de nutrientes a sistemas con salinidades comprendidas en el rango 15‰-45‰ 
desencadenaba un aumento de la cultivabilidad similar a las poblaciones mantenidas en agua 
de mar natural. 
 
La mayoría de las células mantenidas en agua de mar artificial para todas las salinidades 
estudiadas en este estudio fluorescían en rojo tras la tinción con LIVE/DEAD® BacLightTM (Life 
technologies). Este hecho podría ser indicativo de daño en las membranas citoplasmáticas, sin 
embargo, para poblaciones sometidas a salinidades de 15‰-35‰, la cultivabilidad de las 
células no se vio comprometida durante periodos prolongados de tiempo. Es probable un 
proceso de adaptación en el que la permeabilidad de la membrana incrementa sin efecto 
significativo sobre la viabilidad celular. Estas modificaciones se han descrito en otras bacterias 
Gram negativas y Gram positivas (Kirchhoff y Cypionka 2017; Yang et al., 2015). El aumento de 
la permeabilidad inducido por el estrés de la membrana celular parece ser una estrategia de 
supervivencia de las células expuestas a ambientes hostiles, ya que las membranas 
parcialmente permeables pueden facilitar la comunicación entre las células y el ambiente 
(Yang et al., 2015). Por lo tanto, y coincidiendo con Orruño et al. (2019), aunque el uso del 
LIVE/DEAD® BacLightTM (Life technologies) puede revelar cambios en la permeabilidad de la 
membrana, puede no ser apropiado para evaluar la viabilidad de las células en agua de mar 
artificial. 
 
Por último, aunque las cepas utilizadas pueden preservar la viabilidad celular a salinidades 
moderadas y altas, las células parecen sufrir daños irreversibles en condiciones oligohalinas 
(0,5‰), a pesar de que sus membranas citoplasmáticas aparentemente permanecieran 
intactas y las células conservaran su turgencia. Diversos autores obtuvieron resultados 
similares estudiando V. vulnificus (Kaspar y Tamplin, 1993) o V. anguillarum serotipo J-O-1 
(Eguchi et al., 2000) en condiciones oligohalinas, y Gómez-Gil et al. (2014) indicaron que el ión 
sodio influye de manera determinante en la supervivencia de las especies del género Vibrio. 
Además, el efecto negativo de la baja salinidad es diferente del efecto de las bajas 
temperaturas sobre poblaciones mantenidas en agua de mar natural estéril, ya que estas 
últimas poblaciones son capaces de resucitar, de revertir su estado VNC a cultivable (Parada et 
al., 2016). La reversión del estado VNC a cultivable ha sido ampliamente discutido por diversos 
autores. Parada (2016) observó que para V. harveyi CECT 525, tras la adopción del estado VNC 
por efecto de la exposición a bajas temperaturas (4°C), la reversión de las condiciones adversas 
(incubación a 26°C) provoca un incremento en la población cultivable que también se ha 
detectado en otras especies del género Vibrio (Coutard et al., 2007; Nilsson et al., 1991; 
Ramaiah et al., 2002; Weichart et al., 1992; Whitesides y Oliver, 1997; Zhong et al., 2009). La 
reversión del estado VNC o resucitación no ocurrió en el presente estudio para V. harveyi CECT 
525 expuestas a salinidades de 0,5‰. Es probable que el desequilibrio osmótico provocado 
por la baja salinidad tenga un efecto perjudicial e irreversible en las poblaciones del género 
Vibrio (Orruño et al., 2019). Por tanto, la resucitación del género Vibrio no es un proceso 
generalizado, siendo dependiente de los condicionantes ambientales y del daño celular 
provocado por los mismos.  
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Por otra parte, la permanencia de las poblaciones bajo las diferentes condiciones estudiadas 
provocó, en todos los casos, una disminución del tamaño celular (Figuras 22 a 24) que ha sido 
propuesta como una estrategia de supervivencia que permite a la célula minimizar su gasto 
energético (Kaberdin et al., 2015) y sus requerimientos para el mantenimiento (Chen et al., 
2009; Jiang y Chai, 1996; Vattakaven et al., 2006) y mejora la eficacia en la toma de sustratos al 
elevarse el ratio superficie-volumen (Jiang y Chai, 1996). Esta estrategia, disminución del 
tamaño celular, ha sido descrita en diferentes especies de Vibrio por numerosos autores 
(Carrol et al., 2001; Chen et al., 2009; Johnston y Brown, 2002; Oliver, 2010; entre otros) y se 
ha relacionado con la entrada en el estado VNC (Oliver, 2010; Wong y Wang, 2004). Algunos 
autores (Kjelleberg et al., 1982; Morita, 1990; Nyström et al., 1990) indicaron que esta 
reducción del tamaño celular se debe al proceso de división reductiva y lo relacionaron con un 
incremento en las células totales observado para algunas especies de Vibrio (Falcioni et al., 
2008, Sun et al., 2008). Sin embargo, otros autores han reportado el mantenimiento del 
número total de células junto a una reducción del tamaño celular a lo largo del proceso de 
supervivencia bajo condiciones adversas (Amel et al., 2008; Marco-Noales et al., 1999; Wong y 
Wang, 2004).  
 
Estas consideraciones coinciden con los resultados presentados en este trabajo, ya que no se 
ha encontrado relación entre la inducción del estado VNC y el proceso de disminución de la 
longitud celular. Kaberdin et al. (2015), tras estudiar el proceso de supervivencia de V. harveyi 
CECT 525 a 20⁰C obtuvieron resultados similares: no observaron cambios en la viabilidad o la 
cultivabilidad a lo largo de dos semanas, pero si detectaron una progresiva disminución del 
tamaño celular, así como cambios en el transcriptoma asociados a procesos de conservación 
de la energía. Estos resultados serían indicativos de una respuesta temprana específica frente 
a la escasez de nutrientes en el medio. 
 
El incremento en la longitud celular observado tras la exposición a condiciones hipotónicas 
(0,5‰) probablemente fue causado por la disminución en la osmolaridad externa que alteró la 
turgencia celular, provocando absorción de agua (Booth y Blount 2012); es decir, la entrada de 
agua aparentemente dilató la pared celular y la membrana externa (Rowe et al., 2013), 
contrarrestando la reducción del tamaño celular observada en las demás condiciones.  
 
Con respecto a la dinámica del proceso de reducción de la longitud celular, ésta fue más 
pronunciada para las poblaciones mantenidas en ausencia de nutrientes (agua artificial en el 
rango de 15‰-35,5‰) en comparación con las células incubadas en agua de mar natural a la 
misma temperatura (20°C). Se han indicado cambios morfológicos similares para cultivos de V. 
parahaemolyticus y V. angustum sometidos a condiciones de ausencia de carbono (Chen et al., 
2009; Holmquist et al., 1993; Stretton et al., 1997). En los sistemas acuáticos naturales, la 
concentración de nutrientes varía y, normalmente, tras breves períodos de abundancia se 
intercalan largos períodos de escasez (Atlas y Bartha, 1998). Por tanto, es bastante común que, 
en sus hábitats naturales, las bacterias de vida libre presenten un tamaño reducido debido a la 
escasez de nutrientes (McDougald et al., 2006). Nuestros resultados sugieren que la reducción 
del tamaño celular de Vibrio es un proceso controlado principalmente por la disponibilidad de 
nutrientes y por la intervención de otros factores abióticos y no estaría necesariamente 
relacionado con la pérdida de la cultivabilidad y la inducción del estado VNC.   
 
Para el estudio del efecto de los factores bióticos sobre las supervivencia de V. harveyi, se 
empleó la cepa V. harveyi CECT 525 modificada que expresa la proteína fluorescente GFP (V. 
harveyi gfp). Esta cepa permite la diferenciación de dicha población diana del resto de las 
poblaciones bacterianas, no presenta diferencias significativas respecto a la cepa no 
modificada en cuanto a la duración de la fase lag, la constante específica de velocidad de 
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crecimiento (μ) o la cosecha máxima y al patrón de supervivencia bajo condiciones de estrés, y 
la capacidad de emititr fluorescencia no varía a lo largo del periodo de experimentación 
(Parada, 2016; Orruño et al., 2019).  
 
La supervivencia bacteriana en ambientes acuáticos está influenciada además de por factores 
abióticos cambiantes, por factores bióticos. Así, la depredación bacteriana por protistas 
(especialmente nanoflagelados y ciliados) (Sherr y Sherr 2002, Urakawa y Rivera 2006) y la 
infección por bacteriófagos (Crothers-Stomps et al., 2010; Jacquet et al., 2010) son dos de los 
factores responsables del control de la abundancia bacteriana, de la composición de las 
comunidades y del funcionamiento de sistemas bacterianos (Alonso-Sáez et al., 2009; Barcina 
et al., 1992; Bell et al., 2010; Hahn y Höfle, 2001; Pernthaler, 2005; Saleem et al., 2013; Sherr y 
Sherr, 2002). Si bien, también se ha descrito que la presencia de protozoos puede incrementar 
la supervivencia de Vibrio spp. (Laskowski-Arce y Orth, 2008) e, incluso, en el caso de V. 
chloerae potenciar su patogenicidad (Espinoza-Vergara et al., 2020; Mitterer et al., 2020). 
 
Los resultados obtenidos en este trabajo cuando se estudió la supervivencia de V. harveyi en 
presencia de las poblaciones microbianas naturales indican que las poblaciones de protistas 
del agua de mar serían las principales responsables del control de las poblaciones de Vibrio. 
Así, V. harveyi fue la presa preferida de las poblaciones de protozoos que incrementaron su 
población a expensas de la población presa. Jürgens y Matz (2002) indicaron que, en los 
sistemas naturales, los protozoos mostraban preferencia por bacterias con longitudes 
superiores a 1 µm respecto a otras de menor tamaño. Al inicio de las experiencias, V. harveyi 
CECT 525 presentaba una longitud media de 1,14 (±0,25) µm, lo que podría ser determinante 
en la elección de la presa por las poblaciones de protozoos en las etapas iniciales de la 
supervivencia y, la reducción de tamaño que experimenta Vibrio en condiciones de escasez de 
nutrientes podría, a su vez, influir en la disminución de la presión depredadora (Parada, 2016). 
Además, la depredación ejercida por flagelados pareció ser la responsable de la reducción de 
la densidad de la población de V. harveyi hasta un nivel umbral a partir del cual la densidad de 
la población presa no es suficiente para soportar el crecimiento de los depredadores y la 
densidad de los mismos decrece paulatinamente. Resultados similares se han descrito para E. 
coli en presencia de protozoos (Arana et al., 2003). Este comportamiento parece, además, 
estar condicionado por la temperatura (Delaney, 2003; Ishigaki y Sleigh, 2001). Beveridge et al. 
(2010a, b, c) indicaron que las temperatura bajas reducen el impacto depredador/consumidor 
de los protistas sobre las presas al afectar al crecimiento de la población predadora (y a su 
metabolismo) y a su velocidad de natación y; por tanto, a su capacidad de captura, al 
aumentar la viscosidad de los fluidos. Además, aunque la mayoría de las células de V. harveyi 
conservaron la cultivabilidad durante la fase activa de depredación, una subpoblación no 
cultivable (presumiblemente incluyendo células en estado VNC) emergió al disminuir la presión 
depredadora. Estos hechos sugieren que la temperatura no afecta únicamente la fisiología del 
género Vibrio, sino que además regula su depredación por la microbiota marina, determinando 
su tasa de mortalidad en los sistemas acuáticos. 
 
Por tanto, los factores abióticos y bióticos pueden afectar de manera diferenciada a la 
supervivencia (permanencia) y el estado fisiológico de V. harveyi en los sistemas acuáticos. 
Mientras que la presencia de depredadores (incluidos bacteriófagos) puede prácticamente 
eliminar de forma irreversible las poblaciones de V. harveyi; el efecto de los factores abióticos 
podría ser reversible y afectar fundamentalmente a la morfología y la fisiología bacteriana.  
 
La formación de biopelículas se ha sugerido como una estrategia de supervivencia alternativa 
adoptada por vibrios para hacer frente a la depredación y otros factores estresantes al 
proporcionar protección adecuada en entornos adversos (Sun et al., 2013, 2015). Del mismo 
modo, Vibrio spp. podría aumentar su resistencia al estrés mediante la asociación a superficies 
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bióticas al establecer relaciones comensales con algunas poblaciones de zooplancton (Colwell 
y Huq 1994; Pruzzo et al., 2008). 
 
Diversos autores han demostrado que las bacterias del género Vibrio tienen capacidad de 
adherirse (Nakhamchik et al., 2008; Watnick et al., 1999; Yip et al., 2006), incluso a superficies 
inertes (Karunasagar y Otta, 1996) y se ha indicado que esta capacidad está influenciada por 
parámetros ambientales como la temperatura, la escasez/ausencia de nutrientes o la 
salinidad, entre otras. Townsley y Yildiz (2015), en ensayos realizados con la cepa V. cholerae 
O1 El Tor A1552, demostraron que la temperatura afecta a la adherencia. Estos autores 
encontraron que en poblaciones mantenidas a 15⁰C, la capacidad y estabilidad de la adhesión 
era mayor que en poblaciones expuestas a 25⁰C y 37⁰C. Belas y Colwell (1982) describieron, 
para V. parahaemolyticus, que la capacidad de adherirse a materiales quitináceos era mayor a 
15⁰C-25⁰C que a 37⁰C, siendo nula a 4⁰C. Resultados similares se obtuvieron en poblaciones de 
V. anguillarum (Bordas et al., 1996) o para bacterias de otros géneros, tanto Gram negativas 
como Gram positivas: E. coli, Legionella pneumophila o St. epidermidis (Fitzpatrick et al., 2005; 
Piao et al., 2006; White-Ziegler et al., 2008). Los resultados presentados en este trabajo 
difieren de los obtenidos por los autores mencionados. Así, las cepas empleadas se clasificaron 
como no adherentes o ligeramente adherentes y su capacidad de adhesión no varió tras 21 
días de exposición a las diversas temperaturas probadas. 
 
Por su parte, Kjelleberg y Hermansson (1984) observaron un incremento de la adhesión, 
atribuible al efecto de la ausencia de nutrientes, en diversas bacterias de origen ambiental 
mantenidas a 4⁰C y Dawson et al. (1981) encontraron incrementos en la capacidad de 
adherirse a superficies en poblaciones de Vibrio DW1 expuestas a condiciones de ayuno y 
disminución de dicha capacidad para poblaciones mantenidas en medios enriquecidos. 
Nuevamente, en este estudio no se observaron modificaciones en la capacidad de adhesión de 
las cepas analizadas referentes a la exposición a condiciones de ayuno. 
 
La influencia de la salinidad en la adhesión celular también ha sido estudiada previamente 
(Laurençin y Germon, 1987). Bordas et al. (1996) indicaron que las especies V. alginolyticus y V. 
anguillarum aumentaban su capacidad de adherencia conforme se incrementaba la salinidad. 
No obstante, otros autores obtuvieron resultados diferentes. Así, Belas y Colwell (1982), 
describieron que la síntesis de flagelos laterales implicados en la adherencia de V. 
parahaemolyticus era máxima a salinidades entre 10‰-20‰ y Amaro et al. (1995) 
describieron, para V. vulnificus, que la mayor capacidad de adherencia se producía a 
salinidades de 15‰. De igual modo al mencionado con anterioridad, en este estudio no se 
observaron modificaciones en la capacidad de adhesión de las cepas analizadas dependientes 
a la salinidad. 
 
Estas diferencias de resultados podrían atribuirse a la gran diversidad de especies y cepas 
dentro del género Vibrio (Thompson et al., 2004a, b) que, por tanto, podrían mostrar una gran 
diversidad de respuestas. Además, no se puede descartar que este género presente una mayor 
capacidad de adherencia a superficies orgánicas respecto a superficies inorgánicas (Vezzulli et 
al., 2015). Dicha capacidad de adherirse a superficies orgánicas o formación de biofilms 
influencia la patogenicidad de los microorganismos (Hamed et al., 2018), siendo la adhesión 
bacteriana uno de los pasos iniciales en dicha patogénesis (Beachey, 1981). Estudios previos 
(Castro-Rosas y Escartín, 2002; Hamed et al., 2018; Won y Park, 2008) han demostrado que la 
adhesión de V. harveyi al hospedador es fundamental para la infección. Por otro lado, diversos 
estudios han demostrado la importancia ecológica de la adherencia, tanto en vibrios 
simbiontes como en patógenos. Además, la adherencia a determinados organismos, como 
algas, proporciona una gran ventaja nutricional (Myklestad, 2000) a las bacterias adheridas. 
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Los resultados obtenidos en este trabajo indican que el proceso de adhesión a superficies 
bióticas fue dependiente de la temperatura. Resultados similares sobre la adhesión de V. 
harveyi a la piel de B. brama fueron obtenidos por Chen et al. (2008) y Laurencin y Germon 
(1987) quienes establecieron que una mayor temperatura conllevaba una mayor adherencia, 
así como mayores daños en la piel animal en menor tiempo. Coincidiendo con los mismos, en 
las experiencias realizadas en este estudio a 12°C, los resultados máximos de cobertura 
observados fueron inferiores al 5%. En cambio, en las experiencias realizadas a 20°C y 26°C el 
porcentaje de cobertura fue muy superior (≥ 60%), y los índices de cobertura se mantuvieron a 
lo largo del tiempo de experimentación (hasta 48 h). La baja cobertura detectada a 12⁰C podría 
atribuirse a que las bacterias psicrótrofas sobreviven mejor a temperaturas intermedias entre 
15°C -20°C, y su supervivencia podría verse limitada a 12⁰C (Arana et al., 2010; Baker-Austin et 
al., 2018, Orruño et al., 2019). Estudios similares realizados con V. cholerae O1 en caparazones 
de cangrejos y camarones obtuvieron resultados similares reduciéndose la adhesión 
progresivamente con el descenso de la temperatura (Castro-Rosas y Escartín, 2002). 
 
En los sistemas acuáticos naturales, los microorganismos están expuestos a situaciones de 
estrés (Sundberg et al., 2014), y precisan de distintos mecanismos de adaptación para asegurar 
su supervivencia (Kaberdin et al., 2015; Orruño et al., 2017, 2019). Dichos mecanismos podrían 
afectar a su capacidad de adhesión a superficies bióticas. En este trabajo se ha comprobado 
que V. harveyi gfp sometido a condiciones de estrés (escasez de nutrientes y temperaturas 
variables) es capaz de adherirse a una superficie biótica (piel de B. brama); si bien esta 
capacidad disminuye a medida que se prolonga la permanencia en condiciones adversas. 
Coincidiendo con trabajos previos el género Vibrio bajo condiciones de estrés experimenta 
cambios fisiológicos y metabólicos que se manifiestan por disminución del tamaño celular y 
variaciones en la expresión de genes relacionados con la biogénesis de las envueltas celulares y 
rutas metabólicas asociadas, con el reciclaje de lípidos y de enzimas relacionadas con la 
búsqueda de fuentes de carbono alternativas (Kaberdin et al., 2015); así como por la pérdida 
del flagelo y de proteínas relacionadas con la quimiotaxia (Parada, 2016). Estos últimos 
cambios podrían ser indicativos de la pérdida de movilidad de las células y podría estar 
relacionado con una tendencia a adherirse a superficies y, por tanto, a formar biofilms. No 
obstante, a medida que las condiciones estresantes se mantienen en el tiempo, Vibrio podría 
no ser capaz de adaptarse a dichas condiciones desfavorables, y perder así su capacidad de 
adherencia. 
 
Si bien en este trabajo se ha observado que Vibrio no es capaz de adherirse a superficies 
abióticas, poblaciones sometidas previamente a estrés fueron capaces de adherirse a 
superficies bióticas. Estos hechos indicarían que los resultados obtenidos mediante métodos 
tradicionales de determinación de la capacidad de adhesión basados en establecer la 
capacidad de adhesión a superficies abióticas no podrían extrapolarse a superficies bióticas. 
Los resultados obtenidos en este estudio indican que V. harveyi es capaz de adherirse y, por 
tanto, podría probablemente infectar a hospedadores como peces y camarones (Austin y 
Zhang, 2006; Castro-Rosas y Escartín, 2002; O´Toole et al., 2004; Won y Park, 2008), pudiendo 
tener consecuencias negativas en el sector de la acuicultura. 
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3. Caracterización de los cambios moleculares que, a nivel del subproteoma de las envueltas 
celulares, experimenta V. harveyi durante la adaptación a condiciones adversas 
 
La capacidad de detectar y responder adecuadamente a cualquier estrés resulta un factor 
crítico para la supervivencia bacteriana en cualquier entorno, pero es especialmente 
importante para las bacterias que habitan en ambientes en constante cambio o para aquellas 
que habitan en más de un nicho biológico como Vibrio spp. Los integrantes de este género de 
organismos acuáticos deben adaptarse a temperaturas, niveles de salinidad y concentraciones 
de nutrientes en constante cambio (DeAngelis et al., 2018). Los estudios proteómicos ofrecen 
la imagen de las proteínas expresadas por un organismo en un momento dado y bajo 
condiciones precisas, construyendo una imagen dinámica. Por lo tanto, el proteoma es capaz 
de reflejar las características ambientales a las que una célula está expuesta. En este contexto, 
se han analizado las modificaciones del subproteoma de las envueltas de E. coli (Darcan et al., 
2009; Orruño et al., 2019; Parada et al., 2016), Pseudomonas aeruginosa (Winder et al., 2000), 
P. putida (Moreno y Rojo, 2013), V. anguillarum (Kao et al., 2009), V. harveyi (Jia et al., 2013; 
Parada et al., 2016; Orruño et al., 2017), V. parahaemolyticus (Lai et al., 2009; Zhong et al., 
2019), etc.  
 
Comparando el presente estudio con el realizado por Parada (2016), trabajando en las mismas 
condiciones pero con la cepa de colección V. harveyi CECT 525, encontramos diferencias tanto 
cuantitativas como cualitativas. Así, Parada (2016) encontró 72 proteínas que cumplían los 
requisitos establecidos, comunes con este trabajo, frente a las 1714 del presente estudio. Esta 
diferencia puede deberse al origen de las cepas; colección y ambiental y, por tanto, su 
adaptación al ambiente; y/o a la metodología de digestión, análisis mediante LC-MS/MS y 
procesado de datos en ambos estudios. Si bien, en ambos casos se utilizó la base de datos 
UniProtKB, Parada (2016) comparó sus resultados con la base de datos de V. campbelli (strain 
ATCC BAA-1116 / BB120) y, en este trabajo, se utilizó la base restringida a V. harveyi (strain 
BSW5. versión 2018_12). 
 
Además, aproximadamente el 78,95% de las proteínas de membrana estudiadas por Parada 
(2016) experimentaban variaciones durante 21 días de permanencia en agua de mar (escasez 
de nutrientes) a 4°C y 20⁰C. En el caso de V. harveyi ambiental; sin embargo, 
aproximadamente un 70% de dichas proteínas no varió. Esta diferencia en la conservación de 
la expresión proteica podría relacionarse con el origen de las cepas y los patrones de 
supervivencia adoptados por ambas. Así, V. harveyi ambiental mostró una mejor adaptación a 
la escasez de nutrientes en las experiencias realizadas a temperatura igual o inferior a 20⁰C.  
 
De nuevo coincidiendo con Parada (2016), y atendiendo a las proteínas que modificaron su 
expresión únicamente para una de las situaciones estudiadas, observamos que esta variación 
ocurrió fundamentalmente para poblaciones mantenidas a 20⁰C; 63,1% respecto al 7,14% que 
variaron únicamente a 4⁰C. 
 
La conservación de un gran número de proteínas estructurales (proteínas relacionadas con la 
biogénesis, transporte y ensamblaje o de estabilización de las envueltas) a lo largo de la 
permanencia de V. harveyi ambiental bajo condiciones de estrés parece relacionarse con el 
mantenimiento de la integridad celular observado para estas poblaciones (Objetivo 2, 
Resultados, apartado 1). El mantenimiento del lipopolisacárido (LPS) con funciones de barrera 
y control de la permeabilidad del peptidoglicano (Chng et al., 2010; Madigan et al., 2015; 
Martín et al., 2018; Nikaido, 2003) y con funciones de prevención de la lisis celular (Madigan et 
al., 2015; Martín et al., 2018; Vollmer et al., 2008) y con su continuo reciclaje (Höltje, 1998; 
Gronow y Brade, 2001; Madigan et al., 2015; Raetz y Whitfield, 2002) son procesos esenciales 
para la viabilidad bacteriana. En este trabajo no se detectaron cambios en la expresión de, 



DISCUSIÓN 147 
 

entre otras, proteínas Lpt, relacionadas con el correcto ensamblaje del LPS (Chng et al., 2010) 
ni de diversas proteínas relacionadas con la biogénesis del peptidoglicano (Lpo, DedD o N-
acetilmurámico 6-fosfato esterasa) (Park y Uehara, 2008); así como de lipoproteínas que 
tienen funciones importantes para la célula (Nakayama et al., 2012).  
 
El complejo Bam, encargado del ensamblaje de proteínas de membrana externa (Volokhina et 
al., 2013), se conforma de BamA, componente principal, y cuatro lipoproteínas asociadas 
(BamB, BamC, BamD y BamE) (Sklar et al., 2007a; Volokhina et al., 2013; Wu et al., 2005). Este 
complejo es esencial (especialmente BamA) para evitar que las proteínas de membrana de 
nueva creación se acumulen en el periplasma (Volokhina et al., 2013), evitando que su 
integración circunstancial en la membrana interna, desacople la fuerza protón-motriz 
(Gessmann et al., 2014) y afecte negativamente a la viabilidad celular. Antes de su ensamblaje 
en la membrana externa, las proteínas a insertar, a medida que atraviesan el periplasma, 
deben mantenerse en un estado de plegamiento idóneo (Soltes et al., 2016) que se consigue 
mediante la actividad una red de proteínas chaperonas, proteasas y factores de plegamiento 
(Merdanovic et al., 2011; Sklar et al., 2007b) entre las que se encuentra la chaperona 
periplásmica SurA, fundamental para el proceso (Lazar y Kolter, 1996; Soltes et al., 2016). SurA 
también es importante para el ensamblaje de factores críticos de biogénesis, como la máquina 
de transporte de lipopolisacárido (LPS) (Ruiz et al., 2010; Vertommen et al., 2009) o el correcto 
ensamblaje de muchos factores de virulencia de la membrana externa, como el pilus P y las 
fimbrias de Tipo I (Soltes et al., 2016). En este trabajo, tanto el complejo Bam como la proteína 
SurA se mantuvieron constantes a lo largo de las experiencias realizadas. 
 
Entre otras proteínas estructurales que se mantuvieron constantes a lo largo del tiempo, la 
porina OmpA (y otras) presenta funciones de mantenimiento de integridad de la membrana 
externa (Asakura et al., 2008; Koebnik et al., 2000; Sonntag et al., 1978). La proteína OmpA 
contribuye a la tolerancia a condiciones adversas como ambientes ácidos o con alta 
osmolaridad (Wang, 2002) y participa en la regulación de la resistencia a antibióticos 
(Hashizume et al., 1993). 
 
Las proteínas relacionadas con el mantenimiento de la forma bacilar MreB y MreC se 
mantuvieron constantes. La proteína MreB, de acuerdo con los análisis de sus secuencias se 
trataría de una proteína citoplasmática; sin embargo, hay evidencias de la asociación de esta 
proteína con la membrana (Chiu et al., 2008; Figge et al., 2004; Mazza et al., 2006; Wachi et 
al., 1989). Chiu et al. (2008) relacionaron el inicio de la reducción del tamaño de V. 
parahaemolyticus con un aumento en la expresión del gen mreB. Kruse et al. (2003) 
demostraron que la disminución de la expresión de la proteína MreB en E. coli daba lugar a 
células esféricas y Parada (2016) y Orruño et al. (2017) establecieron una relación directa entre 
el mantenimiento de la concentración de la proteína MreB y del tamaño celular en E. coli. En 
este trabajo, no se encontró dicha relación, ya que, si bien las poblaciones de V. harveyi 
ambiental redujeron su tamaño y adquirieron una forma cocoide (Objetivo 2, Resultados, 
apartado  1), la detección de MreB no varió. Resultados similares han sido descritos por Parada 
(2016) para la cepa de V. harveyi CECT 525 no pudiendo establecer relación entre la expresión 
de la proteína MreB y la reducción del tamaño de V. harveyi. 
 
Por otra parte, los descensos de la expresión de varias lipoproteínas inespecíficas o de 
proteínas relacionadas con la biogénesis de las envueltas, fundamentalmente en poblaciones 
mantenidas a 20⁰C, parecen compensarse con el mantenimiento descrito para otras proteínas. 
 
Además de OmpA, otras proteínas de membrana externa o porinas como OmpW, OmpU, 
OmpK y OmpR, entre otras, se mantuvieron constantes a lo largo de las experiencias. 
Provenzano et al. (2001) indicaron que aproximadamente el 2% de la membrana externa está 



148 DISCUSIÓN 
 

compuesta por Omps que brindan protección a la célula colaborando en la permeabilidad 
selectiva (Yen et al., 2002). Además, para ciertos microorganismos, como es el caso de Vibrio, 
se ha indicado que las porinas permitirían la unión a los tejidos del huésped facilitando la 
colonización (Aeckersberg et al., 2001; Duperthuy et al., 2011; Goo et al., 2006; Zhu et al., 
2019). Cambios en la osmolaridad (Xu et al., 2004, 2005; Wu et al., 2006) y en la disponibilidad 
de nutrientes (Abdallah et al., 2010) provocan cambios en la expresión de diversas Omps (p.e. 
OmpW y OmpU). En el presente estudio, en cambio, no se observaron alteraciones en la 
expresión de diversas proteínas Omps, situación que podría deberse al origen de la cepa 
estudiada y la presumible adaptación a los factores del entorno, entre ellos la escasez de 
nutrientes.  
 
Entre otras proteínas de membrana externa que no variaron su expresión a lo largo de las 
experiencias se encuentran las proteínas TolC y BtuB. TolC interactúa con AcrAB como la 
principal bomba de eflujo desempeñando un papel importante en la resistencia bacteriana a 
tóxicos (Koronakis et al., 2000; Weeks et al., 2014; Zhang et al., 2015b) y en la secreción de 
proteínas (Wandersman y Delepelaire, 1990; Zgurskaya et al., 2011). Además, TolC, junto a 
otras proteínas de membrana, está relacionada con la adhesión a diferentes huéspedes (Zhu et 
al., 2019). BtuB, por su parte, es un transportador TonB-dependiente implicado en el 
transporte de vitamina B12 (Balusek y Gumbart, 2016).  
 
En las bacterias, existen dos vías principales de secreción de proteínas a través de la 
membrana citoplasmática, la ruta de secreción general o vía Sec (Wickner et al., 1991; Osborne 
et al., 2005) y la vía de translocación de Tipo-arginina o vía Tat (Berks et al., 2005) que 
translocan proteínas mediante mecanismos fundamentalmente diferentes; si bien se pueden 
reconocer varios elementos comunes (Natale et al., 2008). El sistema Sec está involucrado 
tanto en la secreción de proteínas desplegadas a través de la membrana interna (Beckwith, 
2013) como en la inserción de proteínas de membrana en la membrana citoplasmática (Luirink 
et al., 2005). El sistema Tat, por su parte, se considera implicado principalmente en la 
secreción de proteínas plegadas y/o que contienen cofactores. Además, se encuentran 
sistemas de secreción de proteínas más específicos, los sistemas de secreción de proteínas de 
Tipo I-V (Henderson et al., 2004; Johnson et al., 2006). Estos sistemas son, principalmente, 
responsables de la translocación y secreción de proteínas a través de la membrana externa en 
bacterias Gram negativas (y pueden utilizar las maquinarias Sec o Tat para el transporte a 
través de la membrana citoplasmática) (Natale et al., 2008). En este estudio, la proteína TraF, 
relacionada con el sistema de secreción de Tipo IV aumentó su expresión, sugiriendo que 
procesos bacterianos relacionados con la conjugación y la translocación de sustancias 
efectoras relacionadas con la patogénesis se mantuvieron activos (Christie et al., 2014). 
 
Para V. harveyi ambiental se detectaron numerosos sistemas de transporte relacionados con la 
adquisición de nutrientes tanto orgánicos como inorgánicos (sistemas fosfotransferasa [PTS], 
ABC, antiportadores y simportadores o transportadores inespecíficos); sistemas de secreción 
Sec y Tat, además de otros sistemas de secreción y bombas de extrusión que se mantuvieron 
contantes a lo largo de las experiencias. También se detectaron variaciones en la expresión de 
algunos transportadores, mayoritariamente disminución de la expresión e incluso no 
detección, fundamentalmente en poblaciones mantenidas a 20⁰C. 
 
La estabilidad de proteínas y complejos relacionados con la bioenergética celular; p.e., 
componentes de cadena de transporte de electrones y ATPasas, observada en este trabajo 
coincide con los resultados obtenidos por Parada (2016) y Parada et al. (2016) para la cepa de 
colección V. harveyi CECT 525 quienes encontraron, incluso en poblaciones en estado VNC, 
indicios del funcionamiento de la cadena de transporte de electrones y de un metabolismo 
energético activo en condiciones similares a las estudiadas. Sin embargo, a diferencia de los 
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resultados encontrados por Parada (2016) que destacó la pérdida de las subunidades B y C del 
complejo NADH:ubiquinona oxidorreductasa coincidiendo con la entrada en el estado VNC; en 
este trabajo, en el que la cepa ambiental no adoptó dicho estado, se mantuvieron las 
subunidades del complejo NADH-quinona reductasa. En este contexto de análisis de proteínas 
implicadas en la bioenergética, Unemoto (2000) resaltó la importancia del sodio para el 
crecimiento óptimo de las bacterias marinas. Este complejo NADH:ubiquinona 
oxidorreductasa, encargado de expulsar sodio, genera una fuerza sodio-motriz, que se acopla a 
la toma activa de nutrientes (p.e. a los antiportadores y simportadores detectados en este 
trabajo) y a la rotación del flagelo polar. Por otra parte, a pesar de la aparente estabilidad 
detectada para este grupo de proteínas, se observaron cambios en la expresión de 
subunidades e isoformas de citocromo c, fundamentalmente en poblaciones mantenidas a 
20⁰C. 
 
Las proteasas son enzimas importantes en la adquisición de nutrientes bacterianos debido a su 
capacidad para convertir proteínas en formas utilizables por el organismo (Johnson, 2013). 
Para el género Vibrio, varios autores (Gulig et al., 2005; Hasegawa et al., 2008; Lee et al., 2002; 
Naka y Crosa, 2011; Shinoda y Miyoshi, 2011; Ye et al., 2008) han indicado la necesidad de la 
actuación de dichas enzimas; por ejemplo, Zn-metaloproteasa, serina proteasas, cisteína 
proteasas, etc. Además, diversas proteasas como HflC o la proteína zinc-metaloproteasa ATP-
dependiente FtsH están implicadas en el control de la calidad de las proteínas integrales de 
membrana. A su vez, HflC colabora en la estabilidad celular degradando proteínas dañadas o 
innecesarias para la célula que podrían inhabilitar determinadas funciones de la propia 
membrana (Ito y Akiyama, 2005; Narberhaus et al., 2009). La metaloproteasa ATP-dependiente 
FtsH, por su parte, es una proteasa que in vivo forma un complejo con el heterodímero HflKC, 
modulador de FtsH, anclado a la membrana y expuesto hacia el periplasma. Entre sus 
funciones destaca la participación en el correcto ensamblaje y exportación de proteínas de 
membrana o degradación de proteínas (Kihara et al., 1996, 1998; Schumann, 1999). 
 
La mayoría de las cepas bacterianas, especialmente las bacterias Gram negativas privadas de 
fosfato inorgánico, producen fosfatasas alcalinas, hidrolasas inespecíficas, (Wanner, 1993), 
entre ellas, varias cepas del género Vibrio (Roy et al., 1982; Woolkalis y Baumann, 1981). 
Hauksson et al. (2000) indicaron una mayor afinidad de estas proteínas por su sustrato a bajas 
temperaturas; así como, una mayor tasa de producción de las mismas en medios con escasez 
de fosfato inorgánico. Coincidiendo con estos autores, la expresión de fosfatasa alcalina en 
poblaciones de V. harveyi ambiental mantenida en agua de mar natural a 4⁰C se mantuvo 
constantes e incrementó para poblaciones mantenidas a 20⁰C. 
 
A pesar de que las condiciones imperantes en este estudio; escasez de nutrientes, 
temperaturas subóptimas y elevada densidad bacteriana, pueden impedir o retardar la división 
celular y el crecimiento poblacional en Vibrio spp. (Chase y Harwood, 2011; Parada, 2016; 
Soto-Rodriguez et al., 2019), se detectaron varias proteínas relacionadas con dichos procesos 
que se mantuvieron constantes; por ejemplo, componentes del sistema Tol-Pal. Las proteínas 
que forman el complejo Tol-Pal están involucradas en el mantenimiento de la estructura y 
función adecuadas de la envoltura celular (Godlewska et al., 2009) o en la biogénesis y/o 
transporte de componentes del lipopolisacárido (Gaspar et al., 2000; Vines et al., 2005). 
Diversos autores (Clavel et al., 1996; Lazzaroni et al., 1999; Llamas et al., 2000; Webster, 1991) 
han indicado que la incorrecta función del sistema Tol-Pal provoca división celular aberrante, 
cambios fisiológicos, liberación de proteínas periplásmicas de la célula, motilidad alterada, etc. 
Este sistema también parece jugar un papel importante en la patogénesis de ciertas bacterias 
Gram negativas, como es el caso de V. cholerae (Godlewska et al., 2009). Además, las 
proteínas Lpo que facilitan la síntesis del septo en el peptidoglicano y el sistema Tol-Pal se 
coordinan física y funcionalmente a través de la proteína CpoB que interactúa con ambos 
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complejos regulándolos y contribuyendo al mantenimiento de la integridad de la envoltura 
celular durante la división (Gray et al., 2015). En este trabajo, el mantenimiento de las 
proteínas pertenecientes a estos sistemas, podría estar relacionado con su papel en el 
mantenimiento de la estructura y funciones de la envoltura celular más que en procesos de 
división.  
 
Otras proteínas y/o complejos relacionados con el proceso de división celular como proteínas 
relacionadas con la segregación de cromosomas (proteínas Par) o proteínas que modulan la 
polimerización de la proteína FtsZ y reclutan otras proteínas del divisoma (proteínas Zap) se 
mantuvieron constantes. La mayoría de proteínas Fts también siguieron este patrón, menos la 
proteína de división celular FtsZ formadora del anillo (Egan y Vollmer, 2013) y la proteína 
formadora del septo a 20⁰C. V. harveyi ambiental bajo condiciones adversas mantendría la 
maquinaria necesaria para llevar a cabo la división celular, pero o bien el ambiente 
desfavorable no facilite dicho proceso o bien se utilice para la renovación de una parte de la 
población, no detectándose variación del número de células (Objetivo 2, Resultados, apartado 
1).  
 
La capacidad de una bacteria para sobrevivir en un ambiente hostil o variable radica en la 
correcta detección de las características del ambiente y en la capacidad de responder a los 
cambios. Con esta finalidad, las bacterias han desarrollado sistemas de transducción de 
señales que transforman dichas señales en respuestas intracelulares (Mascher et al., 2006). 
Los gradientes químicos provocan el proceso de quimiotaxis bacteriano (Ferris et al., 2014) que 
recae en una cascada de receptores y transmisores (proteínas Che, histidina quinasas, etc.) 
que terminan generando movimiento, ya que la señal es finalmente transmitida hasta el 
cuerpo basal del flagelo, el cual cambia su rotación (Alexandre y Zhulin, 2003; Karatan et al., 
2001) dependiendo de la atracción o repulsión de la bacteria por el estímulo. En este trabajo, 
para V. harveyi ambiental, se observó mantenimiento en sólo algunas proteínas quimiotácticas 
y flagelares, mientras que otras disminuyeron e incluso dejaron de detectarse. Así, los 
resultados obtenidos en este trabajo podrían indicar pérdida y/o reducción de movilidad, tal y 
como describieron Dawson et al. (1981), Lutz et al. (2013), Parada (2016) y Wai et al. (1999) 
para poblaciones de Vibrio spp., relacionando la pérdida de la motilidad con la capacidad para 
sobrevivir en condiciones de escasez de nutrientes. Chen y Chen (2014) demostraron que, en 
condiciones de escasez de nutrientes, la motilidad de V. vulnificus disminuía con el tiempo. 
Este hecho supondría para las células un ahorro energético (adicional al de la reducción del 
tamaño) ya que la fuerza sodio-motriz utilizada para potenciar la rotación del flagelo (Häse y 
Barquera, 2001) se emplearía en procesos celulares más rentables para la supervivencia.  
 
Por otro lado, entre las proteínas relacionadas con la biogénesis de pilus de hemaglutinina 
manosa-sensitivo Tipo IV (MSHA) se encontró un comportamiento variable. El pilus de 
hemaglutinina manosa-sensitivo Tipo IV ha sido reportado como necesario para la adherencia 
y formación de biofilms (Marsh et al., 1996; Mascher et al., 2006). Los resultados obtenidos en 
este trabajo debieran revisarse atendiendo a la nula o escasa adherencia obtenida para la cepa 
V. harveyi ambiental durante las experiencias de supervivencia (Objetivo 2, Resultados, 
apartado 3). 
 
La supervivencia en entornos inestables y/o adversos requiere de una amplia gama de rápidas 
respuestas adaptativas que son desencadenadas por proteínas reguladoras. Estos reguladores 
responden a señales ambientales y celulares específicos que modulan la transcripción, 
traducción o algún otro evento en la expresión génica, de modo que las respuestas fisiológicas 
se modifican de manera apropiada (Cases et al., 2003; Henikoff et al., 1998; Ramos et al., 
2001). TetR es una de las familias de reguladores de la transcripción que está bien 
representada y ampliamente distribuida entre las bacterias (Levy, 1988; Levy et al., 1999; 
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Mendez et al., 1980; Orth et al., 2000). Estas proteínas controlan genes cuyos productos están 
implicados en la resistencia a múltiples fármacos, enzimas implicadas en diferentes vías 
catabólicas, biosíntesis de antibióticos, respuesta a estrés osmótico y patogenicidad tanto en 
bacterias Gram negativas como en Gram positivas (Ramos et al., 2005). V. harveyi ambiental 
mantuvo constante el regulador transcripcional de la familia TetR, sugiriendo que la capacidad 
de generar respuestas se mantuvo a lo largo de las experiencias. 
 
El hierro que se encuentra en concentraciones limitantes en aguas superficiales en zonas de 
mar abierto (Johnson et al., 1997) es uno de los nutrientes más necesarios para el crecimiento 
y la supervivencia de Vibrio (Johnson, 2013). Las bacterias desarrollan mecanismos diferentes 
para la adquisición de hierro como la inducción o la sobreexpresión de proteínas implicadas en 
el proceso (Alice et al., 2008; Mey et al., 2005; Thode et al., 2015). La adquisición de hierro 
reviste importancia durante la supervivencia de V. harveyi ambiental, al igual que para V. 
harveyi CECT 525 (Parada, 2016). Los resultados obtenidos mostraron que la proteína 
bacterioferritina, implicada en el almacenamiento de hierro (Chen y Morse, 1999), detectable 
al inicio de los experimentos, aumentó su expresión para ambas temperaturas. Estos 
resultados coinciden con los obtenidos por Kaberdin et al. (2015) y Montánchez et al. (2014) 
quienes demostraron una fuerte regulación positiva de los genes que codifican ferredoxinas 
asociadas a la bacterioferritina y proteínas transportadoras de hierro para V. harveyi CECT 525. 
Así, nuestros resultados parecen confirmar que la adaptación y supervivencia de V. harveyi en 
microcosmos de agua de mar están ligadas, entre otros, a la homeostasis del hierro. 
 
Dentro del grupo de proteínas no adscritas directamente a un grupo funcional, los factores de 
elongación EF-4 y EF-Tu detectados desde el inicio de las experiencias se mantuvieron 
constantes. EF-4 se requiere para una precisa y eficiente síntesis de proteínas bajo condiciones 
de estrés (Pech et al., 2011) y se almacena en la membrana y se libera en el citoplasma bajo 
condiciones de estrés (Pech et al., 2011). EF-Tu ha sido descrito como una chaperona 
citoplasmática implicada en la síntesis proteica, la regulación del crecimiento celular y la 
respuesta al estrés (Caldas et al., 1998; Yu et al., 1986).Sin embargo, Parada (2016) detectó EF-
Tu en el pool de proteínas de membrana tanto para E. coli como para V. harveyi CECT 525 
desde el inicio de la exposición a estrés. Parada (2016) encontró diferencias en la expresión de 
EF-Tu dependientes de temperatura (incremento a baja temperatura) que podrían estar 
relacionadas con la adquisición del estado VNC por parte de la cepa de colección mantenida a 
4⁰C. Resultados similares han sido descritos por Lai et al. (2009) para poblaciones de V. 
parahaemolyticus ST550 en estado VNC. Sin embargo, Jia et al. (2013) encontraron que esta 
proteína estaba negativamente regulada en células de V. harveyi SF1 en estado VNC. En este 
estudio, para la cepa de V.harveyi ambiental no se encontraron diferencias en cuando a la 
expresión de la proteína EF-Tu; si bien, tampoco adoptó el estado VNC a las temperaturas 
estudiadas. 
 
En cuanto a los factores relacionados con la virulencia bacteriana, aunque varias proteínas del 
sistema de secreción Tipo VI disminuyeron su expresión, la mayoría de las proteínas 
relacionadas con la patogenicidad se mantuvieron constantes, como la proteína ToxS, que 
estimula la actividad de la proteína ToxR (DiRita et al., 1991; Miller et al., 1989), la cual es el 
mayor activador de la expresión génica relativa a la virulencia en V. cholerae (Miller et al., 
1987). Otro ejemplo es el efector de Tipo III, relacionado con la patogenicidad mediada por los 
sistemas de secreción de Tipo III (T3SS) (Zhang et al., 2012). Este mecanismo de patogenicidad 
ha sido descrito en muchas especies de bacterias Gram negativas (Troisfontaines y Cornelis, 
2005). El T3SS es una estructura compleja compuesta por varias proteínas estructurales y 
relacionada con proteínas adicionales translocadoras que trasladan proteínas efectoras al 
citoplasma de la célula huésped. Estas proteínas efectoras son los factores de virulencia que 
efectúan los cambios en las células del hospedador, permitiendo la colonización, multiplicación 
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e incluso la persistencia crónica del patógeno en el hospedador (Coburn et al., 2007). Este 
sistema T3SS se ha descrito en varias especies del género Vibrio (Dziejman et al., 2005; Grimes 
et al., 2009; Henke y Bassler, 2004a; Makino et al., 2003; Naka et al., 2011; Rahman et al., 
2008; Shin et al., 2011; Tam et al., 2007; Vora et al., 2005).  
 
Por otro lado, las fosfolipasas constituyen un subgrupo diverso de enzimas lipolíticas que 
comparten la capacidad de hidrolizar uno o más enlaces éster en fosfolípidos, con actividad 
fosfodiesterasa y acil hidrolasa (Vance y Vance, 1996). Se ha indicado que es probable que las 
fosfolipasas estén involucradas en los procesos de ruptura de la membrana que a menudo 
ocurren durante la invasión de la célula huésped (Vance y Vance, 1996). Brok et al. (1994) 
sugirieron que, aun no siendo necesarias para la célula bacteriana en condiciones de 
laboratorio, podría ser esencial para el crecimiento en el entorno natural.  
 
Otro de los factores de virulencia asociado con Vibrio spp. son las hemolisinas (Mizuno et al., 
2019). Estas toxinas juegan un papel importante en el proceso de infección iniciado por estas 
bacterias (Iida y Honda, 1997; Shinoda, 1999). Por ejemplo, se consideran los principales 
factores de virulencia de V. parahaemolyticus (Mizuno et al., 2019). En este estudio, diferentes 
hemolisinas o isoformas se mantuvieron constantes para las dos situaciones estudiadas. 
 
Manefield et al. (2000) han sugerido que la producción de toxinas en V. harveyi está regulada 
por quorum sensing. Este proceso de comunicación química permite evaluar la densidad de 
población y cambiar su comportamiento en respuesta al ambiente (Bagert et al., 2016). 
Quorum sensing en V. harveyi implica varios sistemas de señales que regulan positivamente la 
bioluminescencia (Henke y Bassler, 2004b; Milton, 2006) y la producción de metaloproteasas 
(Mok et al., 2003), sideroforos, y exopolisacárido (Lilley y Bassler, 2000) y negativamente al 
sistema de secreción de Tipo III (Henke and Bassler, 2004a) en función de la densidad celular. 
Estas modificaciones han sido revisadas recientemente por Bagert et al. (2016). En este 
trabajo, proteínas relacionadas con dicho mecanismo de detección de quórum; como las 
proteínas Lux, se mantuvieron constantes a lo largo de las experiencias, lo que podría 
relacionarse con el mantenimiento de funciones relacionadas y ya discutidas.  
 
En el caso de V. harveyi ambiental se observaron ligeros cambios de expresión en proteínas 
estructurales y de transporte; en general, hacia una disminución de la expresión, junto con la 
sobreexpresión en proteínas relacionadas con la bioenergética celular. Su estrategia parece 
ajustarse a la satisfacción de necesidades energéticas incrementadas por el proceso de 
adaptación al medio. La composición proteica mostrada por esta cepa parece muy estable, sin 
pérdidas destacables tras exposición a las condiciones desfavorables estudiadas. Además, la 
sobreexpresión que se observa en algunas proteínas podría, de algún modo, compensar la 
pérdida de otras y así mantener la viabilidad celular, ya que se ha demostrado que, para 
contrarrestar las limitaciones de nutrientes en el medio ambiente, Vibrio es capaz de producir 
proteínas de estrés y activar vías que permiten la supervivencia a largo plazo (Abdallah et al., 
2012). 
 
El conjunto de los resultados presentados en este apartado para V. harveyi ambiental, indicaría 
una gran estabilidad del subproteoma de las envueltas celulares con cambios que 
aparentemente serían reorganizaciones de isoformas o variantes de proteínas que se 
mantienen constantes, de manera que las funciones de mantenimiento de la estructura, el 
transporte y la bioenergética no parecen estar comprometidas por la permanencia a 4⁰C y 
20⁰C en condiciones de escasez de nutrientes. Los principales cambios ocurren en proteínas 
sensoras y de movimiento que disminuyen su expresión, fundamentalmente a 20⁰C y en la 
sobreexpresión de bacterioferritina, problamente como adaptación a las características del 
agua de mar. 
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1. El protocolo de CARD-FISH, utilizando la sonda VIB572a, aplicado en este trabajo resulta 
adecuado para la detección de diferentes especies del género Vibrio, incluso en presencia de 
otros microorganismos, en muestras de agua de mar naturales. Además, resulta una 
metodología idónea para establecer la distribución y dinámica espacio-temporal de Vibrio spp. 
en aguas costeras. 
 
2. Bacterias pertenecientes a diferentes especies del género Vibrio muestran patrones de 
supervivencias distintos ante condiciones desfavorables. En general, la exposición a factores 
ambientales adversos genera la formación de una subpoblación de células en estado viable no 
cultivable, aunque las condiciones que promueven este proceso difieren para cada bacteria. 
 
3. Al menos para el género Vibrio, el uso de cepas modelo no parece adecuado para predecir el 
comportamiento de cepas ambientales bajo condiciones de estrés. 
 
4. Independientemente de la cepa y de su patrón de supervivencia, las bacterias del género 
Vibrio expuestas a condiciones de escasez de nutrientes reducen su tamaño celular como una 
estrategia para aumentar la relación superficie/volumen. El patrón de disminución varía con la 
exposición a temperatura, salinidades variables y a radiación visible. 
 
5. V. harveyi ambiental durante permanencia bajo condiciones adversas mantiene gran parte 
de sus proteínas de las envueltas; si bien se detectó un incremento en la fracción relacionada 
con bioenergética y disminución de proteínas sensoras y de movimiento.  
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ANEXO 1: Composición de soluciones del CARD-FISH. 
 
Paraformaldehído (PFA) 4% (preparar al momento) 
Para preparar 100 mL: 
• Calentar 60 mL de MilliQ a 60⁰C 
• Añadir 4 g de PFA y agitar 
• Disolver 80 μL de NaOH 2 M 
• Añadir 33 mL de 3X PBS 
• Ajustar a pH 7,2 
• Añadir MilliQ hasta llegar a 100 mL 
• Filtrar 
 
Agarosa 0,1% (preparar al momento) 
Para preparar 100 mL: 
• Calentar 100 mL de MilliQ a 60⁰C 
• Añadir 0,1 g de agarosa (de bajo punto de solidificación) 
 
Solución de lisozima (preparar al momento) 
Para preparar 20 mL: 
• 2 mL de EDTA 0,5 M 
• 2 mL de TRIS/HCl 1 M 
• 16 mL de agua MilliQ 
• Ajustar a pH 8 
• Pesar y añadir 200 mg de lisozima 
 
Solución de acromopeptidasa (preparar al momento). Para preparar 10 mL: 
• 10 mL tampón de acromopeptidasa: (4⁰C) 
 -100 µL NaCl 5 M 
 -500 µL TRIS/HCl 1 M 
 -50 mL MiliQ 
 -Ajustar pH 8 
• Añadir 20 µL de acromopeptidasa (60 U/mL) 
 
Tampón de hibridación (no necesario preparar al momento. Guardar a -20⁰C). Para preparar 
50 mL: 
• 3,6 mL NaCl 5 M (29,22 g NaCl/100 mL) 
• 400 μL de TRIS/HCl 1 M (14,18 g TRIS + 100 mL HCl). Ajustar a pH 8 
• 20 μL de SDS al 20% (p/v) en MilliQ a T⁰ ambiente 
• Añadir 8 mL de MilliQ estéril y mezclar todo 
• Añadir 2 g de sulfato de dextrano 
• Disolver con 6 mL de formamida 
• Añadir 2 mL de blocking reagent 10%: 
 -10 g blocking reagent 
 -100 mL de tampón de ácido maléico: 
  -1,16 g ácido maléico 
  -876,6 mg NaCl 

-100 mL MilliQ 
-Ajustar a pH 7,5 

• Distribuir en 900 μL en eppendorfs 
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Tampón de lavado (preparar al momento) 
Para preparar 50 mL: 
• 0,5 mL EDTA 
• 1 mL de TRIS/HCl 1 M 
• 640 μL de NaCl 5 M 
• 25 μL de SDS 20% 
• Añadir MilliQ hasta 50 mL 
 
Tampón de amplificación (no necesario preparar al momento. Guardar a 4⁰C) 
Para preparar 50 mL: 
• 2 mL de PBS 20X 
• 16 mL de NaCl 5M 
• 400 μL de blocking reagent 10%: 
 -10 g blocking reagent 
 -100 mL de tampón de ácido maléico: 
  -1,16 g ácido maléico 
  -876,6 mg NaCl 

-100 mL MilliQ 
-Ajustar a pH 7,5 

• 31,6 mL de MilliQ 
• Mezclar 
• 4 g de sulfato de dextrano 
• Calentar a 40-60⁰C hasta disolver 
 
Tiramida reconstituida (preparar al momento) 

Stock de tinción activa (ALEXA Fluor 488):  
• 1 mg de succinimidyl ester 
• 100 μL de dimetilformamida 
• Mezclar 

Stock de tiramida-HCl:  
• 10 μL trietilamina 
• 1 mL dimertilformamida 
• 10 mg de tiramida HCl 
• Mezclar 

Reacción: 
• 100 μL de stock de tinción activa (ALEXA Fluor 488) 
• 25,2 μL de Stock de tiramida HCl 
• Incubar durante 6-12 h a temperatura ambiente en oscuridad 
• Diluir la solución en etanol absoluto para tener una concentración final de 1 
mg/mL (1000 μL– 125,5 μL = 874,8 μL etanol absoluto) 
• Guardar en alícuotas de 20 μL en epperdorfs y en oscuridad a -80⁰C 
• Abrir los eppendorf y tapar con parafilm. Hacer agujeros para que se liofilice. 
Después de liofilizados, guardar a temperatura ambiente o estufa 

Uso: 
• Reconstruir las tiramidas con 20 μL de dimertilformamida (20 mg de IPBA/mL 
dimetilformamida) (4⁰C) 

 
DAPI-Mix 
• 5,5 mL de Citifluor 
• 1 mL de Vectashield con DAPI (1,5 μg/mL) 
• 500 μg de DAPI a 11 μg/mL 
• Mantener en oscuridad 
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ANEXO 2: Primers utilizados para la amplificación de los 7 genes housekeeping mediante 
Multilocus Sequence Analysis (MLSA). Se indica gen, nombre de los primers fordward y reverse 
y la secuencia del primer (5'→3'). 
 
 

Gen Primer Secuencia primer (5'→3') 

gapA 
VgapA150F AACTCACGGTCGTTTCAAC 

VgapA899R CGTTGTCGTACCAAGATAC 

ftsZ 
VftsZ75F GCTGTTGAACACATGGTACG 

VftsZ800R GCACCAGCAAGATCGATATC 

topA 
VtopA400F GAGATCATCGGTGGTGATG 

VtopA1200R GAAGGACGAATCGCTTCGTG 

mreB 
VmreB12F ACTTCGTGGCATGTTTTC 

VmreB999R CCGTGCATATCGATCATTTC 

gyrB 
VgyrB274F GAAGTTATCATGACGGTACTTC 

VgyrB1171R CCTTTACGACGAGTCATTTC 

pyrH 
VpyrH80F GATCGTATGGCTCAAGAAG 

VpyrH530R TAGGCATTTTGTGGTCACG 

recA 
VrecA130F GTCTACCAATGGGTCGTATC 

VrecA720R GCCATTGTAGCTGTACCAAG 
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ANEXO 3: Especies identificadas mediante los diferentes amplicones secuenciados, número de 
genes housekeeping que coinciden con la identificación e identificación más probable para los 
12 aislados y valores Query e Identity de cada una de las identificaciones (mediante BLAST, 
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 
 
 

Aislado Especie posible 
Número de amplicones de los 

genes housekeeping coincidentes 
con la identificación 

Identificación 
de grupo 

Query (%) Identity (%) 

1 Vibrio harveyi 7 Vibrio harveyi 100-76  99-90  

2 

Vibrio splendidus 

6 Splendidus 

100-99 99-93 

Vibrio lentus 100-91 99-89 

Vibrio crassostreae 100-92 99-96 

Vibrio cyclitrophicus 100-90 99-93 

Vibrio gigantis 100-95 99-94 

3 Vibrio splendidus 6 Splendidus 100-99 98-92 

4 

Vibrio crosai 

5 
Harveyi  

Orientalis  

99-91 94-81 

Vibrio campbelli 100-89 94-87 

Vibrio brasiliensis 100-95 94-83 

Vibrio orientalis 100-96 94-89 

Vibrio tubiashii  100-88 97-88 

5 

Vibrio tubiashii 

5 
Orientalis 
Harveyi  

100-87 89-89 

Vibrio orientalis 100-97 93-89 

Vibrio campbellii 100-97 89-85 

6 

Vibrio crassostreae 

6 Splendidus 

100-88 99-93 

Vibrio splendidus 100-99 95-90 

Vibrio lentus 100-95 99-90 

Vibrio gigantis  100-88 98-92 

7 Vibrio cyclitrophicus 5 Splendidus 100-83 100-92 

8 

Vibrio splendidus 

6 Splendidus 

100-99  95-92 

Vibrio lentus 100-97 99-90 

Virbio crassostreae 100-88 100-94 

Vibrio gigantis 100-98 98-93 

9 
Vibrio tubiashii 

5 
Orientalis 

 

100-89 97-90 

Vibrio orientalis 100-96 93-88 

10 Vibrio kanaloae 7 Splendidus 100-87 99-87 

11 
Vibrio splendidus 

7 Splendidus 
100-97 99-83 

Vibrio lentus 100-95 99-83 

12 Vibrio tubiashii 5 Orientalis 100-89 97-89 
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ANEXO 4: Agua de mar artificial (Farmer III JJ y Hickman-Brenner FW, 2006)  
 
Fórmula MacLeod’s  

-Cloruro sódico: 23,38 g  
-Sulfato magnésico: 24,65 g  
-Cloruro potásico: 1,49 g  
-Cloruro cálcico: 2,94 g  

 
Disolver los compuestos en 1 L de agua destilada, resultando una solución incolora de un pH 
aproximado a 6,6. Dispensarlo en botellas o tubos con tapón de rosca. Esterilizar en autoclave 
a 121°C durante 20 minutos. La solución final debe ser incolora y libre de cristales sin disolver. 
Almacenar a temperatura ambiente. 
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ANEXO 5: TBS 1x: Tampón salino Tris-HCl 1x 
 
Compuestos:  

-Tris-HCl: 3 g  
-Cloruro sódico: 8,8 g  
-Cloruro potásico: 0,2 g  

 
Disolver en 1 L de agua destilada. Ajustar el pH a 7,5 con una solución de HCl al 37 %. Esterilizar 
en autoclave a 121°C durante 20 minutos y almacenar a 4°C. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

  





 

  



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
  
 
 

La permanencia de los microorganismos en los sistemas naturales está 
condicionada por factores ambientales cambiantes. En los últimos años, se ha 
incrementado la detección de cepas patógenas del género Vibrio y la incidencia 
global de enfermedades relacionadas con usos de agua. En este estudio se ha 
desarrollado un protocolo CARD-FISH para la detección de Vibrio spp. en ambientes 
naturales y se ha estudiado su distribución estacional en aguas costeras del golfo 
de Vizcaya. Además, se ha determinado el efecto de la variación de factores 
ambientales abióticos y bióticos en la supervivencia de las bacterias del género 
Vibrio aisladas en nuestras costas. Se han establecido patrones de supervivencia 
diferentes entre especies y también entre cepas ambientales y de colección de una 
misma especie. Por otra parte, se ha realizado un análisis comparativo de las 
variaciones del subproteoma de las envueltas celulares de V. harveyi ambiental 
mantenido a 2 temperaturas diferentes. A partir de esta información, se cuestiona 
la adecuación del uso de cepas modelo para profundizar en el conocimiento de la 
supervivencia y ciclo de vida de Vibrio spp. 


