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1. Resumen

Bdellovibrio bacteriovorus es una bacteria Gram-negativa, predadora obligada, que
ataca e invade otras bacterias Gram-negativas, incluidos patégenos animales y
vegetales. Su ciclo de vida consta de tres fases caracterizadas por perfiles
transcripcionales especificos y cuyo progreso depende de sefializacion por c-di-GMP:
una fase de ataque (AP), de vida libre y no replicativa, en la que caza a su presa, una
fase de transicion (TP) y una fase reproductiva o de crecimiento (GP) replicativa. A
causa de su ciclo vital Gnico y a su potencial como agente antimicrobiano, B.
bacteriovorus ha suscitado un gran interés como agente terapéutico y herramienta de

biocontrol en industria, acuicultura, ganaderia, horticultura y medicina.

2. Introduccion

La depredacion es una interaccion ecologica crucial que se da en todos los ecosistemas,
incluidos los habitados por microorganismos (Hungate et al., 2021). Las comunidades
bacterianas suelen entablar interacciones hostiles cuando compiten tanto por los
nutrientes como por los nichos ecoldgicos, y utilizan diversos métodos para obtener
ventaja sobre sus vecinas (Bratanis et al., 2020). Por ejemplo, sintetizan y secretan
antibidticos capaces de limitar el crecimiento o lisar a las bacterias vecinas, o0 cazan y

matan a sus presas mediante la depredacion bacteriana (Bratanis et al., 2020).

Las bacterias depredadoras pueden clasificarse en depredadores facultativos y
depredadores obligados (Hungate et al., 2021). Las depredadoras facultativas poseen la
capacidad de cambiar a un modo de vida saprofito, consumiendo una variedad de
sustratos en ausencia de su presa preferida. Por el contrario, los depredadores obligados
dependen exclusivamente del consumo de células presa para subsistir (Harding, 2019).

Este Gltimo tipo es en el que se centrard mayoritariamente el presente trabajo.

Actualmente, el estilo de vida depredador obligatorio esta restringido a la clase a-
proteobacteria (género Micavibrio) y 6-proteobacteria (familias: Bdellovibrionaceae,
Bacteriovoraceae, Peredibacteraceae, Halobacteriovoraceae y
Pseudobacteriovoracaceae), todas agrupadas bajo el término general Bdellovibrio and
like organisms (BALO) (Bratanis et al., 2020).



Los BALO constituyen un grupo de bacterias Gram-negativas que depredan
exclusivamente a otras bacterias Gram-negativas y se localizan tanto en ecosistemas

terrestres como acuaticos (Sockett & Lambert, 2004).

La depredacién de los BALO es periplasmica o epibiética, (Deeg et al., 2020), siendo
Bdellovibrio bacteriovorus el BALO mejor estudiado y que sirve como organismo
modelo para comprender la depredacion periplasmica (Bratanis et al., 2020).

B. bacteriovorus es un depredador periplasmico obligado que experimenta un ciclo
trifasico (Rotem et al., 2015) y dimoérfico que dura unas 4 horas y comprende varias
etapas microscopicas diferenciables (Sockett & Lambert, 2004). Asi, su ciclo de vida se
divide espacial y temporalmente en tres fases: fase de ataque (AP) no replicativa, fase de

transicion (TP) y fase de crecimiento (GP) y replicacion intraperiplasmica (Fig. 1).

En la AP, las células nadan libremente para localizar, reconocer y adherirse a la presa. El
reconocimiento exitoso desencadena la TP, durante la cual B. bacteriovorus evalla el
valor nutricional de la presa (Rotem et al., 2015). Si identifica la presa adecuada, el
depredador modifica la superficie celular del hospedador, lo que permite penetrar en su

periplasma sin causar dafios graves (Caulton & Lovering, 2020).

Tras entrar en el periplasma, Bdellovibrio sufre un cambio transcripcional y pasa a la GP,
formando un nicho estable denominado bdelloplasto (Bratanis et al., 2020). En esta fase,
la celula depredadora se aprovecha de los nutrientes de la presa para crecer hasta
convertirse en un filamento multinucleoide. Por altimo, se divide en multiples células
hijas AP en numeros pares o impares que escapan del bdelloplasto (Zakrzewska-
Czerwinska et al., 2019).

El crecimiento de B. bacteriovorus en presencia de una presa se conoce como crecimiento
dependiente de hospedador (HD). Alternativamente, en entornos ricos en nutrientes, B.
bacteriovorus puede sobrevivir sin un hospedador, lo que se conoce como crecimiento
independiente del hospedador (HI) (Fig. 1). Sin embargo, el crecimiento HI es raro y sélo

se produce en aproximadamente 1 de cada 108-107 células (Rotem et al., 2015).



Pese a su importancia, nuestro conocimiento actual de la dindmica molecular de la
depredacion bacteriana es limitado, pero los estudios al respecto son cada vez mas
numerosos. Un aspecto clave de estas interacciones es la seleccion de la presa, que
repercute directamente en el desarrollo del depredador. ¢Cuéles son las claves
moleculares que hacen que una bacteria depredadora elija una presa y no otra? ;Coémo
se regulan las distintas fases depredadoras? ;EvalUan estas bacterias el valor nutricional
de su presa? Para comprender el papel de la depredacion bacteriana en el equilibrio
ecoldgico y sus implicaciones en diversos entornos es necesario profundizar en estas

cuestiones que intentaran contestarse en esta revision bibliogréfica.
Asi, el objetivo principal de esta revision es proporcionar una comprension integral del

comportamiento depredador de B. bacteriovorus y explorar su uso practico.
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Figura 1. Representacion cronoldgica de las fases y etapas del ciclo de vida de B. bacteriovorus HD y
HI. El cilo de vida de B. bacteriovorus esta constituido por tres fases: la fase de ataque, de vida libre y
no replicativa (incluye las etapas desde la septacion del bdelloplasto hasta la adhesién a la presa); la
fase de transicion, en la que se evalta el valor nutricional de la presa (incluye la etapa tardia de la
adhesion, la invasion y el inicio del establecimiento del bdelloplasto); y la fase de crecimiento,
replicativa (incluye la formacion del bdelloplasto, el crecimiento intracelular, la septaciéon del
filamento, la maduracion de las nuevas células AP y la lisis del bdelloplasto) (Bukowska-Faniband et
al., 2020)



3. Ciclo de vida y estrategias de depredacion
3.1. Dependiente de hospedador (HD): invasion periplasmica

A continuacion, se presentara de forma detallada, y a partir de un enfoque principalmente
molecular, las diferentes fases que constituyen el ciclo de vida de B. bacteriovorus. También
se abordaran aspectos morfoldgicos relevantes para una comprension completa del proceso.

. Motilidad y deteccién de la presa

Las células AP son moviles, pequefias (0,2-0,5 pm x 0,5-2,5 um) y tienen forma de
coma. La proteina homdloga de actina eucariota MreB2 juega un papel crucial en el
mantenimiento de la forma celular (Fenton et al., 2010) junto con la proteina CcrP,
actuando como un andamio por debajo, aunque no es esencial (Fenton et al., 2010). No

obstante, pueden intervenir otros factores en el mantenimiento de la forma celular.

Estas celulas poseen un unico flagelo, largo, polar y con envuelta, responsable de su alto
grado de motilidad, que les permite nadar a enormes velocidades de hasta 160 pm - s!
(Lambert et al., 2006). Si bien la motilidad flagelar es importante para encontrar presas
en medios liquidos, no es esencial ni para penetrarlas ni para la motilidad de
deslizamiento (gliding) asociada a superficies sdlidas y/o biopeliculas (Hobley et al.,
2012): inicialmente se creia que B. bacteriovorus invadia a las presas perforandolas
mecanicamente mediante impactos a alta velocidad, facilitados por la rotacion del
flagelo. Sin embargo, hallazgos posteriores demostraron que esta hipotesis era
incorrecta, ya que los mutantes con movilidad reducida seguian mostrando capacidad
depredadora (Caulton & Lovering, 2020). Ademas, Bdellovibrio mantiene la capacidad
depredatoria en medios viscosos, aunque su exito disminuye (Kadouri & O’Toole,
2005), donde la velocidad celular y la rotacion de los flagelos son comparativamente

menores que en medios liquidos (Caulton & Lovering, 2020).

El flagelo se compone de seis flagelinas (FIiC1-6), de las cuales solo FIiC3 es esencial
en la depredacion (Lambert et al., 2006). EI genoma de B. bacteriovorus codifica tres
pares de proteinas MotAB, cada una de las cuales puede, independientemente, impulsar
la rotacion flagelar a través de una fuerza protén motriz (Morehouse et al., 2011). La
necesidad de ser movil conduce al mantenimiento de multiples copias funcionales de
los genes motAB. Esto evita la posibilidad de que se produzcan mutaciones espontaneas

que incapaciten a la célula.



Dwidar et al. (2017) demostraron que la supervivencia de Bdellovibrio durante la AP no
depende Unicamente de las reservas de aminoacidos obtenidas durante la GP, como se
proponia en estudios anteriores. La presencia de nutrientes en el medio induce la
secrecién de proteasas, por lo que pueden incorporar aminoacidos también durante la
AP para evitar quedarse sin reservas antes de encontrar a otra presa. Tambiéen
desencadena cambios en el transcriptoma del depredador, similares a los observados

durante el crecimiento periplasmico, como se vera méas adelante.

En cuanto a la deteccion de la presa, B. bacteriovorus contiene tres genes de aerotaxis y
veinte genes de la proteina quimiotéctica de aceptacioén de metilo (MCP). La delecion de
un unico gen MCP (mcp2) reduce significativamente la eficacia de la depredacion en el
mutante (Lambert et al., 2008). Ademas, las principales proteinas implicadas en el
sistema de sefializacion de la quimiotaxis (CheY, CheA, CheW, CheB, y CheR) estan
todas representadas por multiples copias (Lambert et al., 2008). Todo esto sugiere que la
quimiotaxis desempefia un papel importante en la capacidad de la bacteria para localizar

presas.

Curiosamente, carece del gen chezZ, implicado en la terminacion de la sefal
quimiotactica en algunos grupos de bacterias mediante fosforilacion de CheY. No
obstante, el genoma de B. bacteriovorus codifica homologos tanto de cheC (Bd3101)
como de cheX (Bd1823), que pueden desempefiar el papel de cheZ (Lambert et al.,
2008).

I1.  Adhesion e invasion

El mecanismo por el que los depredadores identifican a sus presas siempre ha sido un
misterio, pues no se ha conseguido identificar moléculas Unicas que intervienen en la
adhesion. Por ejemplo, las tasas de adhesion de Bdellovibrio varian entre cepas rugosas
y lisas de E. coli y Salmonella spp, lo que indica que los lipopolisacaridos (LPS) puede
actuar como ligando (Capeness, 2015). Recientemente, Mun et al. (2022) descubrieron
que la cepa 109J de B. bacteriovorus reconoce la porina F de membrana externa (OmpF)
de E. coli, y su ausencia retrasa significativamente la depredacion. Sin embargo, el
reconocimiento de OmpF o de sus homologos no es esencial para la depredacion de otras
especies y/o cepas bacterianas. Esto sugiere que los mecanismos de adhesion sean
probablemente multifactoriales y que los BALO poseen una diversidad Unica en sus

sistemas de reconocimiento de presas.



Los pili de tipo IV (T4P), situados en el extremo no flagelado de las células AP, son
filamentos dindmicos que se polimerizan y despolimerizan rapidamente a partir de un
pool de pilinas (Craig et al., 2019). Los ciclos de extrusion (polimerizacién y extension
del filamento) y retraccion (despolimerizacion y acortamiento del filamento) desempefian
un papel crucial en las interacciones depredador-presa, pues la supresion del gen pilA

provoca la pérdida de la capacidad depredadora de Bdellovibrio (Chanyi & Koval, 2014).

En este contexto, Bd0108 y Bd0109 son proteinas clave implicadas en el control de la
extrusion y retraccion de los T4P, asi como en la transmision de sefiales al depredador
cuando el T4P contacta con la presa. Los genes bd0108 y bd0109 se coexpresan, y sus
ARNmM se traducen en proteinas que tienen una secuencia sefial reconocida por el sistema
de secrecion Sec que las trasladan al periplasma (Capeness et al., 2013). Aqui, Bd0108
interactla con Bd0109, a la que secuestra. Sin embargo, cuando la proteina Bd0109 no
esta asociada a Bd0108 puede anclarse a la region circundante de la pared celular donde
penetra el pili y/o a la fibra del T4P debido a un motivo estructural que puede reconocer
a los carbohidratos presentes tanto en peptidoglicano (PG) de la pared celular como en
las pilinas glicosiladas. La razon por la que Bd0109 se une a la pared celular es porque
tiene una funcion estructural y su ausencia debilita la pared celular en este punto, lo que

mata a las células (Capeness et al., 2013).

En la formacidon del T4P silvestres (wild type; WT) las pilinas se mantienen en la membrana
interna y luego se ensamblan en la fibra del T4P por su base, probablemente con la ayuda
de ATPasas (Capeness et al., 2013; Craig et al., 2019). El equilibrio de interaccion entre
Bd0108 y Bd0109 en el periplasma permite la extrusion/retraccion controlada del T4P con
éxito frente a sefiales ambientales. Un pilus completamente funcional activa los genes de

depredacion tras entrar en la presa (Capeness et al., 2013).

En los casos en que Bd0108 esta truncado, como ocurre con la delecion de 42 pb
comunmente observada en los mutantes HI, la interaccion entre Bd0108 y Bd0109 es
mas intensa que la observada en el WT. Esto reduce la frecuencia con la que Bd0109 y
T4P interaccionan, lo que da como resultado T4P extruidos mas largos que los WT.
Aunque el T4P esté presente, la falta de retraccion sefializa la expresion de genes

involucrados en el crecimiento HI (Capeness et al., 2013).

Pero ¢por qué el equilibrio entre la extrusién y retraccion del T4P permite a la célula

distinguir entre los modos de crecimiento HD y HI? Capeness et al. (2013) hipotetizan



que una via de sefializacién aun no identificada daria la sefial de crecimiento,

respondiendo a la concentracion de pilinas en el interior de la célula.

Por otro lado, durante la adhesion inicial, Bdellovibrio tiene un "periodo de
reconocimiento” en el que puede separarse y alejarse nadando antes de adherirse

permanentemente y “comprometerse” a la invasion (Harding, 2019).

La unién irreversible de Bdellovibrio inicia rapidamente la solubilizacion de
aproximadamente el 10-15% del peptidoglicano de la presa de forma controlada
ylocalizada (Harding, 2019), pues al confinar la maquinaria invasora a una zona de
entrada especifica, se evita la propagacién de los dafios y la lisis prematura de la
presa (Rotem et al., 2014).

Durante este proceso invasivo, entran en juego dos actividades enzimaticas: una
glicanasa y una peptidasa. Mientras que la actividad glicanasa sirve para solubilizar
la pared celular de la presa y facilitar la entrada, la actividad peptidasa escinde el
acido diaminopimélico (DAP). El objetivo final de estas dos actividades
enzimaticas es abrir el poro de entrada (mas estrecho que el propio depredador),
por donde Bdellovibrio atraviesa con éxito la capa de peptidoglicano (PG) y se

instala en el espacio periplasmico (Harding, 2019).

Poco después de que se complete la invasion, la actividad solubilizadora de
peptidoglicano de la glicanasa se detiene abruptamente, mientras que la actividad
peptidasa continda escindiendo DAP. La eliminacion de DAP anula la reticulacién
del PG lo que sugiere que es la causa del redondeo de la célula presa y del comienzo

de la formacion del bdelloplasto (Harding, 2019).

Tras el periodo inicial de escision del DAP, hay una enzima que lo reincorpora al
PG de la presa. Esta actividad ayuda a estabilizar la estructura del bdelloplasto y
contribuye al éxito general de la invasién depredadora de Bdellovibrio de la presa
(Harding, 2019).

Un estudio reciente de Banks et al. (2023) reporta el descubrimiento de una nueva
lipoproteina litica transglicosilasa (Bd3285) que B. bacteriovorus secreta en el
periplasma de una presa en division para escindir el septo, facilitando la conversién

de la célula presa en division en un nicho esférico propio del bdelloplasto (Fig. 2).



Otro aspecto importante de la invasion es la forma celular. La morfologia bacteriana esta
conservada evolutivamente y se sabe que confiere ventajas selectivas a diferentes estilos
de vida (Banks et al., 2022). En el caso de B. bacteriovorus, la curvatura celular vibrioide
facilita la invasion. Durante esta etapa, el depredador debe superar las fuerzas fisicas que
ejercen la pared celular y la membrana de la presa que se oponen a la entrada. Los
depredadores curvos pueden distribuir estas fuerzas de forma eficiente y penetrar en la
presa con mas facilidad que los depredadores en forma de baston.
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Figura 2. Modelo del mecanismo de accion de la transglicosilasa Bd3285 durante la depredacion de B.
bacteriovorus sobre una presa en division. (Banks et al., 2022). A. (i) presa no replicativa durante la
invasion (ii) presa en divisién durante la invasion. B. Accién de Bd3285 sobre el septo de la presa en
divisién. Esta enzima cataliza la escision no hidrolitica de los enlaces $-1,4-glicosidicos entre las moléculas
N-acetilglucosamina y N-actetilmuramico de la pared PG. DacB (DD-carboxipeptidasa) permite el
redondeamiento del bdelloplasto (Banks et al., 2022)

Cleavage of prey septum by

Banks et al. (2022) identificaron que uno de los factores responsables de la curvatura de
B. bacteriovorus es la hidrolasa de PG Bd1075. Esta enzima funciona como una LD-
caboxipeptidasa, escindiendo la D-alanina terminal de un tetrapéptido PG (compuesto
por L-Ala, D-Glu, mesoDap y D-Ala) para generar un tripéptido (compuesto por L-Ala,
D-Glu y meso-Dap). De esta forma una reduccion localizada de la reticulaciéon de PG
podria debilitarlo, haciendo que la célula se deformara ligeramente por la presion de
turgencia celular interna, que empuja hacia fuera para generar una curva convexa exterior
y, a continuacién, pueda ser fijada enzimaticamente (Banks et al., 2022).

Otro mecanismo por el que Bdellovibrio consigue mitigar en parte las fuerzas osmaoticas
de la presa durante la invasion es mediante la funcidn de extrusién/retraccion del T4P y

poder asi introducirse en su interior (Caulton & Lovering, 2020).



Tras el establecimiento en el periplasma, el flagelo no se desprende en la mayoria de
casos (80%). Por ello, puede observarse como parte del flagelo de Bdellovibrio emerge a
través de la membrana externa de la célula presa. Es en esta situacion en la que la
envoltura membranosa del flagelo mencionada anteriormente puede ayudar a su protusion
sin comprometer la integridad del bdelloplasto. Por consiguiente, el desprendimiento
flagelar no es un componente crucial de la invasioén temprana de presas (Lambert et al.,
2006).

I1l.  Formacion del bdelloplasto

B. bacteriovorus utiliza una plétora de enzimas hidroliticas durante su invasion para
transformar la célula presa en un entorno adecuado para el crecimiento y la replicacion.
Entre estas enzimas se incluyen dos DD-endopeptidasas, Bd0816 y Bd3459, que
Bdellovibrio secreta en el periplasma de la presa. Alli, catalizan la escision de los enlaces
cruzados de los muropéptidos del PG. El resultado final de esta actividad enzimatica es
la relajacion del PG de la presa, transformando asi su morfologia bacilar en bdelloplastos
esfericos (Harding, 2019).

Para impedir la actividad de sus propias DD-endopeptidasas sobre el PG, Bdellovibrio
utiliza la proteina anquirina (Bd3460) que puede formar un complejo con Bd3459 y
Bd0816 para inhibir su actividad antes de que sean secretadas en la célula presa
(Lambert et al., 2015).

A continuacion, la accion de las enzimas LD-transpeptidasas, como Bd0886 y Bd1176,
afiade enlaces cruzados adicionales a estos muropéptidos PG de la presa previamente
modificados, formando asi un nicho osmdticamente estable, protegido del ataque de
fagos, de la fotooxidacidn y de contaminantes ambientales (Bratanis et al., 2020).
Ademas, la mayor flexibilidad de la pared celular del bdelloplasto, en comparacion con
la pared celular de la presa no invadida, tiene un efecto bloqueante sobre la capacidad de
invasion de otros bdellovibrios (es decir, evita invasiones posteriores). Esto se debe a la
traccion que ejercen los T4P, que se cree que se adhieren a la capa PG. No obstante, bajo
una alta multiplicidad de infeccidn, es posible que varias células depredadoras se adhieran

y penetren en la presa (Pasternak et al., 2014).



Las GIcNAc-desacetilasas Bd0468 y Bd3279 se secretan en la célula presa e intervienen
en la N-desacetilacion de los residuos GICNAc en su pared celular. La desacetilacion
provoca resistencia a la lisozima, lo que permite estabilizar la estructura del bdelloplasto,
asi como marcar la pared celular para su destruccién al final del ciclo de vida depredador
(Lambert et al., 2016).

Para estabilizar ain més la estructura del bdelloplasto y asegurar el nicho
intraperiplasmico, la pared celular de la presa sufre otras modificaciones, como la
eliminacién de una parte significativa de la lipoproteina Braun (BLP), la fijacién de
acidos grasos (acilacion) y la reincorporacion de DAP.

La BLP se une covalentemente al DAP de la capa de PG. Es responsable del
mantenimiento de la integridad estructural de la membrana externa en las paredes
celulares de las bacterias Gram-negativas (Asmar & Collet, 2018). Por tanto, su
eliminacion causa el deterioro de la integridad estructural de la membrana externa. Se
hipotetiza que una enzima con actividad proteasa cataliza la eliminacion de la BLP
mediante la escision entre el grupo amino del residuo de lisina C-terminal y el grupo D-
carboxilo del DAP (Harding, 2019).

La union covalente de acidos grasos de cadena larga al peptidoglicano de la presa, junto
con la escision enzimatica de la glucosamina del LPS, aumenta la naturaleza hidrofébica
del bdelloplasto. Este hecho permite estabilizar la membrana externa, que sirve entonces
de barrera protectora contra la presion osmotica (Rotem et al., 2014).

Ademas, los acidos grasos pueden asociarse a los fosfolipidos de la membrana externa y

actuar como estabilizadores, compensando la eliminacion de la BLP (Harding, 2019).

Durante el establecimiento del bdelloplasto, la capacidad respiratoria disminuye
rapidamente debido a los dafios sufridos en la membrana citoplasmatica y la célula presa
muere (Bratanis et al., 2020). Asimismo, la sintesis del ADN de la presa se detiene y su
membrana plasmatica se vuelve permeable a pequefias moléculas hidrofilicas poco
después de la invasién. Como resultado, las moléculas citoplasmaticas se liberan y
pueden ser absorbidos por una variedad de transportadores primarios que se encuentran
en el genoma de Bdellovibrio, que son capaces de transportar azlcares, iones,

aminoacidos y acidos grasos de cadena corta (Harding, 2019).
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IV.  Crecimiento y division

Bdellovibrio es extremadamente eficiente en términos energéticos debido a su capacidad
para degradar y reciclar las biomoléculas de sus presas (Lambert et al., 2006). Gracias a
su amplio arsenal hidrolitico - que consta de 150 proteasas y peptidasas, 10 glicanasas,
20 desoxirribonucleasas, 9 ribonucleasas y 15 lipasas (Dwidar et al., 2012) -- aprovechan
una amplia variedad de nutrientes, incluyendo nucledtidos, aminoécidos, lipidos, acidos
organicos (como el acetato y el a-cetoglutarato) y polihidroxialcanoatos (PHA) para
generar ATP a través de una cadena funcional de transporte de electrones (Rotem et al.,
2014).

Aunqgue el genoma de B. bacteriovorus contiene todos los genes necesarios para el
metabolismo de purinas y pirimidinas, puede prescindir de su sintesis hasta cierto punto
ya que incorpora una cantidad importante de ADN (70%) y ARN (20-40%) procedente
de sus presas (Rotem et al., 2014).

Durante el crecimiento, la produccion y el consumo de energia se mantienen
equilibrados. Ademas, Bdellovibrio tiene la capacidad de aumentar su eficiencia
energética obteniendo directamente ATP del citoplasma de su presa por un mecanismo

gue aun se desconoce.

Otra molécula que potencialmente podria vincularse a la vida en el periplasma es el
sideroforo aerobactina. Durante los primeros minutos de la fase GP, cuando las
condiciones oxidantes dominan en el periplasma, es posible que el hierro ferroso (Fe?*)
soluble de la presa se oxide, haciendo que no esté disponible para el depredador
(insoluble). En este caso, la aerobactina podria unirse al ion férrico (Fe**) y transportarlo
a la célula depredadora en crecimiento, permitiéndole adquirir los nutrientes necesarios
para sobrevivir (Pasternak et al., 2014).

Ademas, MreB juega un papel crucial durante el crecimiento, ya que la inhibicién de su
polimerizacion da como resultado la detencion del crecimiento en las etapas iniciales del

desarrollo de bdelloplastos (Fenton et al., 2010).

Durante la GP, Bdellovibrio crece desde ambos extremos y forma un filamento alargado.
Rapidamente duplica sus cromosomas en multiples copias que se distribuyen a lo largo
de la célula antes de la septacion. Este filamento sigue creciendo hasta que se agotan los

nutrientes de la célula presa, lo que desencadena la division celular. El filamento se divide
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simultaneamente en toda su longitud, produciendo tanto nimeros pares como impares de
celulas hija. El tamafio de la célula presa determina el nimero de la progenie, que suele
ser de 4 a 6 células, ya que las presas mas grandes permiten mayor aprovechamiento
energeético (Zakrzewska-Czerwinska et al., 2019).

V.  Maduracion y lisis

Una vez completada la division, la progenie tarda unos 30 minutos en madurar y
convertirse de nuevo en células AP, durante los cuales se activa la sintesis de nuevos
flagelos (M. Capeness, 2015). Una vez maduras, las células méviles AP lisan el
bdelloplasto para completar el ciclo. Este proceso requiere una enzima especifica que
actle sobre residuos desacetilados del PG. Harding et al. (2020) descubrieron que la
lisozima DslA, que actua sobre el peptidoglicano desacetilado, esta implicada en la
salida de la presa. Las cepas con una delecion del gen dslA tardan mas en abandonar
la presa. Ademas, la adicion exogena de DslA causa la liberacion prematura de B.
bacteriovorus. Tras la lisis del bdelloplasto, las células AP nadadoras libres se
embarcan en la bdsqueda de nuevas presas para comenzar de nuevo el ciclo de

depredacion.
3.2. Dependiente de hospedador (HD): invasion epibidtica

En la estrategia epibidtica, el depredador permanece adherido a la pared celular de la
presa, consumiéndola externamente sin penetrar en la célula (Pasternak et al., 2014).
Algunos depredadores como Vampirococcus y Vampirovibrio utilizan esta estrategia, al
igual que Micavibrio aeruginosavorus y Bdellovibrio exovorus del grupo BALO
(Bratanis et al., 2020).

En conjunto, las diferencias entre los depredadores epibidticos y periplasmicos son
enormes y pueden atribuirse al modo de depredacién, el método de division celular
(fision binaria vs division no binaria), la capacidad de vivir en ausencia de un

hospedador, el tamafio del genoma y del proteoma (Pasternak et al., 2014).

La filogenia de los depredadores epibioticos sugiere que evolucionaron por convergencia:
M. aeruginosavorus se origin6 a partir de un ancestro no depredador, mientras que B.
exovorus evoluciond a partir de depredadores periplasmicos por pérdida de genes
(Pasternak et al., 2014).
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3.3. Independiente de hospedador (HI)

B. bacteriovorus puede crecer independientemente del hospedador (HI) en un entorno
rico en nutrientes debido a mutaciones espontaneas en bd0108 (HI tipo 1) y rhiB o pcnB
(HI tipo 11). Bd0108 participa en interacciones con la maquinaria del pilus tipo 1Va,
mientras que RhIB y PcnB son componentes del degradadosoma de ARN. Los mutantes
HI de tipo | pueden crecer en un medio rico suplementado con extracto de presay los HI
de tipo Il pueden crecer sin la necesidad de extracto de presa. Las células HI muestran
cambios desregulados entre las fases AP y GP, asi como cambios en los patrones de
expresién de genes y proteinas. Sin embargo, mantienen los rasgos tipicos de GP,
incluyendo el crecimiento filamentoso y polinucleoide (Rotem et al., 2016).

En cuanto a diferencias morfologicas, las células HI son generalmente mas grandes (0,3-
0,4 um x 1,0-10,0 um) y menos moviles que las células HD. Aunque la mayoria de las
celulas HI pueden depredar, lo hacen a un ritmo reducido (Bratanis et al., 2020). Sin
embargo, transferencias secuenciales en medio completo sin presas conducen a la
pérdida de la capacidad depredadora. Las células HI pueden tener maltiples flagelos,
pero no siempre se corresponden con la motilidad y pueden estar en diferentes

posiciones.

4. Dinamica de la replicacion cromosomica y regulacion de

la expresion genica

El reciente estudio de Plgskowska et al. (2023) muestra que B. bacteriovorus exhibe un
modo singular de reproduccion mediante fisién binaria y no-binaria cuya eleccion
depende del tamafio de la presa. En bacterias pequefias como Proteus mirabilis (longitud
celular < 2 um), B. bacteriovorus experimenta una fisién binaria con ensamblaje de
anillos FtsZ en la mitad de la célula, lo que da lugar a dos células hijas. Cuando depreda
organismos de mayor tamafio (longitud celular > 2 um), el filamento de B. bacteriovorus
sufre un proceso de divisidn que no sigue un patron binario, que da lugar a la produccion

de un nimero par o impar de células.

En B. bacteriovorus HD, la replicacion del cromosoma se produce exclusivamente
durante la fase GP, en la que los genes asociados a este evento aumentan su expresion,
y comienza generalmente en el polo invasor (94%) (Zakrzewska-Czerwinska et al.,
2019).
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Aunque Zakrzewska-Czerwinska et al. (2019) mostraron que tras haberse sintetizado
maltiples copias del cromosoma el proceso de septacion en B. bacteriovorus era
sincronico, Plagskowska et al. (2023) revelan que FtsZ se recluta de forma asincrénica en
los lugares de division, apareciendo la primera sefial antes del final de la sintesis de ADN.
Otras sefales de reclutamiento de FtsZ aparecen secuencialmente. Por ejemplo,en un
filamento que se dividira en cuatro células, la tercera sefial FtsZ sucede 30 min después
de la aparicion de la primera sefial FtsZ.

Segun Zakrzewska-Czerwinska et al. (2019) el tiempo medio necesario para la
replicacion cromosomica (desde el ensamblaje del replisoma hasta su desaparicion) es
de 144 + 26 minutos. Sin embargo, la replicacion de los filamentos que dan lugar a méas
de dos células hijas concluye en aproximadamente 187 minutos (Zakrzewska-
Czerwinska et al., 2019). Esto supone que un nuevo ciclo de replicacion debe iniciarse
antes de que finalice el anterior (Kaljevi¢ et al., 2021; Zakrzewska-Czerwinska et al.,
2019).

Para sintetizar de dos a tres cromosomas nacientes, B. bacteriovorus utiliza el ADN y el
ARN de su presa como fuentes directas de nucle6tidos. Sin embargo, la sintesis de
cromosomas adicionales exige una sintesis de novo de nucleétidos, derivados de
precursores de carbono y nitrégeno, incluidos los aminoacidos obtenidos a través de la

hidrolisis de las proteinas de la presa (Zakrzewska-Czerwinska et al., 2019).

En bacterias modelo, y también en Bdellovibrio, la segregacién cromosomica estéa
regulada por el sistema ParABS formado por las proteinas ParA y ParB. ParB se une a
secuencias de ADN similares al centromero llamadas ParS para formar el complejo
nucleoproteico ParBS. ParA es una ATPasa que se dimerizay reconoce al ADN de forma
inespecifica en presencia de ATP. La interaccion entre ParA-ATP y el complejo ParBS
activa la actividad ATPasa de ParA facilitando la segregacion cromosémica. El ParA-
ADP puede entonces ser fosforilado y se unird de nuevo al ADN. Esto permite que el
ParBS se mueva unidireccionalmente a lo largo de un gradiente de concentracion de
ParA-ATP (Kaljevi¢ et al., 2021)

Curiosamente, las células que invaden rapidamente nuevas presas tras ser liberadas del
bdelloplasto inician la replicacion mucho antes que en células depredadoras de vida libre

que tardaron mas en invadir a otras células (23 min frente a 74 min) (Zakrzewska-
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Czerwinska et al., 2019). Es posible que las proteinas implicadas en la replicacion
cromosémica, como la proteina iniciadora de la replicacion DnaA, no se degraden
completamente en las células de B. bacteriovorus que experimentan una replicacion

temprana.

Tras la finalizacion de la replicacion, el filamento multinucleoide de B. bacteriovorus
sufre septacion multiple para garantizar que cada nueva célula depredadora reciba una
Unica copia cromosémica. El proceso de septacion del filamento tarda unos 40 minutos
en completarse, independientemente del nimero de células hija que se produzcan

(Zakrzewska-Czerwinska et al., 2019).
4.1. Coordinacion espaciotemporal de la division celular no binaria

En bacterias modelo, el control espaciotemporal de la division celular se logra mediante
reguladores negativos, como el sistema Min y los factores de oclusion de nucleoides
(Rowlett & Margolin, 2015). El primero impide la formacion del septo en los polos
celulares, mientras que el ultimo evita su formacién hasta que se haya replicado el
cromosoma. Ademas, existen reguladores positivos que promueven la formacion del
septo reclutando a FtsZ (Rowlett & Margolin, 2015). Sin embargo, en el genoma de B.
bacteriovorus no se han identificado genes homologos de reguladores negativos, lo que
sugiere la posible existencia de reguladores desconocidos implicados en el control de la

division celular.

Segun la revision de Laloux (2020), la division celular se inicia por el agotamiento de un
factor procedente de la presa o por la acumulacién de un compuesto liberado por B.
bacteriovorus a medida que crece. Esta conclusion se ve respaldada por varios hallazgos.
Por ejemplo, cuando una misma presa es invadida simultaneamente por dos
depredadores, ambos se dividen al mismo tiempo, aunque produzcan un niumero
diferente de células hijas. Esto implica que la division no depende Unicamente del
numero de la progenie, sino mas bien de una sefial procedente de la presa que puede ser

percibida por ambas células depredadoras.

Ademas, investigaciones anteriores han establecido un vinculo entre el tamafio de la
presa y la longitud del filamento del depredador, lo que refuerza la idea de que la

disponibilidad de nutrientes rige el crecimiento y el momento de la division.
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4.2. Establecimiento de la polaridad celular

Tras la septacion, las células hijas deben establecer su polaridad. En la division no-
binaria, algunas células hijas adquieren dos polos nuevos en lugar de heredar un polo
antiguo de la célula madre como ocurre en la fision binaria. Esto plantea la cuestion de
coémo y cuéndo se establece la polaridad en la progenie, en la que uno de los polos es el
invasivo, con el T4P, y otro el polo flagelado (Laloux, 2020).

Para determinar la identidad de los polos celulares, existen grupos de proteinas y
complejos de sefializacidn especificos conocidos como centros polares o polar hubs. El
genoma de B. bacteriovorus contiene informacion para codificar DivIVA y un homélogo
de la bactofilina, lo que sugiere que podrian ser posibles candidatos para establecer o

mantener la polaridad celular (Laloux, 2020).

Milner et al. (2020) proponen que B. bacteriovorus utiliza una via de sefializacion en la
que esta implicada DivIVA, junto con un homologo de ParA y proteinas sensoras del
contenido nutricional y del estado oxidativo de la célula presa. Esto ayuda a definir las

proporciones en el momento en el que los recursos de la célula presa se han agotado.

DivIVA se ha caracterizado por tener diversas funciones, desde la regulacion de la
septacion hasta el crecimiento de los polos celulares, principalmente en bacterias Gram-
positivas. En B. bacteriovorus existe un homologo de DivIVA codificado por bd0464
(DivIVARg) que se expresa constitutivamente y se localiza en ambos polos durante el
crecimiento del depredador. Esto sugiere que DivIVAgs podria coordinar el
posicionamiento del septo durante la replicacion, dando lugar a una funcionalidad similar

a MinC y MinD, que no estan presentes en B. bacteriovorus (Milner et al., 2020).

Ademas, DivIVAgg interacciona con proteinas sensoras de sefiales metabolicas
relacionadas con cambios en el estado redox o la biosintesis de amino&cidos. Estas
sefiales podrian ser importantes indicadores para el depredador, sefialando el consumo
de oxigeno y nutrientes de la presa dentro del bdelloplasto. Entre los candidatos se
encuentran Bd0548, una proteina citoplasmatica asociada con la sintesis de una
menaquinona que permitir el transporte de electrones en condiciones anaerobicas;
Bd2106 y Bd2107, asociadas con la remodelacion de los componentes de transporte de
electrones, como las proteinas Fe-S y los citocromos, a medida que disminuye la

concentracion de oxigeno en el bdelloplasto; y Bd3538, un homélogo de TrmJ, como
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una posible proteina de respuesta al estrés oxidativo (Milner et al., 2020).

Por otro lado, ParA, una proteina responsable de la segregacion cromosomica, también
esta involucrada en la septacion en muchas especies. B. bacteriovorus posee tres
homélogos de ParA (ParAl, ParA2 y ParA3). ParA3 esté asociado al proceso de division
celular junto con DivIVA y ademas se coexpresa junto a ParB. ParAl y ParA2 no son
esenciales en la division celular, pero ParA2 interviene en la motilidad tipo gliding. La
interaccion entre ParB y la proteina citoesquelética bactofilina frena la maquinaria de
segregacion cromosomica cerca de los polos. Esta interaccion puede contribuir a la
coordinacion de la segregacion cromosomica durante la division (Milner et al., 2020).

4.3. Expresion diferencial de genes en las AP y GP

La gran mayoria de los genes de B. bacteriovorus muestran una expresion diferencial
entre las fases AP, TPy GP (Karunker et al., 2013), sin embargo, ain no se conocen bien
los mecanismos moleculares a nivel génico que desencadenan la importante transicion de
los fenotipos AP a GP de Bdellovibrio. Los experimentos recientes de Tsao et al. (2022)
demuestran la existencia de secuencias ricas en guanina en el genoma de Bdellovibrio
que pueden formar cuadruplex de ADN (o G4) in vivo. Este hallazgo sugiere que los G4
podrian desempefiar un papel en la regulacion de la expresion genica durante el ciclo de
vida de B. bacteriovorus. Adicionalmente, los datos transcriptdmicos muestran que los
genes ubicados cerca de estas secuencias ricas en guanina no se activan o desactivan al

unisono durante las mismas fases del ciclo de vida, lo que respalda ain mas esta idea.

Otro punto importante en la regulacion de la expresion genica es el factor de transcripcion
FIIA (028). En la mayoria de bacterias, los genes regulados por FliA no estan
relacionados con el ciclo celular. Sin embargo, en B. bacteriovorus FliA actia como
regulador maestro de la AP, controlando la transcripcion de, aproximadamente, el 77%
de los genes de esta fase (Avidan et al., 2017). La transcripcién del resto de genes AP
son probablemente controlados por factores sigma adicionales, como RpoE (Bd3314)
(Lambert et al., 2012). En este caso, RpoE no es esencial para la depredacion, pero si
afecta a su eficiencia. Los mutantes fliA™ resultan ser letales tanto en las células HD como
HI. Esto sugiere que FIiA desempefia un papel crucial en la regulacion de procesos
celulares vitales, fendmeno que no se observa en otras especies bacterianas.

Por tanto, la regulacién de FliA es necesaria para la progresion del ciclo (Avidan et al.,
2017).
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Las principales funciones de los genes AP estan relacionadas con la motilidad, la
quimiotaxis, la adhesion y las funciones de la membrana externa, que son esenciales
para detectar, adherirse y penetrar en la célula presa. Por otro lado, los genes GP
consisten en genes asociados con el crecimiento y la division, incluidas las proteinas
ribosémicas y los componentes de la ARN polimerasa. Ademas, los genes GP abarcan
varios genes de transporte y metabolizacion del peptidoglicano, que probablemente
desempefian un papel en el procesamiento y la internalizacion de los nutrientes de la

presa (Karunker et al., 2013).

Segun Karunker et al. (2013), el 67% de los genes expresados por B. bacteriovorus estan
activos en GP (1557 genes), el 15% se expresan en AP (353 genes) y el 18% se genes se
expresan durante ambas fases. De los genes expresados simultdneamente (18%), 114
eran mas dominantes en la fase AP y 66 lo eran en la fase GP. Segun este patron de
expresion, los genes se activan en AP o GP, pero no en ambas al mismo tiempo, lo que
sugiere que hay una regulacion especifica de la expresion génica en cada fase del ciclo.
De los genes expresados en AP, el 59% codifican proteinas hipotéticas que ain no se
conocen y el 41% restante intervienen en la quimiotaxis, motilidad y composicién de la
superficie celular. Por otro lado, los genes expresados durante la fase GP estan
involucrados principalmente en la biogénesis de los ribosomas, la division celular, la

ADN polimerasa, las proteinas de particion cromosémica y el metabolismo energético.

Ademas, Karunker et al. (2013) descubrieron ocho Small non-coding RNA (SRNA)
especificos de la fase AP. Tres de estos SRNAs poseen motivos FliA, capaces de
reconocer la secuencia consenso de este factor sigma en el ADN, lo que sugiere un papel
en la regulacion de las funciones especificas de AP. Cabe destacar que uno de los SRNA
identificados se expresaba en gran medida durante AP y contenia un riboswitch de c-di-
GMP (diguanilato ciclico). Este tipo especifico de SRNA se denominan merRNA

(massively expressed riboswitch).

El riboswitch c-di-GMP posee un aptdmero con gran afinidad por el c-di-GMP. Cuando
el merRNA se sobreexpresa en la célula, el riboswitch actia como un reservorio de c-di-
GMP durante la fase AP (Rotem et al., 2016). Esto podria significar que el merRNA
desemperfia un papel en la transicion de la fase AP a la GP. Es posible que los cambios en
el entorno celular provocados por la adhesion a la presa, como los cambios en un

metabolito especifico o en el nivel de pH, provoquen cambios estructurales o la
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descomposicion del merRNA. Esto liberaria una gran cantidad de c-di-GMP en la célula
que podria entonces controlar rapidamente la transicion de la forma atacante y maévil (AP)
a una forma no movil en crecimiento (GP) (Karunker et al., 2013). Sin embargo, esta

hipotesis ain debe demostrarse.

Es tentador pensar que los componentes RhIB o PcnB del degradasoma puedan tener la
funcién de escindir/modificar la estructura del merRNA, promoviendo asi la liberacion
del c-di-GMP y, en consecuencia, la transicion de la AP a la GP. Esto se ve respaldado
por las mutaciones espontaneas en los genes rhiB o pcnB que inducen la aparicién de
mutantes HI tipo Il y, por tanto, células que se mantienen permanentemente en AP (con
elevada concentracion de merRNA). Por ahora, conocemos que el degradasoma
desemperfia un papel importante en el procesamiento del rRNA y en la degradacion del
MRNA (Gorna et al., 2012). Aunque se desconoce si el degradosoma puede degradar
directamente los riboswitches, se ha observado que la RNasa E, un componente del
degradosoma de E. coli, puede escindir parte del riboswitch unido a su ligando de forma
independiente — es decir, sin formar parte del complejo multiproteico — (J. Richards &
Belasco, 2021). Es importante mencionar que la composicion del degradosoma varia
ampliamente en las proteobacterias (Carpousis, 2007), y aun se desconoce si el

degradasoma de Bdellovibrio desempefia esta funcion propuesta.

5. Sefalizacion celular y regulacion de la depredacion:

importancia del c-di-GMP

El diguanilato ciclico (c-di-GMP) es un segundo mensajero que juega un papel crucial
en el control de una amplia gama de funciones bacterianas como el cambio en el estilo
de vida de células moviles e independientes a la formacion de biopeliculas (Hobley

et al., 2012). En el caso de las bacterias depredadoras, la maquinaria del c-di-GMP es

esencial tanto para la fase de invasion de la presa como para el escape de las células

hijas al final del ciclo replicativo del depredador (Rotem et al., 2015).
5.1. Control de las funciones celulares durante el crecimiento HD

El c-di-GMP se sintetiza por enzimas de la familia diguanilato ciclasa (DGC) con
dominios GGDEF vy se degrada por fosfodiesterasas con dominios EAL o HD-GYP. El
c-di-GMP actua celularmente mediante su interaccion con diferentes proteinas efectoras
(Hobley et al., 2012).
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Uno de los efectores mas frecuentes son las proteinas que contienen un dominio PilZ,

esencial para la biogénesis del pili tipo IV (Hobley et al., 2012).

Sin embargo, existen algunas DGC, conocidas como GGDEF hibridas promiscuas
(Hypr), que son capaces de sintetizar GMP-AMP ciclico (cGAMP) en lugar de c-di-
GMP, 0 ambos segundos mensajeros (Rangarajan & Waters, 2022). Recientemente se ha
descubierto la proteina Bd0367 con actividad Hypr GGDEF, que sintetiza tanto cGAMP
como c-di-GMP (Lowry et al., 2022). Estos segundos mensajeros intervienen en la
regulacion de dos mecanismos de motilidad diferentes (Fig. 3): el deslizamiento (gliding)
y la motilidad natatoria (swimming), respectivamente, ambos necesarios para que la
bacteria complete con éxito su ciclo de vida. Tras la lisis del bdelloplasto, B. bacteriovous
utiliza la motilidad flagelar para salir de sus presas en medios liquidos y el gliding para

abandonarlas en superficies solidas, entrando asi en AP.

Por otro lado, la invasion y el crecimiento de B. bacteriovorus también estan regulados
por DGCs (DgcA-D). DgcA (Bd0367) y DgcB (Bd0742) son cruciales para el modo de
vida depredador, mientras que DgcC (Bd1434) es esencial para el crecimiento HI (Rotem
et al., 2016). Adn no se conocen todos los mecanismos a través de los cuales estas
proteinas Dgc ejercen sus diversas funciones.
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Figura 3. Bd0367 en B. bacteriovorus tiene doble funcion, sintetizando
CGAMP y c-di-GMP para regular el deslizamiento y la motilidad natatoria,
respectivamente. Sin embargo, no esta claro qué sefiales desencadenan la
sintesis de estos segundos mensajeros. (Rangarajan & Waters, 2022)

El inicio de la invasion de la presa esta controlado por DgcB. Estructuralmente, esta
constituida por los dominios GGDEF y FHA formando un dimero. EI dominio FHA es

un sensor fosfopéptido consenso, y el ligando para la activacion se deriva de la region
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N-terminal de la propia DgcB. Sin embargo, el estimulo que activa DgcB y permite la
sintesis de c-di-GMP para la sefializacién de la invasion se desconoce. Cuando se
alcanza un umbral maximo, DgcB se inhibe a través de retroalimentacion negativa
mediada por el sitio | (region inhibitoria del dominio GGDEF) (Meek et al., 2019).

DgcB controla la invasion de la presa junto con CdgA (Bd3125), un DGC inactivo, que
facilita la rapida penetracion de la presa y tal vez sea activado por una proteina reguladora
situada en el extremo de invasion de la presa. Cabe destacar que una proteina con dominio
PilZ (Bd1482) podria recibir sefiales de DgcA para facilitar la motilidad tipo gliding
(Rotem et al., 2016).

5.2. Control del cambio de fases: de AP a GP

Rotem et al. (2015) propusieron un modelo que describe las posibles vias reguladoras
que intervienen en el comportamiento depredador de B. bacteriovorus (Fig 4).
Asimismo, los trabajos de Avidan et al. (2017) y Capeness et al. (2013) completan este
modelo mostrando cdémo las interacciones entre Bd0108 y Bd0109 regulan la

extrusion/retraccion del T4P que resulta en el envio de una sefial de crecimiento.

B. bacteriovorus HD debe diferenciar entre células presa y no presa y determinar la
disponibilidad de nutrientes para que la depredacion sea efectiva. Estos puntos de

control estan marcados por dos sefiales separadas espacial y temporalmente.

La primera sefial esta presente en la membrana plasmatica de la presa, mientras que la
segunda sefial se localiza més tarde en el citoplasma. Estas sefiales, tienen efectos
distintos en la regulacion de la transcripcion genética que definen la transicion entre AP
y GP (Rotem et al., 2015).

Durante la fase AP, las vias de sefializacion implicadas en la recepcion de las sefiales
temprana y tardia estan inhibidas. La sefial inicial, que se transmite a través de membrana
plasmatica mediante el T4P, estd inhibida por Bd0108 (una proteina implicada en la
extrusion/retraccion del T4P). La segunda sefial se transduce a través de una via de
sefializacion posterior que utiliza un receptor no identificado. Esta via es suprimida por
las subunidades RhIB o PcnB del degradosoma de ARN. Las células AP expresan un
perfil transcripcional “por defecto” en el que el merRNA se transcribe masivamente y se
expresan el factor 628 (FliA) y bd0108, pero no se expresan los genes responsables de la
formacion de bdelloplastos y GP. (Fig 4. Al, A2).
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Cuando una célula AP se une de forma estable con la célula presa, percibe la primera
sefial presente en la membrana plasmaética. Esta deteccion reduce la inhibicion de
Bd0108 y altera el estado de extrusion/retraccion del T4P. Esta alteracion conduce al
inicio de la transduccion de sefiales. CdgA, un efector de di-GMP ciclico, es esencial
para la invasion eficiente de la célula presa, e interactta con el complejo proteico
regulador del pilus, facilitando potencialmente este proceso. Mientras tanto, la sefial
tardia se mantiene inactiva (Fig 4. B1, B2).

Una vez que se produce la deteccion temprana, el perfil transcripcional cambia de un
programa AP a un programa de reconocimiento, lo que caracteriza la fase de transicion
AP-GP. La represion parcial de merRNA, que induce la liberacion de c-di-GMP, y el
silenciamiento completo de bd0108 son indicativos de este cambio. A su vez, se
activan los genes GP tempranos que permiten la penetracion y la formacion de
bdelloplastos, asi como la expresion de funciones relacionadas con el crecimiento. A

pesar de este cambio, el regulador FliA permanece activo (Fig 4. B1, B2).

En este punto, la célula depredadora ain no se ha comprometido totalmente a entrar en
el GP y todavia tiene un aspecto morfologico similar al de una célula AP. Esta fase
transitoria puede durar hasta una hora, que es el tiempo que transcurre entre la entrada
de la presa y el inicio del crecimiento. Durante esta fase, la membrana citoplasmatica

del bdelloplasto se vuelve totalmente permeable a las moléculas pequefias.

La liberacion de la segunda sefial desde el citosol de la presa al periplasma del

bdelloplasto es necesaria para que la célula depredadora avance hacia la GP. La

deteccion simultanea de ambas sefiales mientras la célula estd adherida a la membrana

citoplasmatica provoca el silenciamiento de FlIiA y de los genes de formacion del
bdelloplasto, el silenciamiento completo del merRNA y un aumento de la expresion de

los genes GP, lo que da lugar a una célula GP completamente formada (Fig 4. C1, C2).
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Figura 4. Representacion esquematica del perfil de expresion génica conocida de B.
bacteriovorus durante el crecimiento HD en las diferentes fases del ciclo. (A1) Busqueda de
una presa. (A2) La transduccion de sefiales temprana es inhibida por Bd0108 y la transduccion
de sefiales tardia es reprimida por las subunidades del degradosoma de ARN RhIB o PcnB. (B1)
Adhesion y reconocimiento de la célula AP la presa. (B2) El reconocimiento se logra después
de detectar la primera sefial en la membrana citoplasmica. Como resultado, se atenta la
inhibicion por Bd0108, lo que desencadena la transduccion de sefiales. La deteccion temprana
induce el programa transcripcional de reconocimiento de la presa: bd0108 esta completamente
silenciado y los genes de formacion de bdelloplast y los genes GP tempranos son inducidos.
(C1) Inicio de la GP dentro del bdelloplasto. (C2) La perforacion de la membrana citoplasmica
libera la segunda sefial del citosol y promueve la alteracion del perfil transcripcional al
programa GP en el que todos los genes AP activos y los genes de formacién de bdelloplast
reducen su expresion y se inducen genes GP para permitir la replicaciéon de ADN vy el
crecimiento.. (Rotem et al., 2016)

La segunda sefial liberada por la presa es importante para determinar si hay suficientes
nutrientes presentes en el entorno citoplasmatico del bdelloplasto para sostener el
crecimiento, pero no contribuye directamente a la nutricion. El efecto promotor del
crecimiento de la segunda sefial depende de su concentracion (Rotem et al., 2016). Esto
podria explicar por qué algunas células de B. bacteriovorus, aunque pocas, necesitan una
segunda presa para completar su ciclo de vida, fendmeno observado por Zakrzewska-
Czerwinska et al. (2019).
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6. Aplicaciones de Bdellovibrio y BALO

Recientemente, Bdellovibrio y BALO han despertado un creciente interés por sus
posibles aplicaciones en diferentes campos (industria, agricultura, sanidad) debido a su
interesante ciclo de vida y a su capacidad para eliminar bacterias patdgenas o
indeseables. En este apartado se revisaran algunas de las aplicaciones potenciales mas
importantes de estos microorganismos depredadores.

6.1. Agente terapéutico

Debido a su baja inmunogenicidad junto con la rareza y transitoriedad de la resistencia
de las presas a su ataque, B. bacteriovorus puede representar una alternativa valida a los
antibioticos en el tratamiento de patdgenos multirresistentes (Marine et al., 2020).
Ademas, Willis et al., (2016) han demostrado que Bdellovibrio coopera junto con el
sistema inmunitario del hospedador de forma sinérgica (en este caso pez cebra, Danio
rerio) para acabar con una cepa resistente a antibiéticos del patdgeno humano Shigella
flexneri. También, la eficiencia de depredacion de B. bacteriovorus no se ve afectado
por la presencia de bacterias Gram-positivas (Waso-Reyneke et al., 2022). Esto es
significativo pues podria usarse en comunidades bacterianas para eliminar

especificamente Gram-negativas.
6.1.1. Tratamiento de infecciones bacterianas en humanos y en animales

En la actualidad, las bacterias patdgenas que causan infecciones estan desarrollando
resistencia a los antibioticos tradicionales. Muchas de ellas adquieren resistencias a
través de la transmisién horizontal de genes y se conocen como bacterias

multirresistentes 0 MDR (Multidrug-resistant).

Ademas, las infecciones nosocomiales causadas por patdgenos del grupo ESKAPE
(Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter spp.) son particularmente
preocupantes ya que su tratamiento representa un gran desafio en la practica clinica (Pérez
et al., 2020). Por lo tanto, surge la necesidad de encontrar nuevas alternativas de

tratamiento. Una propuesta es utilizar bacterias depredadoras como “antibidticos vivos”.

El notable potencial de Bdellovibrio para aplicaciones terapéuticas se deriva de su

capacidad para eludir las fuertes reacciones inflamatorias tipicamente asociadas a las
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infecciones bacterianas. Esto puede atribuirse a una serie de caracteristicas Unicas que
presentan los lipopolisacaridos (LPS) de Bdellovibrio y que lo distinguen de otros
patdgenos. En particular, el lipido A de los LPS de Bdellovibrio comprende residuos de
a-D-manosa en lugar de los grupos fosfato convencionales, lo cual los hace carecer de
grupos cargados negativamente. Este rasgo distintivo confiere a Bdellovibrio una
afinidad de union significativamente menor a los receptores de LPS presentes en células
humanas, mitigando asi su actividad endotoxica en comparacion con patdgenos Gram-
negativos. La validez de esta afirmacion esta respaldada por la produccién atenuada de
citoquinas inflamatorias clave, concretamente TNF-o e IL-6, en macréfagos humanos

cuando se enfrentan a estas bacterias (Schwudke et al., 2003).

Aunque la depredacion de Bdellovibrio estd limitada en cuanto al rango de presas que
puede atacar (solo cepas Gram-negativas), excepcionalmente puede impedir la formacién
de biopeliculas de S. aureus y combatir las ya existentes mediante su arsenal de enzimas
hidroliticas (Im et al., 2018; Monnappa et al., 2014). Si bien es cierto que dichas cepas
son capaces de expresar proteasas en cantidades optimas para efectuar la degradacion
enzimatica de las biopeliculas de S. aureus, es importante reconocer que su uso podria

tener efectos negativos para el microambiente tisular contiguo.

No obstante, el uso terapéutico de Bdellovibrio supone ciertos problemas de eficacia
cuando se utilizan para tratar infecciones de patogenos especificos, por ejemplo, de
Pseudomonas aeruginosa. Una investigacion reciente del grupo de Hoshiko et al. (2021)
reveld que la depredacion de E. coli por B. bacteriovorus se inhibié en presencia de
Pseudomonas aeruginosa. Estudiaron la posible implicacion de los mecanismos de
quorum sensing con la inhibicién de la depredacion. Los resultados mostraron que el
sistema PQS (Pseudomonas Quinolone Signal) en P. aeruginosa activé una reaccion
defensiva contra B. bacteriovorus mediante la produccion de compuestos de quinolona,

en particular 4-hidroxi-2-heptilquinolina (HHQ).

Otro problema lo supone el modo respiratorio de Bdellovibrio. Es una bacteria aerobia
estricta, lo que puede restringir su aplicacion potencial en microambientes del cuerpo
humano con limitaciones de oxigeno, como el intestino (Dwidar et al., 2012). Sin
embargo, el uso de cepas como la HD100 permitiria su supervivencia en condiciones
microaerdfilas debido a la presencia de genes para la enzima citocromo ¢ oxidasa que

tiene una mayor afinidad por el oxigeno (Sockett & Lambert, 2004).
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6.1.2. Mecanismos de resistencia de la presa frente a Bdellovibrio

Varias investigaciones (Sockett & Lambert, 2004; Shemesh & Jurkevitch, 2004) han
demostrado que la resistencia a la depredacion es una respuesta fenotipica plastica, en
lugar de ser el resultado de mutaciones y seleccion natural. Esto, desde el punto de vista
de la supervivencia de Bdellovibrio, puede suponer una estrategia Util y eficaz, ya que
erradicar por completo la fuente de nutrientes podria resultar catastréfico para un
depredador bacteriano que depende de replicarse dentro de la célula presa (Capeness,
2015).

Para comprender la forma en que las bacterias eluden la depredacidn en ciertas ocasiones,
es necesario examinar los maltiples mecanismos en juego: (i) Aunque el LPS de la
superficie de la celula presa puede ser un factor importante, se ha observado que mutantes
"rugosos” (aquellos que producen una capa LPS defectuosa) de E. coli y Salmonella spp.
pueden ser depredados con éxito, lo que sugiere que otros factores también influyen en
el proceso (Fig. 5a); (ii) Ademas, las capsulas bacterianas pueden dificultar el acceso
total de Bdellovibrio a la célula presa, aunque esto no siempre ocurre (Fig. 5b); (iii)
Finalmente, la capa S, una estructura extracelular de proteinas o glicoproteinas, puede
dificultar el reconocimiento de la presa, lo que hace que la depredacién sea menos eficaz

y requiera buscar discontinuidades en la capa S (Fig. 5¢) (Koval y Hynes, 1991).

En general, el proceso de invasion de Bdellovibrio es complejo y dinamico, con muchos

factores en juego que pueden afectar a la eficacia de la depredacion.

V Modified LPS “ ‘/ Capsule x S-layer ‘/

Figura 5. (a) B. bacteriovorus se adhiere a bacterias gramnegativas con/sin antigeno LPS O
(izquierda/derecha). (b) B. bacteriovorus se adhiere a bacterias con capsula. Las capsulas de E. coli no
bloguean la predacion (izquierda), pero se desconocen los efectos de otras capsulas (derecha). (c) B.
bacteriovorus se adhiere a bacterias con una capa S solo donde esta incompleta (derecha), por lo que la
depredacién es menos eficiente en presas con capa S.
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6.1.3. Resistencia frente a antibidticos y terapia combinatoria

La estrategia de integrar la naturaleza depredadora de B. bacteriovorus con el uso de
antibioticos presenta una opcién viable para impulsar la potencia terapéutica de los
tratamientos existentes (Marine & Pos, 2020). Sin embargo, primero hay que
comprender mejor la capacidad intrinseca de B. bacteriovorus para resistir los efectos
de los antimicrobianos y los antibidticos.

Im et al. (2017) realizaron un estudio en el que exploraron la eficacia del uso de B.
bacteriovorus en combinacion con violaceina, un antimicrobiano con actividad contra
bacterias Gram-positivas, para tratar poblaciones de patdgenos MDR heterogéneos.
Concluyeron que el tratamiento combinado es mas eficaz, frente al uso de los agentes

individuales de forma aislada (B. bacteriovorus o la violaceina).

Por otro lado, los resultados derivados de los experimentos de Marine et al. (2020) revelan
que la trimetoprima es el antibidtico con menor efecto sobre B. bacteriovorus de entre
todos los probados en el estudio. Ademas, concluyeron que el mecanismo de resistencia
a la trimetoprima en B. bacteriovorus se debe a la baja afinidad de este por la enzima
dihidrofolato reductasa (asume una funcion vital al participar en la sintesis, metilacion y

reparacion del ADN, formando parte del ciclo de &cido folico).

Aparte de la combinacion de bacterias depredadoras junto con antibidticos, la
combinacion de bacteriéfagos y B. bacteriovorus también constituye una alternativa
terapéutica potencial, tal y como demuestran Hobley et al. (2020) Esta terapia
combinatoria de depredadores puede tener mas potencial que el uso de depredadores
individuales porque los cambios en la superficie de la presa seleccionados por un

depredador no protegen a la presa contra el otro depredador.
6.2. Agente de biocontrol

Ademas de su posible uso clinico, el empleo de BALOs en areas como la industria
alimentaria o la gestion de aguas residuales tiene importantes implicaciones econémicas
y ecoldgicas (Jurkevitch, 2020; Reyneke et al., 2020). Algunas de las enfermedades y
causas de mortalidad por patégenos mas frecuentes en los seres humanos son causadas
por bacterias presentes en los alimentos y el agua, como E. coli enterohemorréagica,
Salmonella spp., Campylobacter y Listeria monocytogenes (World Health Organization

(WHOQ)). Ademas, otros patdgenos como Pectobacterium y Pseudomonas spp. pueden
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provocar pérdidas de cosechas y fitopatologias (Aizawa, 2014). El control de estas
bacterias es un desafio debido a la escasez de productos bactericidas disponibles y las
regulaciones que limitan el uso de antibiéticos (World Health Organization (WHO)). Por
lo tanto, se valora el uso potencial de BALO como alternativa para controlar estos

patdgenos.
6.2.1. Control de la transferencia horizontal de genes

La resistencia a antibiéticos (AMR) es un grave problema mundial que supone una
amenaza para la salud pablica. Las estaciones depuradoras de aguas residuales (EDAR)
se han identificado como focos de aparicion y transmision de AMR a través de la presién
selectiva y la transferencia horizontal de genes (HGT) (Zhang et al., 2018). No obstante,
a pesar de la eliminacion de la mayoria de bacterias durante la depuracion de aguas
tradicional, todavia se pueden detectar genes de resistencia a los antibioticos (ARG). Por
ello, se ha sugerido el uso de bacterias depredadoras para regular la propagacion de ARG.
Se ha demostrado que B. bacteriovorus puede eliminar eficazmente cepas bacterianas
recombinantes presentes en medios acuosos y en el suelo, gracias a su capacidad de
degradar casi por completo el ADN de sus presas. A su vez, esto ayuda a reducir la HGT
y las reservas de ARG, lo que resulta especialmente beneficioso en entornos donde la

densidad de presas es alta, como en las EDAR (Bratanis et al., 2020).

Las poblaciones de bacterias resistentes a antibidticos pueden propagar ARG a través de
eventos de conjugacion, transformacion y transduccion. Asi, los mecanismos empleados
por los BALO para reducir la frecuencia de este fendmeno consisten en la depredacion
de células bacterianas (limitando la conjugacion), la degradacion nucleolitica del ADN
libre de células (limitando la transformacion) y la inactivacion de particulas de fago a

través de proteasas secretadas (limitando la transduccién).
6.2.2. Produccién agropecuaria

En agricultura, B. bacteriovorus se ha utilizado para controlar patégenos como
Pseudomonas glycinea en la planta de soja y Burkholderia glumae en el agua
dearrozales y en la rizosfera (Song, 2004). En ambos casos, la frecuencia de
depredacion sobre bacterias beneficiosas para la planta, como especies de
Sinorhizobium o fijadores de nitrégeno es muy reducida (Dwidar et al., 2012). Dado

que las biopeliculas permiten un nivel de supervivencia al ataque por Bdellovibrio
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superior al observado en células de vida libre (Kadouri & O’Toole, 2005) y la gran
cantidad de EPS que producen los rizobios (Sayyed et al., 2011), Bdellovibrio requiere
poblaciones con alta densidad de células (6-108 mL™) para conseguir depredar sobre
rizobios de forma eficaz y rapida (Keya & Alexander, 1975).

En el ambito de la acuicultura y la cria de animales, también se han reportado casos de
éxito en la aplicacién de B. bacteriovorus, logrando reducir la carga bacteriana en
muestras altamente contaminadas por bacterias Gram-negativas y ofreciendo un
tratamiento profilactico contra la contaminacion por Aeromonas hydrophila en la
acuicultura (Damron & Barbier, 2013). Asimismo, en las granjas de animales, la
aplicacion de B. bacteriovorus ha demostrado ser altamente efectiva en el control de
Salmonella sp. en gallinas, lo que sugiere que existe un enorme potencial en la
utilizacion de estos microorganismos en la mejora de la salud y bienestar animal
(Atterbury et al., 2011).

En lo que respecta a la seguridad alimentaria, también se ha evidenciado la utilidad de
Bdellovibrio en la depredacion de patdgenos entéricos como E. coli O157:H7,
Salmonella spp. y L. monocytogenes, lo que los convierte en una posible herramienta de
limpieza para equipos de procesamiento de alimentos y la eliminacion de biofilms
bacterianos (Kazi & Annapure, 2016). Ademas, se ha demostrado que, en ambientes
marinos, estos microbios pueden modular de manera natural el crecimiento de Vibrio
vulnificus y Vibrio paraheamolyticus en ostras, enriqueciendo asi el potencial de estos
seres microscopicos para el cuidado y proteccion de nuestros alimentos y ecosistemas
(Richards et al., 2012).

7. Conclusiones

Con todo, comprender los mecanismos moleculares y la organizacion espaciotemporal
del ciclo de vida de B. bacteriovorus es importante por dos motivos principales. En primer
lugar, desde el punto de vista de la ciencia basica, el método de proliferacion Gnico de B.
bacteriovorus, puede utilizarse para explorar cuestiones bioldgicas que no son posibles
de investigar con organismos modelo procariotas tradicionales. Esto podria conducir a
nuevos conocimientos sobre principios funcionales sobre el modo de division o el control
del ciclo celular. En segundo lugar, enfocado en la ciencia aplicada, Bdellovibrio ha
demostrado su potencial como agente eficaz contra bacterias patdgenas, y las

investigaciones en curso se centran en comprender sus mecanismos de accion.
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8. Perspectivas futuras

Posibles rutas que se pueden tomar en las investigaciones futuras sobre la biologia y
aplicaciones de Bdellovibrio y BALO incluyen:

1. Explorar e identificar mas componentes de la superficie de las presas y sus
respectivos roles en la depredacion, dado el pobre conocimiento que ain tenemos sobre
el reconocimiento y adhesion a las presas.

2. El desarrollo de herramientas genéticas como CRISPR-Cas9, para manipular los
genomas de Bdellovibrio o riboswitches sintéticos (Dwidar & Yokobayashi, 2017), para
controlar la expresion génica, son importantes hacia la ingenieria de bacterias
depredadoras enfocadas a casos practicos. Por ejemplo, para generar cepas resistentes a
factores de estrés fisiologicamente relevantes como la temperatura y los péptidos

antimicrobianos (Zurick et al., 2023).

3. La investigacion de la diversidad de las cepas de Bdellovibrio y sus funciones
ecologicas en diferentes entornos podria proporcionar informacion sobre sus posibles
aplicaciones terapéuticas. Las diferentes cepas pueden tener diferentes especificidades y
habilidades de depredacidn, asi como diferentes habilidades para sobrevivir en diferentes

entornos de presas.

4. El desarrollo de estrategias de aplicacién/administracion efectivas teniendo en cuenta
el patdgeno objetivo, la cepa especifica de Bdellovibrio, la dosis 6ptima, la formulacion
farmacéutica y la proporcion dptima de tamafio entre depredador y presa para obtener la

maxima eficacia (Plaskowska et al., 2023).

5. Explorar el potencial de Bdellovibrio para usarse en combinacion con otros
depredadores microbianos para desarrollar estrategias de depredacion mas efectivas y
especificas. La comprension de las interacciones y sinergias entre diferentes especies de
depredadores podria conducir al desarrollo de enfoques novedosos para controlar los

patégenos bacterianos en una variedad de entorno
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