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Uno de los aspectos de la microbiologia
que me cautivo desde muy joven fue la faci-
lidad insultante que tienen las bacterias para
colonizar practicamente cualquier ambiente
imaginable. Al contrario que los humanos, la
evolucion ha dotado a estos seres micros-
cOpicos con unos atributos metabolicos tales
que les permite expandir sus poblaciones y
sobrevivir en una gran diversidad de escena-
rios. No obstante, no importa lo adverso que
un ambiente sea, tanto las bacterias como
los seres humanos no solemos vivir aislados.
Como toda buena comunidad de vecinos
que se precie, las comunidades microbianas
también cuentan con individuos amistosos y
los que no lo son tanto. En estas sociedades,
establecer relaciones requiere siempre una
cierta capacidad diplomatica que terminara
inevitablemente derivando en alianzas, indi-
ferencia u hostilidad.

Una de las estrategias de socializacion
que las bacterias utilizan es la produccion
de efectores extracelulares (7), moléculas
generalmente de pequefio tamafo que pue-
den actuar a distancia para modular la bio-
diversidad y el comportamiento de los orga-
nismos que cohabitan en un mismo nicho.
Un tipo de efectores extracelulares son los
D-amino 4cidos, formas enantioméricas de
los archiconocidos (L)-amino &cidos, consti-
tuyentes basicos de las proteinas en todos los
reinos de la vida. En 2009, descubrimos que
un gran ndmero de bacterias no relacionadas
filogenéticamente secretaban niveles altos de
D-aminodcidos al medio ambiente (6). Desde
entonces, el nimero de laboratorios en todo
el mundo interesados en conocer el impacto
bioldgico y ecoldgico de estas moléculas no
ha dejado de crecer. Sin embargo, a dia de
hoy apenas hemos comenzado a descubrir
algunas de las, aparentemente muy numero-
sas, funciones reguladoras de estos efectores
en la fisiologia bacteriana (3).

Aunque desde hace varias decadas los
cientificos ya conocian de la existencia de
los D-aminodcidos D-alanina y D-glutamico,
éstos nunca habian valorado la posibilidad de
que su funcion fuera otra que la de ser cons-
tituyentes del peptidoglicano, una estructura
especifica de las bacterias que envuelve a la
célula y proporciona la forma v la resistencia
al turgor interno (8). Sin embargo el agente
etiologico de la enfermedad del cdlera -Vibrio
cholerae, ademas de producir D-Ala y D-Glu,
libera concentraciones milimolares de D-me-
tionina y D-leucina al medio extracelular (6).
Dado que estos D-amino cidos son diferentes
de la D-Ala y D-Glu presentes en todas las
paredes bacterianas, los llamamos D-amino
acidos no canonicos (NCDAASs). Curiosamen-
te, a diferencia de la D-Ala y el D-Glu, que son
producidos por racemasas citoplasmaticas
mono-especificas (5), tanto la D-Met como la
D-Leu son producidos por una misma racema-
sa multiespecifica (i.e., racemasa de amplio
espectro, BsrV) que se localiza en el periplas-
ma. Otra diferencia mas de BsrV respecto a las
racemasas de alanina y glutamico es que ésta
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primera no es esencial. En V/ cholerae, la pro-
duccion de NCDAASs se induce durante la fase
estacionaria de crecimiento (2,6) y depende
del factor sigma de respuesta a estrés RpoS.

Pero, ¢para que sirven los D-amino acidos?
Los NCDAAs se incorporan en la estructura
del peptidoglicano reemplazando la D-Ala
terminal de los muropeptidos. Esta “edicion”
quimica genera un sustrato sub-Optimo que
ralentiza la biosintesis del peptidoglicano y
permite con ello a la bacteria coordinar ade-
cuadamente el metabolismo de la pared celu-
lar con el crecimiento de la poblacion cuando
los recursos nutricionales escasean (2,6).

Un momento clave en nuestra investigacion
fue cuando caracterizamos las propiedades
bioquimicas y estructurales de la racemasa
BsrV (4). Encontramos entonces que BsrV
podia racemizar un nimero de aminodcidos
(>10) muy superior a los 4 que originalmente
detectamos en el medios extracelulares de V.
cholerae (D-Met, D-Leu, D-Val y D-lle). ¢ Como
se explicaba ésto? Como sucede a menudo
en ciencia, el descubrimiento de que V. cho-
lerae liberaba D-Met y D-Leu al ambiente fue
fortuito. El proyecto en su inicio consistia en
identificar los determinantes genéticos que
definian la morfologia curvada de V. cholerae.
En esta busqueda encontramos que la muta-
cion del gen mrcA que codifica la PBP1A en
V. cholerae, una de las principales PBPs (del
ingles, penicillin binding proteins) sintéticas,
causaba un cambio de morfologia solo visible
en fase estacionaria. Es decir, mientras que el
mutante mrcA era perfectamente normal, al
menos en forma, a la bacteria silvestre duran-
te la fase exponencial, este bacilo curvado
mudaba a forma cocoide en fase estacionaria.
Razonamos que esta transicion morfologica
podia provenir de un estimulo ambiental.
Identificamos entonces los D-amino &cidos
D-Met y D-Leu en una fraccion del sobre-



nadante de fase estacionaria de V. cholerae
que resulto ser activa para inducir el cambio
morfoldgico en el mutante mrcA (6). Este tipo
de andlisis era por supuesto sesgado porque
solo detectaba aquellos D-amino &cidos que
inducian cambios en la forma de ese mutante
en cuestion. Y dado que la pared es el princi-
pal determinante morfoldgico de la bacteria,
tiene todo el sentido que la D-Met y la D-Leu
fueran hallados en aquellas fracciones acti-
vas. Pero, tal y como era de esperar, un anali-
sis quimico del medio extracelular (no fraccio-
nado) de V. cholerae reveld una acumulacion
elevada de muchos otros D-aminodcidos
(como por ejemplo, D-Arg) (1). Ello nos hizo
plantearnos que aunque los D-aminodcidos
quiza compartan un propdsito bioldgico dltimo
i.e., facilitar la adaptacion de la bacteria a
estrés, puede que usen distintas estrategias
para lograrlo.

Para abordar esta cuestion, realizamos
un estudio genético con el fin de identifi-
car aquellas mutaciones que sensibilizaban
a V. cholerae (normalmente resistente a los
D-aminoacidos) frente a D-Met o D-Arg.
Este experimento resulto ser muy ilustrati-
VO porque dimos con mutaciones en genes
asociados al metabolismo de la pared celular
que hacian hipersensible a / cholerae frente
a D-Met pero no asi frente a la D-Arg (1).
Este resultado daba fuerza a la hipétesis que
defendia que los D-amino acidos pudieran
desempefiar mas de una funcion biologica.

A pesar de que la D-Arg es totalmente
inocua para V. cholerae, este D-amino acido
es un potente compuesto bactericida para
muchas especies bacterianas. Basamos en
este hecho nuestra estrategia para investigar
el mecanismo de accion de la D-Arg. Aunque
volvimos a utilizar una aproximacion genética,
en este caso buscamos indentificar mutacio-
nes supresoras de la letalidad de la D-Arg.
Utilizamos para ello dos especies bacteria-
nas: Caulobacter crescentusy Agrobacterium
tumefaciens. De esta forma no solo aumen-
tabamos las posibilidades de éxito sino que
ademas podriamos evaluar si ambas especies
utilizaban el mismo mecanismo de resisten-
cia 0 no. Sorprendentemente, las mutaciones
en ambas bacterias apuntaron al sistema de

captacion de fosfato (y no a la pared bacte-
riana), confirmando que los D-aminoécidos
deben considerarse como efectores ambien-
tales sin redundancia funcional (1).

El amplio espectro bactericida de la D-Arg
hace de este D-aminodcido una poderosa
arma quimica que bacterias productoras
como V. cholerae pueden usar para competir
con aquellos organismos que co-habitan en el
mismo nicho. Siendo algo tan ventajoso llama
la atencion que no todos los vibrios codifi-
quen una racemasa de amplio espectro. Sin
embargo, el que los NCDAAS sean liberados
al ambiente puede servir para que también
los vibrios no productores pudieran benefi-
ciarse de estas moléculas. De hecho, todos
los vibrios son resistentes a los D-aminoa-
cidos, independientemente de si codifican o
no una racemasa de amplio espectro. Es por
ésto por lo que la D-Arg, por ejemplo, podria
usarse como una estrategia cooperativa que
permitiera defender a un grupo heterogéneo
de vibrios y expandir sus poblaciones en
ambientes polimicrobianos hostiles (1). De
hecho, las especies de vibrio co-habitan en
diversos nichos marinos y de agua dulce Y,
por lo tanto, pueden beneficiarse de la pro-
duccion altruista de D-Arg por parte de unas
pocas especies productoras.

Dado que las bacterias parecen generar sin
gran problema mutaciones para sobreponer-
se a los efectos nocivos de los D-Arg y D-Met,
es posible que la produccion de distintos tipos
de NCDAAs dirigidos contra distintos tipos de
procesos (dianas) celulares sirva para minimi-
zar la emergencia de especies resistentes. La
aplicacion combinada de NCDAAs bacterici-
das en terapias antimicrobianas tiene un gran
potencial en el area clinica. Es mas, D-amino
acidos afectando procesos no vitales como el
biofilm, motilidad, secrecion de toxinas o la
esporulacion pueden tener también un papel
muy relevante en el control de la virulencia de
bacterias patogénicas.

La abundancia de los L-aminodcidos exis-
tentes en un nicho en concreto junto con la
diversidad de especies bacterianas produc-
toras de racemasas multiespecificas deter-
minara en Ultima instancia: i) la composicion
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y la cantidad de D-amino&cidos secretados
y, ii) la biodiversidad, fisiologia y comporta-
mientos microbianos que se veran afectados
en otros entornos. No obstante, todavia queda
mucho por aprender a cerca del papel de los
NCDAASs en procesos como la sefalizacion,
el desarrollo y la interferencia metabolica,
estudios que proporcionaran una informacion
mecanistica muy valiosa sobre la evolucion de
los ecosistemas microbianos.
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