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1. Resumen

Bdellovibrio bacteriovorus es un pequefio depredador Gram negativo que ha evolucionado
para invadir a otras bacterias Gram negativas, alimentarse y multiplicarse en el periplasma
a expensas de sus nutrientes. Debido a su estilo de vida unico, ha sido reconocido como un
agente de biocontrol con muchas aplicaciones. Ademas, se han encontrado bacterias del
género Bdellovibrio que son epibidticos, es decir, no se introducen en el periplasma. Los dos
tipos de Bdellovibrio pueden convertirse en independientes de hospedador si sufren algunas
mutaciones especificas en el genoma. En la Gltima década, se han publicado articulos sobre
los detalles moleculares que se dan durante el ciclo (expresion de genes, proteinas secretadas,
estructuras importantes, etc), ademas se ha demostrado que existen dos sefiales en la presa
para que ocurra la depredacion, una sefial temprana y una sefial tardia. En este TFG se reline

y resume el conocimiento actual sobre Bdellovibrio y sus posibles aplicaciones.

2. Introduccion

La depredacion es una interaccion natural y esencial presente en todos los niveles tréficos y
en todos los ecosistemas, que contribuye al mantenimiento del equilibrio ecol6gico (Johnke
et al., 2019). Las bacterias depredadoras estdn distribuidas en diferentes grupos
taxondmicos. Mientras que los depredadores obligados sobreviven consumiendo la célula de
la presa, los facultativos cambian facilmente a un estilo de vida saprofitico, consumiendo
una amplia gama de sustratos en ausencia de presas adecuadas (Jurkevitch, 2007; Korp et
al., 2016).

El descubrimiento de la depredacion obligada en bacterias fue accidental; la primera bacteria
con este tipo de depredacién fue aislada en 1962 por H. Stolp y H. Petzold, cuando intentaban
aislar del suelo un bacteri6fago para un patdgeno vegetal (Pseudomonas phaseolicola), pero
aparecieron calvas de la que se aisl6 Bdellovibrio (Stolp and Petzold., 1963). Bellovibrio
engloba a bacterias Gram negativas aerobias o microaeréfilas, quimiorganotrofas, con un
tamario promedio de 0,2 a 0,5 pm de ancho y de 0,5 a 2,5 ym de largo, con forma de vibrio;
presenta un flagelo polar que la hace altamente movil, se desplaza 100 veces su tamafio por
segundo (Caulton and Lovering, 2020). La alta movilidad le sirve para llevar a cabo una
busqueda selectiva de la presa por hidrodinamica que lleva al depredador donde hay mayor
densidad de presa, y cuando entra en contacto con ella, se adhiere a su superficie celular,

atraviesa la membrana externa hacia el periplasma, formando al entrar un “bdelloplasto”
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donde se inician los procesos digestivos de los componentes de la presa, el crecimientoy la
multiplicacién del depredador para dar lugar a nueva progenie (Prehna et al., 2014).

Araiz de la expansion de los genes de resistencia a antibioticos en los patdgenos bacterianos,
la busqueda de nuevas técnicas para la eliminacion de estos patdgenos se ha convertido en
un objetivo principal. La necesidad de una mejor gestion de nuestro medio ambiente también
impulsa la investigacion hacia aplicaciones en agricultura, acuicultura y tecnologias
ambientales. Asi, se estdn empleando los Bdellovibrio en sistemas de control bioldgico, para
el uso de sus enzimas (del tipo de las hidrolasas) y su empleo como depredadores frente a
ciertas bacterias (Mookherjee and Jurkevitch, 2021).

Las bacterias del género Bdellovibrio han evolucionado para invadir, matar y digerir una
amplia gama de hospedadores o presas, todas Gram negativas. El representante mas
estudiado y conocido es Bdellovibrio bacteriovorus un pequefio depredador de bacterias
Gram negativas (Salmonella sp., E. coli entre otras) y desde entonces este comportamiento

ha sido estudiado por bioquimicos, ecologos y microbi6logos (Negus et al., 2017).

Bdellovibrio presenta dos tipos de ciclos de vida, puede crecer con la presa denominandose
dependiente de hospedador (HD) o, mas raramente y tras mutaciones, puede crecer
axénicamente, es decir, sin hospedador al que depredar, denominandose independiente de
hospedador (HI) (Prehna et al., 2014). Los HD pueden presentar un ciclo endobidtico, si
entra en el periplasma para replicarse, o epibiotico, si se replica fuera del hospedador. En
general, el ciclo de vida es bifasico con una fase de ataque o de vida libre, en la que busca y
se adhiere a la presa y una fase de crecimiento, y de divisién en la que se alimenta de la presa
(Deeg et al., 2020).

El pequefio genoma de B. bacteriovorus HD100 ha sido secuenciado, posee
aproximadamente 3,8 Mb, tipico de un depredador obligado, codifica un secretoma
(conjunto de proteinas que son secretadas al medio extracelular) de 1520 proteinas de las
cuales 293 aproximadamente son proteinas liticas entre ellas 150 proteasas y peptidasas, 10
glicanasas, 20 ADNasa, 9 ARNasa y 15 lipasas (Bratanis et al., 2020); también codifica
numerosas proteinas que estan implicadas en la via de sefializacion del segundo mensajero
di-GMP ciclico (c-di-GMP) (Hobley et al., 2012). Las proteinas poseen diferentes tipos de
secrecion tanto de membrana externa, como de membrana interna, por lo que las proteinas

liticas tienen que jugar un papel crucial en su ciclo (Bratanis et al., 2020).



Existen ciertos microorganismos que tienen un comportamiento semejante a Bdellovibrio,
son los pertenecientes al grupo de los BALO (Bdellovibrio and like organisms); constituyen
un grupo exclusivo de bacterias Gram negativas depredadoras obligadas que se alimentan
unicamente de otras bacterias Gram negativas y, como tales, se consideran agentes
potenciales de control bioldgico y antibidticos vivos (Rotem et al., 2015b). En la naturaleza
el grupo de los BALO es importante ya que se considera un equilibrador ecoldgico de otras
comunidades microbianas, y se encuentran tanto en ecosistemas terrestres como acuaticos y
en los intestinos de los animales (Snyder et al., 2002). Debido a que los depredadores
obligados no pueden replicarse en ausencia de la presa, la estructura de las poblaciones de
los BALO esté bajo seleccion ambiental (Chen et al., 2011).

La clasificacion de los BALO ha ido evolucionando a lo largo del tiempo y, actualmente,
pertenecen a dos clases, la clase Oligoflexia (antes se incluia en las Deltaproteobacteria) e
incluye a los géneros Bdellovibrio, Bacteriovorax, Pseudobacteriovorax y Peredibacter y,
la segunda clase Alfaproteobacteria que solo tiene a Micovibrio, un depredador epibidtico
(Ezzedine et al., 2020).

3. Ciclo de vida
3.1. Ciclo de Bdellovibrio bacteriovorus

B. bacteriovorus es un depredador obligado, dependiente de hospedador (HD) que posee un
ciclo de vida bifasico con una fase de ataque (AP) de vida libre y una fase de crecimiento
(GP) intraperiplasmatico, existiendo una fase de transicion entre estas dos fases (Bratanis et
al., 2020).

El ciclo de vida dura unas cuatro horas. Los depredadores se encuentran libres con
movimiento muy activo buscando a las presas; cuando se produce el encuentro y el
reconocimiento de la presa, se adhiere a ella, en primer lugar de forma reversible, pero,
instantes después, la union se vuelve irreversible. Posteriormente, Bdellovibrio hidroliza la
membrana externa de la presa utilizando diferentes enzimasy entra por el poro desarrollado.
Una vez dentro, el poro se sella para asegurar la minima pérdida de metabolitos y comienza
a asimilar y metabolizar moléculas de la presa lo que le permite el crecimiento en forma de

filamento; por ultimo, el filamento se divide y genera la progenie, la célula de la presa se lisa



para que salgan las células hijas y vuelva a comenzar otro ciclo (Caulton and Lovering, 2020)

(figura 1).
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Figura 1. Ciclo de vida de B. bacteriovorus. 1. Fase de ataque de nado libre; 2. Adhesion a la
presa; 3-4. Invasion de la presa; 5. Pérdida del flagelo, sellado del poro y formacion del
bdelloplasto; 6. Crecimiento filamentoso; 7. Septacion; 8. Lisis. Adaptado de Caulton and

Lovering, 2020, elaboracion propia.

La depredacion es un proceso multifactorial de encuentro con las presas, reconocimiento y
degradacion programada, en la que son importantes los flagelos, los organulos deslizantes y
los pili tipo IV (Negus et al., 2017).

Los flagelos proporcionan una alta movilidad a la bacteria lo que es importante para las
colisiones depredador-presa y conducir a una depredacion eficiente en un medio liquido. El
reconocimiento de la presa puede ser al azar pero, en algunas ocasiones, las fuerzas
hidrodinamicas aumentan la posibilidad de encontrar a la presa (Jashnsaz et al., 2017). Sin
embargo, el flagelo en si no es absolutamente necesario para la depredacion, ya que se ha
demostrado (Lambert et al., 2006) que mutantes del flagelo pueden depredar aunque con
menos eficiencia; esto es debido a que pueden utilizar los organulos deslizantes, ya que
presentan un mecanismo de polimerizacion y despolarizacién de las fibras de pilina en un
polo de la célula bacteriana permitiendo el movimiento hacia delante mediante un
mecanismo de movilidad por contraccion (Luciano et al., 2011). Esta movilidad deslizante

estd asociada a una flexibilidad inusual de la célula.



La depredacion por deslizamiento requiere de complejos multiproteicos que se expresan en
la envoltura celular y, aunque el desplazamiento es méas lento, permite la entrada y la salida
en las bacterias presas que se desarrollan en biopeliculas en ambientes con poca humedad
(figura 2). Los complejos proteicos se denominan FAC (focal adhesion complexes), se
acumulan en el lado ventral periédicamente y en ellos se expresa una proteina de movilidad
deslizante (AglZ-YEP). La formacion de focos AgIZ-YEP requiere del citoesqueleto
bacteriano (MreB-actina) y un motor impulsado por la fuerza proton motriz (AgIRQS) para

poder producirse el deslizamiento (Luciano et al., 2011).

Los pili tipo IV son necesarios para la depredacion (Milner et al., 2014), el depredador tiene
que utilizarlos para poder adentrarse al periplasma a través del poro formado, ya que es mas
delgado que el propio Bdellovibrio, por lo que debe tener la capacidad de deformarse y para

eso se ayuda del mencionado pilus (Caulton and Lovering, 2020).
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Figura 2. Ciclo del depredador B. bacteriovorus (en amarillo) con bacteria presa (en verde) . En un medio
liquido (parte superior de cada imagen, fondo en azul) la utilidad de la movilidad es importante para los

encuentros y la salida de la presay sobre una superficie (parte inferior con fondo gris) los organulos deslizantes

producen movilidad para el encuentro y la salida de la presa (Negus et al., 2017:443).

Una vez el depredador esta dentro, el poro se sella y se forma el ”bdelloplasto™, estructura
redondeada, osmdticamente estable, en la que el depredador crece absorbiendo
eficientemente los nutrientes, proteinas y nucleétidos del citosol del hospedador para su

propio crecimiento, ademas de servirle de proteccion. Una vez se le acaban los nutrientes, el
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depredador deja de multiplicarse y las células hijas, formadas por septacion sincronica del
largo filamento con numerosos nucleoides, salen lisando la célula de la presa (Deeg et al.,
2020).

Para que la depredacion ocurra, las presas deben estar activas energéticamente, es decir, se
necesita que haya un contenido de nutrientes aceptable, porque si es bajo, la depredacion se
detiene y la célula muere. Ademas, se ha observado que utilizan algunos de los componentes
de la presa, por ejemplo, se estima que aproximadamente el 70% del ADN de la presa se
incorpora al ADN recién sintetizado del depredador (Bukowska-Faniband et al., 2020), y

otros muchos se sintetizan de novo (Lambert et al., 2006).

3.2. Ciclo epibiotico

Dentro del grupo de los microorganismos epibioticos se encuentra Bdellovibrio exovorus
que posee un rango de hospedador muy estrecho y emplea una estrategia de replicacion
epibidtica con una fase de ataque, igual que la de B. bacteriovorus , y una fase de crecimiento
en la que las células no penetran al periplasma sino que se quedan adheridas al exterior; se
asemeja al comportamiento de Microvibrio, pero con algunas diferencias ya que B. exovorus
genera un bdelloplasto y Microvibrio no, y extrae el contenido del citoplasma de la presa a
través de las membranas; una vez se agota todo, se produce una fision binaria liberando dos
células (Deeg et al., 2020).

En un estanque de agua dulce eutrdfica en la Columbia Britanica (Canada), se aislo un
parasitoide al que se le llamo6 “Candidatus Bdellovibrio qaytius”’ que también es epibidtico,
se replica fuera y se alimenta preferiblemente de la Betaproteobacteria Paraburkholderia
fungorum. A pesar de esto, el genoma es mas similar a depredadores intraperiplasmaticos
complejos y se sugiere que es un grupo basal y que este tipo de depredacion es ancestral
(Deeg et al., 2020). “Candidatus Bdellovibrio gqaytius” es un depredador obligado, no puede
crecer axénicamente y, en la fase de ataque, las células en forma de vibrio con flagelo nadan
muy rapidamente; cuando las células entran en contacto con la presa adecuada, se adhieren
irreversiblemente y forman una amplia sinapsis depredadora, no forma bdelloplasto por lo
que es un epibidtico, va vaciando a la célula hospedadora a medida que crece (figura 3); al

final se produce la fision y la producciédn de las células hijas (Deeg et al., 2020).
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Figura 3. "California Bdellovibrio qaytius” estrategia de depredacion y replicacion. C)
Micrografia electronica de tincién negativa de una fase de crecimiento tardio de "California
Bdellovibrio qaytius ”(flecha) junto a una presa (punta de flecha). El flagelo se desprende
para poder producir la fision binaria. (Deeg et al., 2020).

3.3. Ciclo independiente de hospedador

Algunas bacterias del género Bdellovibrio tras mutaciones pueden crecer sin presa
(axénicamente), pero este comportamiento es algo raro. Se ha visto que son mutaciones en
las proteinas que forman el pilus retractil, de lo que se deduce que para que tenga lugar el
ciclo intraperiplasmatico es necesario que el pilus se encuentre en perfecto estado (Prehna
etal., 2014).

Existen dos tipos de mutantes HI; los de tipo | se caracterizan porque pueden formar colonias
aisladas en ausencia de presas si se encuentran en un medio rico suplementado con extracto
de presa, denominandose mutantes saprofitos y se cree que se debe a una mutacion el gen
Bd0108, implicado en la regulacion del desarrollo del pilus tipo 1V, aunque pueden existir
otras mutaciones desconocidas. Los de tipo Il pueden crecer en un medio completo estandar
pero no necesitan extracto de presa para crecer, a esto se le denomina crecimiento axénico y
por tanto son mutantes axénicos; se observé que estos mutantes tenian mutados ademas de
Bd0108, dos genes adyacentes, Bd3461 (codifica RhIB, una ARN helicasa dependiente de
ATP que forma parte del degradosoma) y Bd3464 (que codifica PcnB, la poli(A) polimerasa
que cataliza la poliadenilacion del ARN en el extremo 3') (Roschanski et al., 2011).

Los mutantes tipo Il de B. bacteriovous se replican sin presas y sin extracto de esta, tienen
regulados positivamente los genes implicados en el crecimiento general y en la division
celular, muestran un crecimiento dimorfico y normalmente, mantienen sus capacidades
depredadoras (Bratanis et al., 2020), lo mismo ocurre en crecimiento saprofito, cuando si

existe extracto de presa.



B. bacteriovorus puede generar biopeliculas en las que solo crecen mutantes HIl en ambientes
ricos en nutrientes, pero sin presa, y también en los que se forman comunidades organizadas
con un ndcleo central de bacterias depredadoras activas y una externa con células no tan
activas siendo HI debido a la falta de acceso a las presas (Bratanis et al., 2020). Estos
depredadores HI también se multiplican por septacion de la célula filamentosa, pero las
células son pleiomorficas y la divisién puede ocurrir de forma sincrénica o no (Milner et al.,
2020).

3.4. Sefializacién durante el ciclo de depredacion

Se sabe que el compromiso y el sustento del crecimiento del depredador se logran mediante
la deteccion de dos sefiales derivadas de la presa, pero no han sido adn identificadas. Los
estudios sobre las sefiales se han llevado a cabo mediante un sistema de cultivo ex vivo con
células “fantasmas” de la presa, es decir, presas vacias sin citosol con las envolturas celulares

intactas, y el depredador B. bacteriovorus. (Rotem et al.,2015b).

En el primer experimento se utilizaron células fantasmas de E. coli (presa) y B. bacterivorus
no fue capaz de reconocer a las presas como tales. Los depredadores se adhirieron
transitoriamente a las células fantasmas pero fueron incapaces de anclarse permanentemente
debido a que las células de la presa tenian grandes alteraciones similares a poros en la
envoltura, generadas posiblemente por la expresion del gen E del fago PhiX17, usado para
la obtencidn de células fantasmas. Por lo que, estas alteraciones podrian impedir la union y
el reconocimiento por parte del depredador (Rotem et al.,2015b). Este experimento demostré

gue es necesaria la integridad de la envoltura para la depredacion.

En el siguiente experimento, se utilizaron envolturas de presas fantasmas intactas sin
contenido citosélico, obtenidas empleando otra metodologia y en este caso se produjo una
unién rapida, seguida de una unién estable y de la entrada del depredador en la presa. Sin
embargo, los depredadores no fueron capaces de escapar de las células fantasmas, ni de
entrar en fase de crecimiento. Ademas, no se desprendieron del flagelo, seguian moviles en
el interior de la presa; por lo que la simple entrada del depredador en la presa no es suficiente
para el desprendimiento del flagelo. Con este experimento se demostrd que se requiere del
citosol para que se produzca el crecimiento y la replicacion del depredador y la consiguiente

salida de las células de la presa (Rotem et al.,2015b).



En el altimo experimento, se utilizaron células presas fantasmas intactas con extracto de
presa; observandose que se mantenia el ciclo de vida completo en un 60% de los casos.
(Rotem et al.,2015). Por lo que quedd demostrado que se requieren tanto de una envoltura

celular integra, como de un citosol para poder completar el ciclo de vida del depredador.

En estos experimentos queda demostrado que una sefial temprana se encuentra en la
envoltura de la presa y una sefial tardia se encuentra dentro de la fraccion soluble de la presa
(citosol). Por tanto, estas dos sefiales estan separadas temporal y espacialmente, provocan
efectos sobre la transcripcion de genes, ademas de delimitar la fase transitoria entre la fase
de ataque y de crecimiento. La fase transitoria constituye un punto de control en el que la
sefial més tardia actia como un determinante del valor nutricional de la presa antes de que
el depredador comience a crecer. Presuntamente, la primera sefial promueve la entrada del
depredador en la presa, la formacion del bdelloplasto y el consumo de la presa, y la segunda
sefial promueve la sintesis de ADN y es necesaria para el crecimiento celular sostenido
(Rotem et al.,2015b).

4. Procesos moleculares durante el ciclo
4.1. Pilus de tipo IV

El pilus tipo 1V es retractil, es decir, sufre extrusion y retraccion; se encuentra entre la
membrana interna y la membrana externa y permite una entrada mas eficaz en el interior de
las células de la presa. Se ha podido observar que existe un vinculo entre el pilus y una sefial
que involucra a proteinas periplasmicas estructurales de la pilina para iniciar el crecimiento
del depredador. Ademas, cambios en la extrusion del pilus son una sefial de inicio de
depredacidn e invasion de las presas, para el posterior crecimiento del depredador en su
interior (Negus et al., 2017).

Los pili tipo 1V estan codificados por ocho 0 mas genes con funcién en la conjugacion,
adhesion célula-celula y superficie y en la secrecion de proteinas. Estos productos genicos
se pueden dividir en pilinas mayores, que son las proteinas estructurales centrales, y las
pilinas menores, que son proteinas reguladoras y menos abundantes (Giltner et al., 2012),
por lo que el pilus tipo IV va a tener una estricta regulacion y solo se libera al ambiente

cuando se dan las condiciones adecuadas.



El desarrollo del pilus tipo IV esté regulado por las proteinas Bd0108 y por la interaccion de
un producto génico vecino que da como resultado a la proteina Bd0109; la proteina Bd0108
es una proteina intrinsecamente desordenada (IDP) y su interaccion con Bd0109 es de baja
afinidad (Prehna et al., 2014). Estas proteinas trabajan en conjunto para promover la

liberacion del pilus de B. bacteriovorus y para regular su longitud.

Bd0109 es una proteina de 62,5 kDa que muestra homologia con proteinas de la familia de
los puntos calientes de recombinacion (RHS). Los dominios RHS tienen funciones diversas,
como la regulacion de los pili, competencia intercelular y en la secrecion de toxinas ABC;
mientras que la proteina Bd0108 es una proteina de 101 aminoécidos y no se ha encontrado

homologia hasta el momento (Figura 4) (Capeness et al., 2013).

42 pb

24 73-86 101
19 125 550

Péptido Desconocido Repeticiones RHS
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general o ; .
Repeticiones RHS Nicleo Extremo
proteasa Toxina

Figura 4. Representacion de las proteinas Bd0108 y Bd0109. Los esquema de Bd0108
y Bd0109 estan basados en la homologia de secuencias y prediccion de estructura con
una comparacion con las proteinas de la familia RHS. En amarillo se representa el
péptido sefial y en naranja 13 elementos repetidos RHS, ademas, se muestra en Bd0108
la delecién de 42 pb que caracteriza a los mutantes Hl y la estructura general de la familia

de proteinas RSH. Adaptado de Prehna et al., 2014, elaboracidn propia.

A nivel molecular y celular, la expresion de Bd0108 esta relacionada con la capacidad de la
bacteria para extender y retraer el pilus, y el cambio de vida de HD a HI se centra en que
Bd0108 y Bd0109 funcionan como un complejo regulador en el periplasma, y se plantean la
hipétesis de que Bd0109 secuestra a Bd0108 para regular y controlar la sefial de depredacion
(Prehnaet al., 2014), por lo que mutaciones importantes en los genes que codifican Bd0108

y Bd0109 dan lugar a bacterias HI.

Actualmente se ha visto que el 89% de los aislamientos que desarrollan un estilo de vida HI
contienen una mutacién en Bd0108; de ellos, el 46% muestran una mutacién especifica de
una delecion de 42 pb que se caracterizd por primera vez en el trabajo de Cotter y
Thomashow, (1992). Si se introducen plasmidos con el gen Bd0108 silvestre al mutante tipo
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| éste vuelve al estilo de vida HD, por lo que este gen permite junto con otros mecanismos
la conversion de HD a HI (Prehna et al., 2014).

4.2. Papel del diguanilato ciclico (C-di-GMP)

El di-GMP ciclico (C-di-GMP) es uno de los principales moduladores en el comportamiento
bacteriano (transicion movil-inmovil, crecimiento biopelicula-planténico), y es fundamental
al inicio de la depredacion porque actia como un segundo mensajero bacteriano y como un
regulador en la movilidad bacteriana. Las enzimas que producen C-di-GMP se denominan
diguanilato ciclasas (DGC) y las que producen su hidrélisis fosfodiesterasas (PDE), ambas
estan controladas por dominios sensores que responden a distintos estimulos, y se ha visto
que tanto en la entrada como en la salida del depredador se produce C-di-GMP, ademas estas
enzimas tienen un papel fundamental en la fase de crecimiento de Bdellovibrio (Caulton and
Lovering, 2020). EI C-di-GMP se une a efectores (proteinas receptoras) y afecta a la catalisis,

las interacciones de proteinas y a la expresién genética (Rotem et al., 2015a).

merRNA (massively expressed riboswitch RNA) es un ARN no codificante que funciona
como almacén del riboswitch di-GMP ciclico (c-di-GMP); merRNA sufrird cambios
estructurales o se degradard para liberar grandes cantidades de C-di-GMP al citosol
dependiendo de los cambios en la célula, a su vez, este C-di-GMP regulara la transformacion
rapida y extensa de Bdellovibrio desde su fase de ataque en forma movil a forma sésil en la

fase de crecimiento (Karunker et al., 2013).

El DgcA es una de las enzimas que produce C-di-GMP, y la falta de DgcA hace que las
bacterias se conviertan en no depredadoras, ya que aunque son capaces de completar la
degradacidn de los metabolitos de la presa, son incapaces de propagarse debido a que quedan
atrapados en los restos de la célula presa por un déficit en la movilidad de deslizamiento al

final de la depredacion (figura 5) (Caulton and Lovering, 2020).

El papel del DgcB es la produccion de C-di-GMP durante la interaccion depredador/presa,
es decir, al inicio de la depredacion (figura 5), y se ha visto que si no se produce DgcB las
bacterias cambian su estilo de vida a un ciclo HI o no son capaces de terminar el ciclo
(Caulton and Lovering, 2020). En la ruta de sintesis de DgcB actia CdgA (Bd3125) que
carece de actividad enzimatica pero funciona como receptor de di-GMP ciclico y mutaciones
en el gen Bd3125 disminuye sustancialmente la depredacion. CdgA interactia con un
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complejo proteico regulador del pilus para la penetracion eficiente en las células presas
(figura 5) (Hobley et al., 2012), (Rotem et al., 2015b).

DgcC permite el cambio de morfologia en las células de la presa, y si se muta genera
depredadores obligados, por lo que es necesaria para la conversion de Bdellovibrio al

crecimiento axénico (figura 5) (Hobley et al., 2012).

Host-independent lifestyle Predatory lifestyle
B. Attachment
ALAP
H. AP-like
marphology
. Penetration;
DgcB-mediated
Cdgh-associated
G. Escape; D. Bdelloplast
I. Filamentous grawth; DecA-mediated - P
DgeC-mediated = formation B
"
F. Septatiomand
differentiationto AP E.GP

Figura5. Control del C-di-GMP en el ciclo celular de Bdellovibrio: derecha ciclo
de vida HD e izquierda ciclo de vida HI. A) Células en AP buscan a la presa. By
C) El encuentro de la presa va seguido de una unién irreversible, la invasion es
dependiente de DgcB y esta asociada a CdgA que es un efector de C-di-GMP e
interactta con el centro regulador del pilus de tipo IV en el citosol para la invasién.
D) Formacion del Bdelloplasto. E) El depredador entra en GP consumiendo a la
presa. F y G) Se agotan los nutrientes y el filamento se divide generando células
hijas que consiguen la movilidad flagelar y deslizante gracias a DgcA, para la
posterior salida de la presa. H e I) Para mutantes HI es importante el DgcC ya que

se requiere para la conversion al crecimiento axénico (Rotem et al., 2015a).

Como conclusion, la maquinaria di-GMP ciclico es esencial tanto para la entrada en la presa
como para la salida de la progenie al final del ciclo replicativo del depredador, indicando
que este segundo mensajero esta involucrado en la transduccion de la primera sefial para que

ocurra la depredacion (Rotem et al., 2015b).

4.3. Expresion génica

La expresion de los genes en el ciclo de Bdellovibrio es muy cambiante, siendo bastante
desconocida en la fase de transicion entre la fase de ataque y de crecimiento. En la fase de

ataque hay un pequefio nimero de genes transcritos activamente (33%) en comparacion con

12



la fase de crecimiento (85%) y el 18% de estos genes se transcriben en ambas etapas. En la
fase de crecimiento hay un gran nimero de genes que codifican proteinas, muchas de ellas
involucradas en la regulacién transcripcional, modificacion/degradacion del peptidoglicano
y degradacién/modificacion/sintesis de acidos nucleicos y diversas proteasas que reflejan la
digestion de los componentes de la presa y la posterior sintesis de nuevas macromoléculas
para el crecimiento de B. bacteriovorus (Lambert et al., 2010).

En la fase de ataque temprano se regula al alza el gen Bd0108, que es imprescindible para la
depredacion y la entrada en la presa; también se expresa al alza merARN, ya que regula la
movilidad bacteriana, fliC (codificante de la flagelina) que es un gen responsables del
movimiento de los depredadores, y el factor sigma 28 (fliA) regulador transcripcional
especifico de la fase de ataque que regula dos terceras partes del programa en la fase de
ataque, en el que se incluyen genes flagelares y genes relacionados con la movilidad,
quimiotaxis y adhesion (figura 6) (Karunker et al., 2013), (Rotem et al., 2015b).

Una vez el depredador se encuentra con la presa, se prepara para la transicion entre la fase
de ataque y la de crecimiento y empieza a bajar la expresion de los genes Bd0108 y merARN,
probablemente ante un cambio de una sefial especifica; ademas, aumenta la expresion de
otros genes como los de las proteinas PBP4 (proteinas de union a la penicilina, Bd3459 y
Bd0816), estos genes codifican peptidocarboxilasas generando poros en la membrana
externa de la presa, y estan implicados en la formacion del bdelloplasto a través de la
remodelacion del peptidoglicano y el gen Bd3125 que va a sintetizar CdgA, que se encarga
de organizar procesos en Bdellovibrio para que tenga lugar rapida invasién en la presa
(Hobley et al., 2012). También se expresan otros genes, como Bd3464 que codifica PcnB
(Poli(A) polimerasa 1), y Bd0742 que codifica DgcB (putativa diguanilato ciclasa), y los
factores sigma de la ARN polimerasa rpoD y rpoH para inducir la fase de crecimiento y,
cuando se detectan las sefiales de nutrientes en el citosol de la presa, se pasa a la fase de
crecimiento (figura 6) (Bonfiglio et al., 2020); (Rotem et al., 2015b).

En la fase de crecimiento el depredador induce un bdelloplasto. En esta fase hay un cambio
en la expresion de los genes y muchos genes se transcriben al alza como ya se ha explicado
anteriormente; se van a sintetizar una gran diversidad de enzimas que van a degradar al
depredador (metabolizacion del peptidoglicano), que carece de defensa frente a ellas, ademas
de inducirse genes asociados al crecimiento y division, como proteinas ribosémicas y

componentes de las ARN polimerasas y genes de transporte (Karunker et al., 2013).
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Figura 6. Expresion diferencial de los genes en cada fase de transicion de B. bacteriovorus. Al) B. bacteriovorus
en fase de ataque (AP). B1) B. bacteriovorus en fase de reconocimiento. C1) B. bacteriovorus en inicio de fase de
crecimiento (GP). A2) Durante la AP no hay deteccion de la presa y se expresan al alza los genes bd0108 y merRNA.
B2) El reconocimiento causa cambios en la extrusion/ retraccion del pilus tipo 1V, se logra después de detectar la
primera sefial de la membrana citoplasmatica, y CdgA receptor de C-di-GMP que interacttia con el complejo proteico
regulador del pilus. Comienzan a activarse los genes de formacion del bdelloplasto y los genes tempranos de GP.
C2) La perforacion de la membrana conduce a la liberacidn de la segunda sefial citosélica que provoca la induccion

de genes GP para permitir la replicacion y sintesis de ADN. Adaptado de Rotem et al., 2015b, elaboracion propia.

Los laboratorios de Sockett y Lovering en colaboracion han demostrado que B.
bacteriovorus tiene una proteina de autoproteccion que inhibe a las proteinas PBP4 una vez
esta dentro de la presa para proteger asi las propias paredes celulares del hospedador, por lo

que la expresion de estos genes aumenta en la fase de crecimiento (Lambert et al., 2015).

4.4. DivIVAy ParA

Bdellovibrio se divide por division sincronica dentro de la presa y, a partir de una sola célula
filamentosa alargada y polinucleada, se formara toda la progenie que suele ser de entre 5 a
8 células hijas. Lareplicacion y la division celular van a depender de los nutrientes que tenga
la presa en su interior (Milner et al., 2020).

La proteina DivIVA interviene en el crecimiento polar y la formacion de esporas en bacterias

Gram positivas; parece que en Bdellovibrio controla la morfologia filamentosa durante la
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division celular y, ademas, puede interactuar con proteinas que responden a indicadores
metabolicos de biosintesis de aminoécidos o cambios en el estado redox (puede ser un
indicador del agotamiento de nutrientes para el depredador ya que el bdelloplasto esta
totalmente sellado) (Milner et al., 2020).

La expresion constitutiva de DivIVABd y su localizacion bipolar a lo largo de 2 horas desde
el crecimiento del depredador hasta la hora de la tabicacién y la nueva especificacion del
polo celular, sugiere que DivIVABA coordina procesos importantes de los polos celulares

durante el crecimiento del depredador (Milner et al., 2020).

La proteina ParA interviene en la segregacion de cromosomas y contribuye en la septacion,
ademas de ser importante para la motilidad flagelar. Se ha visto que en el caso de los
depredadores HI también hay una septacion de la célula filamentosa pero las células son
pleiomorficas y la division puede ocurrir de forma sincronica o no (Milner et al., 2020).
Antes de la division celular, los componentes celulares deben repartirse a lo largo del
filamento y es un proceso fundamental para la organizacion celular, en el caso de la
segregacion de cromosomas se lleva a cabo por el sistema ParAB candnico (Milner et al.,
2020).

4.5. Mecanismos para evitar la depredacion por Bdellovibrio

Se sabe que B. bacteriovorus nunca erradica completamente a sus presas y persiste una
pequefia poblacién resistente debido a que hay un tipo de resistencia plastica; pero la
resistencia de las presas es algo extremadamente raro y es algo transitorio. Shemesh y
Jurkevitch (2003) usando cultivos sucesivos han demostrado que se recupera la

susceptibilidad a la depredacion.

Antes de la invasion, Bdellovibrio se adhiere a la membrana externa de la presa y la
composicion de carbohidratos de las cadenas laterales del antigeno O de esta membrana
pueden variar pero no suponen un problema para la depredacion, ya que no son especificos
(figura 7. @)). Pueden existir barreras fisicas como las capsulas bacterianas (figura 7. b)) que,
en algunos casos, impiden el acceso total de los depredadores, pero muchas otras veces no
supone ninguna barrera, como es el caso de la invasién de B. bacteriovorus a través de
capsulas de E.coli (Koval and Bayer, 1997). En el caso de la capa S (figura 7. c)), una

estructura paracristalina con repeticiones proteicas, el depredador tiene que buscar huecos
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que les permita penetrar en la célula de la presa, por lo que la depredacion no suele ser

eficiente (Koval and Hynes, 1991).

“ LPS modificado V V Capsula x Asesino V

Figura 7. a) B. bacteriovorus (amarillo) se adhiere al antigeno O de la membrana externa de un lipopolisacarido (LPS)
de una bacteria Gram negativa (izquierda) o sin antigeno O (derecha) y hay depredacidn. b) B. bacteriovorus se adhiere
a una bacteria Gram negativa con cépsula, la capsula de polisacéridos de E. coli no es una barrera para la depredacion
(izquierda), pero de otras no se ha estudiado (derecha). c) B. bacteriovorus se adhiere a una bacteria Gram negativa
con una capa superficial proteica (capa S), solo en los puntos donde la capa S esta incompleta (Derecha) (Negus et al.,
2017).

B. bacteriovorus también ataca a presas que se encuentran formando parte de una
biopelicula, es decir, formando comunidades bacterianas asociada a una superficie con
matriz polimérica extracelular. A pesar de que el desarrollo de bacterias en biopeliculas
determina mas resistencia a antibioticos y antimicrobianos, Bdellovibrio sigue atacando y
reduce la biomasa de la biopelicula (Negus et al., 2017). En este tipo de depredacion, se
expresan genes relacionados con la biosintesis flagelar, la movilidad deslizante, la
quimiotaxis y la proteolisis; y puede afectar ademas a bacterias Gram positivas ya que se

liberan muchas enzimas extracelulares (Mookherjee and Jurkevitch, 2021).

5. Ecologia

El género Bdellovibrio posee una amplia distribucion de habitats por todo el planeta, sobre
todo en aguas dulces y en el medio terrestre. Los factores ambientales que se han estudiado
para la supervivencia y ecologia de Bdellovibrio y organismos similares (BALO) son la
temperatura, salinidad y distribucion de la presa. Estos factores van a influir en el éxito para
habitar un nicho particular, en su abundancia, en las funciones celulares y metabolicas y en

las interacciones con otros miembros de la comunidad (William and Chen, 2020).
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Estos microorganismos participan en los ciclos biogeoquimicos y tienen un papel importante
en el medio ambiente, ya que pueden afectar la estructura y la dindmica de las comunidades
bacterianas; ademas, son organismos omnipresentes, se encuentran en aguas dulces, aguas
saladas, aguas residuales, suelos, sedimentos, en sistemas vegetales como en el cuerpo de

los animales (Mookherjee and Jurkevitch, 2021).

Los BALO tienen una gran importancia funcional en las redes tréficas; son considerados
depredadores superiores y afectan fuertemente a la diversidad porque pueden limitar la
abundancia de especies dominantes y liberar asi nichos para taxones que son menos
abundantes (Jabiol et al., 2013). Segiin Hungate et al., (2021) los depredadores obligados
aplican un fuerte control trofico “top-down”, es decir, de arriba abajo en la red alimentaria,
y de acuerdo con la teoria ecoldgica predice, que la importancia funcional de los

depredadores aumenta con la productividad.

5.1. Temperatura

La temperatura es importante porque influye sobre el crecimiento bacteriano de los BALO,
su temperatura Optima es mas baja para los de agua salada que para los de agua dulce y
terrestres. Ademas, no es solo importante la temperatura para los depredadores, sino que

también hay que tener en cuenta el crecimiento de las presas (William and Chen, 2020).

Los estudios revelan que los BALO no halotolerantes, es decir, aquellos que no habitan en
agua salada, crecen mejor a una temperatura alta de entre 30- 37 °C, y los halotolerantes
crecen mejor a una temperatura menor, de entre 20 a 30 °C (William and Chen, 2020).
Ademas, se han conseguido aislar bacterias epibidticas del género Bdellovibrio en aguas

termales a temperaturas de entre 57-91 °C (Sangwan et al., 2015).

Cuando se supera cierta temperatura, o la temperatura es demasiado baja, los BALO se
inhiben. Por lo que, la distribucion de los BALO va a depender también de la estacion del
ano, suelen aparecer mas bacterias en verano que en invierno, ya que la temperatura también
influye en el crecimiento de las presas. Ademas, el sedimento cuando llega el invierno
protege mas que la columna de agua, por lo que en invierno se trasladan al sedimento y, en
primavera, empiezan a multiplicarse y a salir a la columna de agua (William and Chen,
2020).

17



5.2. Salinidad

La salinidad es otro parametro importante. Hay BALO haléfitos, que requieren sal para
realizar sus funciones celulares y solo se encuentran en lugares salados, con distinto grado
de tolerancia a la sal, y los BALO de agua dulce/terrestres que son no halotolerantes se
inhiben con concentraciones de sal superiores al 0,5% (William and Chen, 2020).

La sal es un determinante ambiental importante en la ecologia, fisiologia, genética y
distribucion de Halobacteriovorax, un organismo hal6filo. Dentro de los ambientes salinos
pueden existir diferencias en el 6ptimo de sal. EI NaCl no se puede reemplazar por otra sal
(William and Chen, 2020), y existen diferencias de salinidad en los mares y océanos del
planeta por lo que las bacterias han tenido que adaptarse a esas condiciones. Por ejemplo, en
el Mar Mediterraneo (Marbach et al., 1976) los BALO requieren més sal que los BALO del

océano Pacifico (Taylor et al., 1974).

Se han realizado estudios con cuatro cationes (Na*, K*, Mg?*y Ca?"). Los resultados fueron
que, en ausencia de K™ se redujo mucho la velocidad y movilidad de las bacterias, por lo
que disminuy6 la depredacion y la supervivencia. En el caso de ausencia de Ca?* se inhibe
el crecimiento continuo de los depredadores sobre la presa. En ausencia de Mg?*, el ciclo del
depredador fue prolongado y alter las concentraciones de la presa; se piensa que este ion
promueve la fijacion, penetracion, y la formacion del bdellopasto, es decir, interviene en la
integridad estructural de los BALO. La conclusion de este estudio es que los efectos de los
cationes son especificos e interdependientes, si no estan estos cuatro la depredacion no
ocurriria (William and Chen, 2020).

5.3. Impacto de la presa

Bdellovibrio y BALO son principalmente depredadores obligados, y se encargan de
controlar las poblaciones bacterianas. Por tanto, dependen de la presa para la nutricion,
reproduccion y proteccion (William and Chen, 2020). Por lo que la presa es un factor
ambiental critico en la distribucion de estos organismos, como ya sabemos los BALO se
alimentan de bacterias Gram negativas aunque recientemente se ha demostrado que algunas
pueden obtener nutrientes de bacterias Gram positivas que forman biopeliculas, sin penetrar

en la pared celular (Waso et al., 2019). Ademas, los BALO poseen sistemas quimiotacticos
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(Lambert et al., 2003), y les ayudan a detectar altas densidades de presas potenciales, al

menos, en los sistemas acuaticos.

Las presas estructuran la comunidad de los BALO a nivel de filotipo (grupo taxonémico);
para estos estudios se han utilizado métodos moleculares, como anélisis comparativos de
ARNr 16S y la metagendmica, para permitir distinguir las comunidades ya que no se cultivan

facilmente en un cultivo puro (William and Chen, 2020).

Los BALO haléfilos se alimentan con mayor frecuencia y eficiencia de bacterias marinas
que de bacterias terrestres o de agua dulce; en el caso de Halobacteriovorax las bacterias
gue son mas susceptibles a la depredacion son las especies clasificadas como Vibrio con un
97,5%, las bacterias fotétrofas y relacionadas son también altamente susceptibles con un
80%, y, dentro de las eubacterias no marinas que incluia especies entéricas, las mas
susceptibles fueron Vibrio cholerae con un 76,9% y Aeromonas formicans con un 100% de
susceptibilidad (William and Chen, 2020).

Los BALO no halotolerantes formados por los géneros Bdellovibrio, Peredibacter y
Bacteriovorax se encuentran en agua dulce, suelo, aguas residuales, en plantas y animales.
Generalmente las bacterias mas susceptibles a su depredacion son Gram negativas y no
halo6filas (William and Chen, 2020). Un estudio en aguas residuales y lodos (Yu et al., 2017)
demostré que las bacterias mas susceptibles a la depredacion son la de los géneros
Aeromonas, Klebsiella, Escherichia, Raoultella y Enterobacter. Ademas, se ha conseguido
aislar muchas bacterias susceptibles de muestras de suelo y rizosfera (Jurkevitch et al.,
2000).

6. Aplicaciones

Las bacterias depredadoras estan ganando ahora una mayor atencion, en gran parte debido a
los informes alarmantes sobre el aumento de la resistencia a los antimicrobianos y un
aumento general de la conciencia ambiental. Varios informes han propuesto y demostrado
el potencial uso de bacterias depredadoras como antibidticos vivos, agentes de limpieza del
agua y biocontrol, ademas de ser fuente para el descubrimiento de nuevas herramientas

biotecnoldgicas para la investigacion (Yair et al., 2009; Pérez et al., 2016).

Cuando fallan los métodos convencionales para la eliminacién de microorganismos

contaminantes y/o patdgenos, los agentes de control bioldgico, en la que se utiliza

19



organismos para atacar a una poblacion indeseable, es una técnica cada vez mas reconocida
por su bajo coste y sus limitados efectos adversos sobre el medio ambiente, la vida silvestre

y la salud publica (Kergunteuil et al., 2016) podrian constituir una alternativa viable.

Los BALO tienen muchas posibles aplicaciones, pueden utilizarse en avicultura para reducir
a Salmonella, en acuicultura para eliminar patégenos, en agricultura para combatir contra
fitopatdgenos, en la industria alimentaria para prevenir el deterioro de ciertos alimentos por
bacterias, y asi ser una alternativa natural a los antioxidantes y conservantes, limitar la
contaminacion bacteriana en estanques abiertos de microalgas para la produccion de
biocombustibles, como tratamiento de los fangos activados en las plantas de aguas
residuales, para reducir la corrosion de tuberias causadas por bacterias reductoras de sulfatos,
como agente litico para la recuperacion de productos intracelulares producidos por bacterias
Gram negativas (bioextraccion de bioplasticos), para combatir contra bacterias patégenas de
humanos con resistencia a antibidticos llamadas “ESKAPE” ( Enterobacter, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa y
Escherichia coli), utilizar las enzimas bacterianas como herramientas biotecnologicas, etc.
(figura 8) (Bratanis et al., 2020).
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Figura 8. Listados de las posibles aplicaciones biotecnolédgicas que pueden tener los BALO y sus
enzimas secretadas en el campo de medicina, agricultura e industria. Adaptado de Bratanis et al., 2020,

elaboracién propia.
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6.1. Alternativa a los antibioticos

Los antibidticos son productos naturales, o sus derivados semisintéticos, producidos por
microorganismos que matan o impiden el crecimiento de otros microorganismos, por lo que
las bacterias han necesitado desarrollar algunas formas de resistencia a los antibidticos para
sobrevivir (Pérez et al., 2020). Por ejemplo, algunas bacterias inactivan los antibiéticos al
producir enzimas que los modifican, también pueden alterar su diana, o evitar que los
antibioticos se acumulen, ya sea porque se expulsan mediante bombas de eflujo o alterando

la permeabilidad de la membrana (Blair et al., 2015).

Los genes de resistencia a los antibiédticos se ven favorecidos en la naturaleza debido a la
presion selectiva de la produccion natural de antibioticos por parte de las bacterias (Pérez et
al., 2020). Sin embargo, el uso excesivo o la aplicacion incorrecta de estos con fines
terapéuticos o en la alimentacion animal y en la agricultura, han supuesto una presién
selectiva adicional (Gudda et al., 2020) y han acelerado la capacidad de las bacterias para
evolucionar y, en consecuencia, conducir a la inevitable aparicion y propagacion de genes
de resistencia. Ademas, las bacterias pueden acumular multiples mecanismos de resistencia,
y este hecho ha propiciado la aparicién de las denominadas superbacterias multirresistentes,
gue son cepas que han adquirido resistencia a una amplia variedad de antibidticos (Pérez et
al., 2020). En medicina, uno de los patdgenos multirresistentes a antibidticos que mas
preopuca es K. pneumoniae, y se estan realizando estudios in vitro e in vivo con ratas para

poder utilizar a Bdellovibrio para su biocontrol (Shatzkes et al., 2016).

Una de las posibles soluciones a esta problema mundial es la utilizacion de los BALO ya
que las pueden depredar y acabar eliminandolas. Se ha demostrado que B. bacteriovorus es
incapaz de invadir las células de mamiferos y que no tiene efectos patoldgicos para la salud
humana (Bratanis et al., 2020); pudiendo contribuir ademas a la salud como parte de la
microbiota intestinal, pero aun se necesitan hacer mas estudios. Ademas, Bdellovibrio es
resistente a los beta-lactdmicos debido a que tiene modificado su peptidoglicano (Kuru et
al., 2017), y se puede utilizar como tratamiento combinando con penicilina (Sockett and
Lambert, 2004; Dwidar et al., 2012). Por todo esto, es interesante y esperanzador el uso de
los BALO ya que se podria convertir en un tratamiento alternativo a los antibioticos para

ciertas enfermedades.

Otro problema que existe ante la resistencia de las bacterias es que muchas de las poblaciones

bacterianas crecen en biopeliculas dado que la matriz polimérica extracelular contiene ADN
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extracelular, polisacaridos, lipidos y proteinas (figura 9) que dificultan la erradicacion de los
organismos que estan incrustados en ella y le da mayor resistencia ante los agentes
antimicrobianos porque dificulta que lleguen hasta las presas e incluso pueden bloquear
antibioticos (Mookherjee and Jurkevitch, 2021). Las biopeliculas son una fuente de
infecciones recurrentes por bacterias patégenas en humanos y en otros animales. Por lo tanto,

controlar el crecimiento de biopeliculas es de suma importancia.

B. bacteriovorus puede reducir las estructuras de biopeliculas formadas por varias especies,
aunque no de una forma tan eficiente como cuando las bacterias crecen de forma plantonicas.
Interfiere con las biopeliculas formadas por patégenos Gram positivos y Gram negativos
secretando proteasas extracelulares que degradan e inhiben eficientemente la biopeliulay su

formacion (figura 9), reduciendo asi su virulencia (Mookherjee and Jurkevitch, 2021).

B. bacteriovorus también es interesante porque puede contribuir a la salud de la microbiota
intestinal humana (lebba et al., 2013), aungue se considera una bacteria aerobica obligada
puede sobrevivir en condiciones de anoxia, y ciertas cepas pueden llegar a atacar y crecer en

condiciones con poco oxigeno en el ambiente (Kadouri and Tran, 2013; Patini et al., 2019).

Gram positive

L ® - . T o~
Peptides Oligosaccharides eDNA  Protein Lipid BALQ  BALO's  Gram negative  Gram positive
hydrolytic enzymes bacteria bacteria

Figura 9. La interaccion de Bdellovibrio y organismos similares (BALO) con biopeliculas compuestas de
bacterias mixtas Gram positivas (no presas) y Gram negativas (presas y no presas). C) Matriz de sustancias
poliméricas extracelulares (EPS) compuestas de ADN extracelular, polisacéridos, lipidos y proteinas. D) Las
células BALO en fase de ataque buscan presas y utilizan la matriz EPS como fuente de alimento, iniciando
el crecimiento celular. E) Los BALO atacan las células presa y secretan enzimas hidroliticas (proteasas y
nucleasas) que degradan los componentes de la matriz de la biopelicula. F) La biopeliculay las células presa
se consumen en gran medida y las células que no son presay las presas restantes se liberan al medio ambiente.
(Mookherjee and Jurkevitch, 2021).
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6.2. Tratamiento de aguas

Se esta investigando aplicar una técnica combinada en la potabilizacion del agua, utilizando
tratamientos bioldgicos junto con la depredacion de bacterias. En algunas aguas, la presencia
de ciertos organismos oportunistas y patégenos puede ser un riesgo para la salud de la zona,
este es el caso de V. cholerae, una de las causas principales de mortalidad en Africa (Reyneke
et al., 2020).

Con el tratamiento biologico, las bacterias depredadoras eliminarian de forma selectiva a los
microorganismos Yy, posteriormente, se utilizarian unos biofiltros que eliminarian lo no
selectivo de los contaminantes bacterianos, es decir, o que no pueden eliminar las bacterias
depredadoras (Reyneke et al., 2020). Se ha propuesto, la utilizacién de Bdellovibrio y BALO
como tratamiento previo a la filtracion durante el tratamiento de potabilizacion y en las
estaciones depuradoras de aguas residuales (EDAR); ya que pueden reducir la carga

microbiana inicial, sobre todo, de bacterias Gram negativas (Reyneke et al., 2020).

Uno de los principales problemas es que puede haber transferencia horizontal entre bacterias
de los genes de resistencia a los antibioticos en las aguas residuales. Pero el uso de la cepa
de B. bacteriovorus HD 100 posee una ventaja, es capaz de eliminar bacterias recombinantes
degradando completamente el ADN ; controlando asi la transferencia horizontal de genes de
resistencia en el medio ambiente, mediante la liberacion proteasas y nucleasas (Bratanis et
al., 2020).

Este tratamiento requiere de mas estudio, debido a que este tipo de bacterias depredadoras
también se encuentran con algunos problemas; se ha observado que en algunos entornos
debido a la entrada de contaminantes se puede reducir la actividad depredadora de
Bdellovibrio, aungue estos microorganismos se ven menos afectados a los contaminantes si
se encuentran formando una biopelicula y se asocian a una superficie. Si hay contaminantes
las condiciones se vuelven desfavorables y se forman bdelloplastos para poder sobrevivir y
resistir al contaminante (Markelova and Gariev, 2005). Algunos de los contaminantes por
los que se ve afectado son altas concentraciones de cadmio (Markelova and Gariev, 2005),
ademas del fenol y la urea, que son compuestos muy comunes en las aguas residuales,
también son sensibles a docecilsulfato de sodio (SDS) que es un compuesto que aparece en

detergentes (Bratanis et al., 2020).

En la mayoria de plantas de tratamiento de aguas residuales urbanas, se adopta una
tecnologia de lodos activados como paso de tratamiento secundario en el que se produce la
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mayor parte del proceso de purificacion del agua. Los reactores contienen una mezcla de
fléculos y jugos; los floculos comprenden biopeliculas bacterianas de multiples especies,
que degradan la materia organica, asi como el fosforo y el nitrogeno (Mookherjee and
Jurkevitch, 2021) .

Feng et al., (2017) observaron que los BALO pueden depredar a especies sensibles dentro
de los fléculos al degradar la matriz polimérica extracelular de la biopelicula. Por lo que, los
BALO reducen la biomasa microbiana; y la solubilizacién de los componentes de la
biopelicula genera beneficios directos al depredador, ya que al hidrolizar las proteinas, se
suministran aminodcidos que soportan altos niveles de ATP (Im et al., 2018).

6.3. Bioextraccion de bioplasticos

B. bacteriovorus se podria emplear como agente litico para la recuperacion de bioproductos
intracelulares como poliésteres bacterianos o polihidroxialcanoatos (PHA) (Bratanis et al.,
2020). EI PHA es un poliéster Unico producido por ciertas bacterias de forma natural. Debido
a los problemas relacionados con la eliminacién de residuos y la cinética de degradacion
lenta de los plésticos tradicionales, se estan intentando buscar soluciones y los PHA
biodegradables se estan convirtiendo en una alternativa (Bratanis et al., 2020). Este poliéster
es fabricado por algunas bacterias del género Pseudomonas y por cepas de E. coli
recombinantes y, a medida que se va produciendo, se van acumulando en forma de granulos
intracelulares en el citoplasma bacteriano (figura 10), lo que hace que su extraccion sea
dificil y costosa, por lo que se estan desarrollando métodos eficientes para su recuperacion
(Bratanis et al., 2020).

Uno de los métodos mas utilizados es la rotura mecénica de las células mediante
homogeneizacion a alta presion (Tamer et al.,1998); otros métodos incluyen centrifugacion,
filtracion, digestion con enzimas o el uso de detergentes, y aunque se recupera gran cantidad
del bioproducto, estos métodos requieren altos costes, son procedimientos complicados y

generan problemas ambientales (Bratanis et al., 2020).

El problema del uso de B. bacteriovorus como agente litico, es que posee una aplicacion
general y robusta, ya que se alimenta de una amplia gama de bacterias Gram negativas. Se
ha visto que éste produce una despolimerasa extracelular especifica (PhaZBd) que degrada
el PHA y lo utiliza como fuente de energia y de carbono (Bratanis et al., 2020). Por lo que
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para que se puedan utilizar este mecanismo bioldgico se deben generar mutantes; se utilizan
cepas de B. bacteriovorus Bd3709 mutantes en el gen PhaZBd para la recuperacion de
bioproductos intracelulares (figura 10), para poder asi evitar la degradacion de PHA
(Bratanis et al., 2020). Con los mutantes se puede recuperar méas del 80% del PHA que se
acumula en las células de la presa, en comparacion con el 54-60% con las cepas de tipo

silvestre (Martinez et al., 2016).

Bdelloplast

Attack phase
Bdellovibrio Bdellovibrio

attached to prey
Z pm

B. bacteriovorus

B. bacteriovorus
gr’::ﬁles - HD100 -~ HD100

Bdelloplast
Lysed prey cell

PHA granules
released
from the prey

L=
[&;
i

B. bacteriovorus
Bd3709 after predation

Figura 10. Diferentes etapas de crecimiento de B. bacteriovorus HD100 depredando a Pseudomonas
putida KT2400. (a) Imagen TEM P. putida KT2400 acumulando PHA en gréanulos. (b) Imagen SEM de
B. bacteriovorus HD100 depredando a P. putida KT2400 en fase de ataque, entrando en el periplasma
de la presay creciendo dentro de la presa en bdelloplastos. (c) Imagen TEM detallada del desarrollo del
depredador dentro de la presa en un Bdelloplasto. (d) Imagen SEM detallando la lisis de las células de
la presa y liberacion de la progenie del depredador en el medio. (e) Granulos de PHA liberados por B.

bacteriovorus mutante Bd3709 después de 24 h de depredacion. (Martinez et al., 2016).

7. Conclusiones y perspectivas futuras

En este TFG se resumen los conocimientos y la comprension actual de los tipos de ciclo de
vida de Bdellovibrio, su biologia, los procesos moleculares que ocurren durante la

depredacion, la ecologia, y algunas de sus posibles aplicaciones.
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Comprender y caracterizar las etapas de desarrollo de Bdellovibrio dentro de la presa
requiere de mas estudios gendémicos, una microscopia muy fina y un seguimiento de la
expresion genomica mas exhaustivo, pero la tecnologia estd avanzando y permitiendo
conocer mas de sus procesos moleculares. Se sabe que existen dos sefiales necesarias para
que ocurra la depredacién pero no conocen exactamente, una de ellas se encuentra en la
membrana celular de la presa y la otra se encuentra en el citosol de la presa. Ademas, la
mutacion en un gen puede llegar a conducir a depredadores HI y que tiene mucho que ver
con genes del sistema de secrecion y relacionados con el pili tipo V. También se sabe que
no todas las cepas bacterianas tienen la misma susceptibilidad a la depredacién de
Bdellovibrio, por ejemplo la capa S proporciona resistencia frente a la depredacién. Se
desconoce los mecanismos por los cuales el depredador es capaz de diferenciar entre las

bacterias presa y no presas.

Se ha podido demostrar que Bdellovibrio altera biopeliculas bacterianas tanto de Gram
positivas como de Gram negativas, y pueden disminuir considerablemente las poblaciones
bacterianas nocivas que causan enfermedades en humanos, en otros animales y en plantas.
Por lo que, la aplicacion de los BALO para fines medioambientales, como biotecnoldgico
son factibles y deben de estudiarse mas a fondo. Y debido a la capacidad que tiene
Bdellovibrio de eliminar a bacterias Gram negativas, este tiene un gran potencial como
agente de biocontrol, pero actualmente existe una falta de conocimiento en su ecologia.
Ademas se puede utilizar a Bdellovibrio como probidtico intestinal ya que no produce una

respuesta inflamatoria fuerte.

Debido al aumento de genes de resistencia a los antibidticos acumulado en muchas bacterias
patégenas, hacen necesario buscar nuevas alternativas para matar a estos patdégenos, y una
de las estrategias que estdn mas en auge y que es esperanzadora, es el uso de bacterias
depredadoras de esas bacterias patdgenas, pero se requiere de mas investigacion in vivo para

poder usarlo como una alternativa a los antibidticos.

Queda aun que seguir investigando en toda la biologia bésica, avanzar en el estudio de otras
posibles aplicaciones, y mejorar las aplicaciones actuales, ademas de poder utilizar otras
bacterias mas simples y que se puedan llevar a mayor escala con el uso de mutantes necesita

de una investigacién mayor y es muy importante en el mundo actual.
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