TEMAS DE ACTUALIDAD

Canibalismo

de

0s microorganismos emplean armas quimicas como
Lantibiéticos u otros agentes antimicrobianos para pro-
tegerse del ataque de otras especies o incluso de diferen-
tes cepas de la misma especie. En general, los microorga-
nismos que producen estos compuestos son inmunes a los
mismos. En Bacillus subtilis, concretamente en poblaciones
que entran en fase de esporulacién, se ha descrito un com-
portamiento fratricida mediado por unas toxinas que son
producidas por algunas células de la poblacién para elimi-
nar a otras células hermanas, genéticamente idénticas
(Gonzélez-Pastor et al., 2003). El proceso de formacion de
esporas se inicia por limitacién de nutrientes, e implica la
divisién asimétrica de la célula para producir dos comparti-
mentos de distinto tamafo: la célula madre, de mayor
tamafio, y la forespora, de menor tamafio que dara lugar a
la espora. El compartimiento de la forespora termina incor-
porandose en el compartimento de la célula madre, que
contribuye al desarrollo de la espora. La lisis de la célula
madre permite la liberacién de la espora (revisado en
Piggot y Losick, 2002; Errington, 2003). Un aspecto impor-
tante de este proceso es que las células no estan compro-
metidas a esporular hasta que forman el septo asimétrico
en uno de los polos. Hasta ese momento, pueden volver a
crecer si surgen nuevos nutrientes en el medio. Sin embar-
go, las células que han pasado el estado de formacién del
septo asimétrico entran en un proceso sin retorno, y ten-
drdn que completar la formacién de la espora pese a la pre-
sencia de nutrientes (Parker et al., 1996). El proceso de
esporulacién es muy complejo, requiere un elevado consu-
mo energético y necesita varias horas para completarse.
Por ello, la formacién del septo asimétrico se podria consi-
derar como el momento idéneo para decidir si el proceso
de esporulacién debe continuar o no, haciendo este pro-
ceso reversible si aparecen nuevos nutrientes en el medio.
Como se ha comentado previamente, se ha descrito un
comportamiento de fratricidio en poblaciones que entran
en esporulacion. En estas poblaciones se ha observado
que no todas las células entran de forma sincronizada en
esporulacién, y aquellas células que han comenzado este
proceso producen toxinas que matan a las células herma-
nas que no han empezado a esporular. El resultado es la
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liberacién al medio de nuevos nutrientes que proceden de
las células muertas, y que son empleados por las células
que han producido las toxinas (canibales) y que habian
empezado a esporular pero no habian llegado a la etapa de
compromiso, en la formacién del septo asimétrico (Figura
1A). Mediante este proceso de fratricidio y canibalismo se
consigue retrasar el proceso de esporulacién en toda la
poblacién, ya que permite que aquellas células que habfan
empezado a esporular y que no habfan completado el
septo asimétrico puedan volver a crecer y dividirse
(Gonzalez Pastor et al, 2003).

GENES IMPLICADOS EN LA MUERTE DE LAS CELULAS
QUE NO ENTRAN EN ESPORULACION

e han identificado dos grupos de genes implicados en
Seste proceso de canibalismo: i) skf (sporulation killing
factor), y ii) sdp (sporulation delying peptide) (Gonzalez
Pastor et al., 2003; Ellermeier et al., 2006). Los dos grupos
de genes se expresan al principio del proceso de esporula-
cién, y ademds su transcripcion depende de SpooA
(Fawcett et al, 2000), el regulador principal de la entrada
en fase de esporulacion. Se observd que las mutaciones en
genes de cada uno de estos grupos aceleran el proceso de
esporulacién (Figura 1B). Los estudios clasicos del proceso
de formacion de esporas se basan en la detecciéon de
mutantes defectivos en la formacién de esporas, y esta fue
la primera vez en la que se estudiaron mutantes que ace-
leraban este proceso. La posible relevancia bioldgica de
este fenotipo se discutird mas adelante.

El operdn skf estd constituido por ocho genes (A-H) y
codifica la produccién de una toxina e inmunidad a la
misma. Este operdn es similar a otros que estan implicados
en la sintesis de antibidticos peptidicos. El gen skfA podria
codificar la estructura primaria de la toxina. El gen skfB
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codifica una proteina similar a otra de B. subtilis implicada
en la modificacién del antibidtico subtilisina. El producto
del gen skfD contiene el dominio CAAX identificado en una
familia de proteasas. Por otra parte, los genes skfE y skfF
codifican un posible transportador de tipo ABC (ATP bin-
ding cassette). Este tipo de transportadores se encuentran
frecuentemente en operones de sintesis de antibidticos, y
estan relacionados con la secrecién del antibidtico y la
resistencia al mismo. La toxina producida por el operdn
skf, SKF, no ha podido ser aislada, pero diferentes experi-
mentos han demostrado su actividad: (i) en cultivos mix-
tos de la cepa natural y la cepa mutante skf, la cepa natu-
ral mata a la mutante cuando el cultivo entra en esporula-
cion. (la cepa natural produce SKF que mata a la cepa
mutante skf); (i) la expresion de los genes que codifican el
transportador de tipo ABC, skfEF, en la cepa mutante skf,
permite que estas células se vuelvan resistentes
a SKF; (iii) una cepa que puede expresar el ope- A
rén skf bajo el control de un promotor inducible
por IPTG, en presencia del inductor, produce un
halo de inhibicién de crecimiento cuando se ino-
cula sobre un césped de la cepa mutante skf; y
la evidencia mds importante, (iv) el operdn skf
es responsable de la muerte de cercade un 70 %
de las células de una poblacidn de B. subtilis que
entra en esporulacidn, algo que no se observa
en una cepa mutante skf. Este fendmeno es
resultado de la heterogeneidad de las células
de una misma poblacién en relacién con la acti-
vacién del regulador principal de fase estacio-
naria, SpooA, en menos de la mitad de la pobla-
cion se activa este regulador (Chung et al., 1994;
Gonzalez-Pastor et al., 2003). Por tanto, sélo las
células con el regulador SpooA activado produ-
cen la toxina y la resistencia a la misma, y por
ello, las células con SpooA no activado mueren.
El otro grupo de genes implicado en la muer-
te celular durante esporulacién es sdp, consti-
tuido por dos operones convergentes, sdpABCy
sdpRlI. El operdn sdpABC es responsable de la
sintesis y transporte de un péptido de 63 ami-
noacidos procedente del extremo C-terminal
del producto de sdpC. El péptido SdpC se ha
descrito inicialmente como una sefal que retra-
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sefializacidn intercelular. El operdn sdpRI no se transcribe
en un mutante sdpC, pero su transcripcion se restablece si
las células productoras de la sefial SdpC crecen en su pro-
ximidad. SdpC se pudo purificar directamente del medio
de cultivo de células que entran en esporulacién, y se com-
probd que el péptido purificado estimula la trasncripcion
del operdn sdpRil.

Como se ha mencionado antes, ademas de la funcién
de sefalizacién, SdpC se comporta como una toxina, y se
ha demostrado que Sdpl, que es posiblemente una protei-
na integral de membrana, confiere inmunidad a la misma
(Ellermeier et al., 2006). Por otra parte, la proteina SdpR es
similar a otras de la familia de reguladores ArsR, y fue ini-
cialmente identificada en una bisqueda de genes que inhi-
ben la transcripcién del gene sigW, implicado en resisten-
Cia a antibidticos y detoxificaciéon. Ademas, SdpR funciona
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sa el proceso de esporulacidn, mediante la
induccién de los genes adyacentes sdpRI
(Gonzalez-Pastor et al, 2003). Recientemente,
se ha propuesto que SdpC puede funcionar
como una toxina y que los productos de sdpRI
confieren inmunidad a la toxina (Ellermeier et
al, 2006). Las mutaciones en sdpABC también
confieren un fenotipo de aceleramiento de la
esporulacién, incluso mas rdpido que el de las
mutaciones en sdp (Figura 1B). Mediante expe-
rimentos de microarrays de ADN se demostrd
gue una mutacion en sdpC afecta fuertemente a
la transcripcidn del operdn convergente sdpRl,
y esta dependencia se debe a un efecto de

Figura 1. (A) Modelo del comportamiento de canibalismo. (B) Las
colonias de mutantes de B. subtilis que no exhiben canibalismo
(mutantes en los genes skf, sdp o en los dos) esporulan mas lenta-
mente que las colonias formadas por cepas naturales (wt). En la
fotografia de la izquierda, se observa que las colonias de los mutan-
tes son mas brillantes que las colonias de la cepa wt y esto se aso-
cia a un mayor numero de esporas. En efecto, en el panel de la dere-
cha se observan bacterias procedentes de la cepa wt y de mutantes
en sdp; como se puede apreciar, en el mutante sdp hay mas bacte-
rias brillantes (con esporas) que en la cepa wt. Por otra parte, en la
cepa wt se aprecia un gran nuimero de bacterias que exhiben
menor intensidad (sefialadas con flechas blancas) y que correspon-
den a bacterias muertas. Este tipo de bacterias no se observa en el
mutante sdp.
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como un auto-represor, ya que se ha demostrado que se
une a la regién promotora del operon sdpRI e inhibe su
transcripcién. En un mutante en sdpC no se transcribe el
operon sdpRlI, pero si se introduce una mutacién en sdpR
se restablece la transcripcidn. Integrando diversas obser-
vaciones, se ha propuesto un modelo (Figura 2) en el que
la toxina SdpC interacciona con la proteina de inmunidad
Sdpl, y este complejo induce el secuestro del regulador
SpdR en la membrana. En efecto, se confirmdé que SdpR,
fusionado a la proteina verde fluorescente se localiza en
membrana en presencia de la toxina SdpC, pero no en su
ausencia. El secuestro de SdpR en la membrana impide
que reprima la transcripcién de sdpRl, facilitando la expre-
sion de la proteina de inmunidad Sdpl. En ausencia de la
toxina SdpC, SdpR no se secuestra en la membrana, repri-
me sdpRl, y por tanto evitaria la produccidn innecesaria de
la proteina de inmunidad Sdpl (Ellermeier et al., 2006).

En resumen, ;por qué las células que esporulan son
inmunes a las toxinas que producen? En el caso del operén
skf, las células que expresan SKF son inmunes porque ade-
mas producen el transportador de tipo ABC, codificado en
el mismo operdn, que confiere resistencia a la toxina. ;Qué
ocurre en el caso de la toxina SdpC? En principio, la sefial
SdpC podria inducir la expresién del gen de inmunidad
Sdpl en todas las células de la poblacién. Esto no sucede
porque el regulador SpooA que controla la transcripcion

de sdpABC, también controla sdpRI de forma indirecta
mediante el represor AbrB. Este represor sélo esta pre-
sente cuando SpooA no esta activado. Por ello, las células
que no esporulan, en las que SpooA no estd activado, no
pueden transcribir sdpRl, debido a la accién del represor
AbrB, y por tanto no expresan la proteina de inmunidad

(Figura 3).
POR QUE LOS MUTANTES SKF Y SDP ESPORULAN
MAS RAPIDAMENTE?

¢CUAL ES EL SIGNIFICADO BIOLOGICO DEL
CANIBALISMO EN LAS POBLACIONES DE B. SUBTILIS?

| fenotipo de esporulacién acelerada de los mutantes

skfK y sdp indica que la cepa natural no es muy eficien-
te en cuanto a la velocidad de esporulacidn. Las toxinas
producidas por estos operones matan a aquellas células en
las que SpoOA no estd activado. Los nuevos nutrientes
liberados al medio procedentes de la lisis de esas células
son empleados por aquellas células que habiendo empe-
zado a esporular todavia no han llegado al punto de no
retorno. Estos nutrientes les permiten volver a crecer y
duplicarse. En este escenario, el proceso de formacién de
esporas se paraliza hasta que de nuevo se vuelven a ago-
tar los nutrientes en el medio. De nuevo, esto producirad
una poblacién heterogénea en cuanto a la actividad de
SpoO0A, y nuevos episodios de muerte celular tendran
lugar, hasta que gran parte de la poblacidn se haya trans-
formado en esporas. Este ciclo de multiples eventos de
muerte celular es responsable del retraso en el proceso de
esporulacién de la cepa natural. Si una o dos de las toxinas
estd ausente, las células que no tienen SpooA activado no
mueren, no se introducen nuevos nutrientes en el medio 'y
por tanto no se detiene el proceso de esporulacidn, lo que
explica su mayor velocidad en las cepas mutantes sdp o
skf.

No SdpC

Sdpl 12 -

Figura 2. Modelo de secuestro propuesto para explicar
como la sefal extracelular SdpC induce la expresion del
operén de inmunidad sdpRl. La flecha gruesa en el panel
de la derecha sobre el promotor de spdRl, indica el nivel
elevado de transcripcion de este operdn. El mayor grosor
del simbolo de Sdpl en el panel superior de la derecha
indica que se expresa en mayor cantidad.
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(baja concentracion)
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» ESPORULACION

¢Por qué las cepas naturales presentan este comporta-
miento fratricida? ;Qué ventajas puede aportar? A diferen-
cia de lo que se pensaba, hemos propuesto que el proceso
de esporulacién es posiblemente el ultimo resorte que
B. subtilis quiere activar en respuesta a la ausencia de
nutrientes. Como se ha explicado previamente, el proceso
de esporulacién es complejo y requiere un importante con-
sumo de energia y de tiempo para ser completado.
Ademas es un proceso que se convierte en irreversible a
partir de una etapa muy temprana. Para una comunidad de
B. subtilis, podria ser desfavorable que todos los miem-
bros de la poblacidn entrasen de forma rapida y sincroni-
zada en este proceso a la menor sefial de ausencia de
nutrientes, que es el fenotipo observado en los mutantes
sdp y skf. Este proceso de canibalismo ayuda a retrasar la
formacion de esporas y ademds mantiene durante un
mayor tiempo una poblacién mixta con un pequefio por-
centaje de esporas y un mayor porcentaje de células que
estdn en fase de crecimiento. El mantenimiento de una
poblacién de este tipo podria ser mas beneficioso para la
comunidad a la hora de competir con otras poblaciones
microbianas. En su entorno natural, estas comunidades
compiten con otros microorganismos, muchos de los cua-
les, no producen esporas. Las células que ya se encuentran
en la fase irreversible de la esporulacién y las esporas
podrian tardar mucho mas tiempo en recuperarse y crecer
rapidamente si nuevos nutrientes aparecen en el medio,
por lo que estarfan en desventaja con otros microorganis-
mos no productores de esporas. Por otra parte, las toxinas
producidas por las células que esporulan podrian matar no
sélo a las células hermanas de B. subtilis que no esporulan
sino también otros microorganismos que estuviesen en la
proximidad, favoreciendo la liberacién de nuevos nutrien-
tes, lo que ralentizaria el proceso de esporulacién.

LOs GENES IMPLICADOS EN EL CANIBALISMO SE
INDUCEN POR NIVELES BAJOS DEL REGULADOR
SPOOA, ANTES QUE LOS GENES ESPECIFICOS DE
ESPORULACION

[ regulador SpooA se conoce principalmente por su fun-
cién en el control del inicio del proceso de esporulacion
en B. subtilis, y regula directamente 121 genes. Sin embar-
g0, no todos estos genes responden de la misma manera a
SpooA. Algunos se activan con una baja concentracién de
SpoOA y otros requieren una elevada concentracidon

Figura 3. El canibalismo y la esporulacion estan controla-
dos por diferentes niveles del regulador SpoOA. Los ope-
rones skfy sdp implicados en el canibalismo, estan regula-
dos por una baja dosis de SpoOA. El operén skf ademas
estd reprimido por AbrB. sdpABC y sdpRl estan regulados
de forma indirecta por Spo0OA, ya que estan reprimidos por
AbrB. Por otra parte, la activacion del proceso de esporu-
lacion requiere niveles mas elevados de SpoOA.

(Chung et al., 1994). Mediante microarrays de DNA se iden-
tificaron todos los genes que estan en estas categorias
(Fujita et al., 2005). En resumen, se observé que los genes
que desempefan una funcién directa en el proceso de
esporulacién requieren una elevada dosis de SpooA ya que
sus promotores tienen una baja afinidad de unidn a este
regulador. Por otra parte, los genes que requieren una
concentracion baja de SpooA, o bien tienen un sitio de
unién de alta afinidad, o son regulados de forma indirecta
por SpooA, a través del represor AbrB. En presencia de
Spo0A, no se expresa AbrB y de esta forma se desrepri-
men los promotores controlados por AbrB. Dentro de esta
categoria de genes que requieren una dosis baja de SpooA
estdn los genes implicados en el canibalismo, skf y sdp
(Figura 3). El promotor del operdn skf tiene alta afinidad
por SpooA, y ademas es reprimido por AbrB, y el operdn
sdpABC estd bajo el control negativo de AbrB. Por ello, la
existencia de estos distintos tipos de activacidn de SpooA
podria tener un significado bioldgico. En una etapa tem-
prana, las células producen SpooA en bajas concentracio-
nes, y se inducen genes auxiliares en el proceso de espo-
rulacién, como por ejemplo los de canibalismo. Un incre-
mento progresivo en los niveles de SpooA, llevaria a indu-
cir los genes que participan directamente en la esporula-
cion (Figura 3). Esta compleja regulacién refleja nueva-
mente que la decision de esporular se elabora de una
forma muy controlada.

OTROS EJEMPLOS DE FRATRICIDIO
EN MICROORGANISMOS

Recientemente se ha descrito otro caso de fratricidio en
el patégeno Streptococcus pneumoniae (Guiral et al.,
2005; revisado junto al canibalismo por Claverys y
Havarstein, 2007). En condiciones de alta densidad celular,
y en respuesta a un péptido sefial secretado al medio,
S. pneumoniae entra en un estado de competencia genéti-
ca. Al igual que en el proceso de esporulacién de B. subti-
lis, sélo una fraccidon de las células en la poblacidn se vuel-
ve competente, y producen una bacteriocina responsable
de la lisis de las células no competentes en la poblacién. Se
ha postulado que las células lisadas liberan al medio DNA,
nutrientes, pneumolisina y otros factores de virulencia que
podrian facilitar la invasion del huésped.

Por otra parte, en Myxobacteria, que también forma
esporas, se ha descrito que los cultivos que entran en fase
estacionaria experimentan un proceso de autolisis.
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Aproximadamente se lisa un 80 % de la poblacién inicial
(Wireman y Dworkin, 1977). Las toxinas implicadas en esta
muerte celular se denominan autocidas, y no son activas
contra ninguna otra bacteria u hongos, pero si contra la
especie productora y otras cercanas. Serd interesante
investigar si esta muerte celular en Myxobacteria se debe a
un comportamiento fratricida. Este podria considerarse un
caso de muerte celular programada o apoptosis como los
que se describen en organismos multicelulares eucariotas.

CONCLUSIONES

uestra percepcién del mundo bacteriano tiende a ser
Nreduccionista. Los estudios realizados en condiciones
de laboratorio proporcionan informacién sobre los genes,
su regulacidn transcripcional, rutas metabdlicas, que no se
explican ni integran en el contexto del tipo de vida de
estos organismos en el medio ambiente. El proceso de
esporulacién se ha estudiado extensamente desde un
punto de vista unicelular, aunque ya se conocia que requie-
re sefiales de densidad celular: una bacteria aislada no
puede entrar en esporulacién. Este comportamiento fra-
tricida que hemos denominado canibalismo refleja un con-
trol por parte de la comunidad bacteriana para retrasar el
mayor tiempo posible la decisién de esporular. Por otra
parte, este trabajo ha proporcionado una vision mas
amplia de la funcién del regulador SpooA, tradicionalmen-
te vinculado de forma exclusiva al proceso de esporulacién
a nivel unicelular. Las complejas propiedades de la regula-
cién mediada por SpooA, que controla la entrada en un
programa de desarrollo dependiendo de la concentracidn
de proteina activada, recuerdan a las de los reguladores
del desarrollo en organismos eucariotas.
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