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RESUMEN. Las bacterias que no esporulan, como Escherichia coli,
entran a una fase de crecimiento nulo, o fase estacionaria, a agotarse
los nutrimentos en el medio. En esta fase disminuye el volumen celu-
lar y laforma se redondea, se engrosa la pared, disminuye el nimero
deflagelosy seincrementalaresistencia celular acondiciones adver-
sas. El metabolismo se reorganiza, se acumulan compuestos de reser-
vay osmoproteccion y aumenta la degradacién de macromol éculas.
El DNA en el nucleoide se compactay disminuye su metabolismo. La
expresion de los genes necesarios para el crecimiento disminuye y
aumenta la de aquéllos rel acionados con la viabilidad celular durante
el ayuno. Laregulacion de los genes de |a fase estacionaria depende
principalmente del factor transcripcional o® (RpoS). Las células en
fase estacionaria muestran ademés una gran heterogeneidad en pro-
piedades como viabilidad, genotipo y mutabilidad. La aparicion de
subpoblaciones de mutantes capaces de utilizar nutrimentos escasos
sugiere la existencia de estrategias parala supervivencia durante ayu-
nos prolongados. En esta revisién se presentan las principales carac-
teristicas de las células de Escherichia coli en lafase estacionaria, asi
como del sistema global de regulacion genética que determinala ma-
yor parte de estas caracteristicas.
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INTRODUCCION

Las bacterias enfrentan constantemente condiciones
gue limitan o impiden su crecimiento. Su habilidad para
colonizar un ambiente requiere la capacidad para alternar
periodos de rapida divisién celular y de crecimiento nulo.
Las caracteristicas de | as células en estos periodos pueden
analizarse en €l laboratorio en condiciones controladas de
temperatura, oxigenacion y composicion del medio de
cultivo. La curva normal de crecimiento bacteriano pre-
senta 4 fases: 1) fase detransicion A o “lag”, 2) fase loga-
ritmica o exponencial (FE), 3) fase de transicion B y 4)
fase estacionaria (FS). Lafase “lag” representa el tiempo
necesario parareiniciar el ciclo celular después de un pe-
riodo de ayuno nutrimental. Un cultivo bacteriano gene-
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La fase estacionaria en la bacteria

Jesus Ramirez Santos,* Gabriel Contreras Ferrat,** M. Carmen Gomez Eichelmann*

ABSTRACT. When nutrients become scarce E. coli cellsenter into a
non-growth phase known as stationary and develop a multiple-stress
resistance state analogue to sporulation in B. subtilis. Morphological
changes are observed, including rounded shape, loss of flagella and
thickening of the cell wall. General metabolism is re-directed, macro-
molecular degradation is increased, and storage and osmoprotection
compounds are synthesized. The reorganization of the nucleoid is ac-
companied by an overall repression of gene expression, but a subset
of genes required for starvation survival become transcribed in a
manner dependent on the stationary phase-specific subunit of RNA
polymerase (RpoS or ¢%). The regulatory function of o° seems to be
central to a global gene network that is beginning to be understood.
Also, stationary phase populations are highly heterogeneous in prop-
erties as viability, genotype, and mutability. The emergence of mu-
tant subpopullations capable of using nutrient traces suggest survival
strategies during long term starvation. This review focuses on the
major characteristics of E. coli during stationary phase and on the
regulatory gene network responsible of such characteristics.

Key words: Escherichia coli, stationary phase, RpoS (¢%).

ralmente se inicia a inocular el medio de cultivo con un
ndmero pequefio de bacterias en FS. En los primeros mi-
nutos posteriores al inicio del cultivo, se recupera el nivel
normal de tensién helicoidal del DNA*° e incrementa la
expresion de los genes importantes para el crecimiento.
Posteriormente, entre los 30 y 40 minutos, se reiniciala
replicacion del cromosomay alos 80-120 minutos se pre-
senta la primera division de la mayoria de las células.1740
LaFE, o de crecimiento balanceado, representa el periodo
en el que hay suficientes nutrimentos; las bacterias recu-
peran el ciclo celular e incrementan su nimero exponen-
cialmente. La fase de transicion B, o de crecimiento no
balanceado, se inicia cuando disminuyen los nutrimentos.
En esta transicion cambia la pendiente de la curva de cre-
cimiento exponencial y disminuye lavelocidad de sintesis
de macromoléculas. La disminucién de la sintesis de
DNA vy proteinas no es sincrénica, o que ocasiona un in-
cremento en la relacién DNA/proteina. Por otra parte, la
division celular continlaaunavelocidad similar aladela
FE, lo que genera células de menor tamario.** Finalmente,
cuando los nutrimentos se agotan, las células entran ala
FS. El inicio de esta fase se define operacionalmente
como el momento en el que el nimero de células en el
cultivo no varia (Fig. 1). En estos cultivos, la FE repre-
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Figura 1. Curva de crecimiento en medio rico de la bacteria Escherichia
coli. La curva de crecimiento se inicia al diluir el cultivo de una noche en
medio nuevo. 1) Fase de transicion A o fase “lag”; 2) Fase logaritmica o
exponencial; 3) Fase de transicion B; 4) Fase estacionaria. En estos cul-
tivos la fase exponencial representa el periodo de crecimiento rapido o
balanceado y la fase estacionaria el periodo de crecimiento nulo.

senta el periodo de rapida division celular o de crecimien-
to balanceado, mientras que la FS representa el periodo de
crecimiento nulo.

Las bacterias que no esporulan en respuesta al ayuno
nutrimental, como es el caso de Escherichia coli, presentan
cambios morfoldgicos y fisiol 6gicos importantes al ingre-
sar alaFS. Estos cambios no representan un estadio final
con suspension total del metabolismo, como en laesporula-
cion, sino un estadio dinamico en el que se mantiene un
metabolismo basal aun después de semanas en ayuno. Esta
condicion se logra mediante la expresion oportuna de ge-
nes que se organizan en redes de regulacion. 12455 |ares-
puesta genética al estrés nutrimental varia en relacion al
tiempo que tienen las células en FS, la oxigenacién, € pH,
latemperaturay el primer nutrimento que se agota (fuente
de carbono, nitrégeno o fosfato), entre otros factores. El
conocimiento actual sobre la FS se basa principal mente en
los estudios de cultivos de Escherichia coli en medio mini-
mo con glucosa o en medio rico Luria-Bertani (LB).*! Esta
bacteria representa uno de los model os biol 6gicos mas es-
tudiados desde el punto de vista genético, bioquimico y
funcional.

En estarevision se presentan las principal es caracteristi-
cas de las células de Escherichia coli en FS, asi como del
sistema global de regulacién genética que se activa por la
disminucion de nutrimentos y que determina la mayor par-
te de estas caracteristicas.
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LA FASE ESTACIONARIA EN ESCHERICHIA COLI
|. Caracteristicas generales de las células

En la FS ocurren cambios draméticos en la estructura 'y
fisiologiade E. coli. En estafase disminuye el volumen ce-
lular y las bacterias se redondean, disminuye |atasa global
de sintesisde DNA, RNA y proteinas, aumenta la degrada-
cion de proteinas, se reorganiza el metabolismo general y
se acumulan compuestos de reserva (polifosfato y glucoge-
no) y osmoproteccion (trehalosa y glicina betai-
na).223:27,:3437.44 | g disminucion del volumen celular pre-
senta dos etapas; La primera en la fase de transicion B,
como ya se menciongd, y la segunda en la FS en respuesta
principalmente a la degradacion de proteinas, pared celular
y membrana citoplasmética.** El volumen del espacio peri-
plasmatico aumenta en relacion al citoplasmatico, las en-
volturas celulares sufren una recomposicion y las bacterias
tienden a agregarse. En la membrana citoplasmatica cam-
biala composicién de acidos grasos y larelacion de fosfo-
lipidos. En general disminuyen los &cidos grasos mono-in-
saturados y aumentan |los derivados ciclopropilicos y los
poli-insaturados; los fosfolipidos fosfatidilglicerol y fosfa-
tidilserina disminuyen y aumenta la cardiolipina.?” En la
pared aumenta el grosor del peptidoglicano, mientras que
en la membrana externa aumenta la cantidad de lipopolisa-
caridos y de la lipoproteina NIpD.2” El gen para esta lipo-
proteina forma un operén con rpoS, que codifica para el
factor transcripcional ¢° que, como se veramas adelante, es
esencial paralaregulacion de la mayoria de los genes de
FS. En la cara periplasmética de |la membrana externa au-
mentan las lipoproteinas que se unen covalentemente ala
pared celular, lo que incrementalas conexiones entre pared
y membrana externa.22” La motilidad también cambia, el
numero de flagelos por célula aumenta durante la FE, al-
canza su maximo en la FS temprana y disminuye rapida-
mente después de 6-12 h en esta fase.3” Finalmente se ob-
servaque en laFS disminuye la expresion de lamayoria de
los genes necesarios para el crecimiento exponencial y au-
menta la de genes rel acionados con funciones que aseguran
laviabilidad celular durante la inanicidn,22:3547:52,55

Los cambios en el metabolismo general, el aumento
de compuestos de reservay de osmoproteccion, la remo-
delacion de la envoltura celular y la expresion diferen-
cial de genes contribuyen a que las células en FS man-
tengan la viabilidad y muestren mayor resistencia a
diversos factores de estrés, e.g., radiacion ultravioleta,
peréxido de hidrégeno, calor, antibiéticos y concentra-
ciones salinas elevadas. Esto sugiere que las bacterias
gue no esporulan en respuesta al ayuno presentan una
diferenciacion celular con algunas caracteristicas simila-
res ala esporulacion.
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Il. Caracteristicas generales de las poblaciones celulares

Las bacterias en FS muestran una gran heterogeneidad
en propiedades como densidad celular, integridad membra-
nal, viabilidad, genotipo y mutabilidad. La separacion de
las células en gradientes de Percoll mostré la presencia de
10 subpoblaciones celulares, en contraste con las 5 presen-
tes en cultivos en FE.38 Esta mayor heterogeneidad posible-
mente obedece a la presencia de subpoblaciones con dife-
rente concentracién de moléculas de reserva, poliaminas,
agua libre y osmoprotectores. Otro factor que puede influir
en la heterogeneidad es la presencia de células con un nu-
mero diferente de cromosomas. En medio LB el nimero de
cromosomas/célula varia entre 1 y 8, mientras que en me-
dio minimo glucosa entre 1y 2.2 El andlisis de la relacion
entre densidad celular y expresiéon de marcadores molecu-
lares sugiere que el patréon de expresion genética en las
subpoblaciones celulares es diferente.8

La heterogeneidad en cuanto a viabilidad se ha estudia-
do mediante el uso combinado de “pinzas’ de luz laser
(“ optical tweezers’) parainmovilizar y organizar células en
un medio liquido, microscopia de fluorescencia, observa-
cion directa de células individuales y obtencién de cuentas
viables. Los cultivos en medio rico con aproximadamente
50 h en FS tienen 65% de células viables, 30% de células
muertas que perdieron la integridad membranal y 5% de
células incapaces de reanudar €l crecimiento, lo que mues-
tra que la capacidad reproductiva'y metabdlica se modifica
antes del colapso de la membrana.'® En cultivos anaerobi-
cos con menos de 10 dias en FS no se detectan células
muertas, o que sugiere que la muerte celular se debe al
dafio por oxidacion de proteinas, DNA y fosfol ipidos.* En
estudios més recientes se determing laviabilidad de células
de cultivos de FS en LB separadas en gradientes de densi-
dad de radioselectano. Los resultados muestran que des-
pués de 10 h de FS existen dos subpoblaciones de células
cultivables con un nivel similar de dafio por oxidacién a
proteinasy de defensa contraradicaleslibres. Sin embargo,
estas subpoblaciones difieren en su sensibilidad al ayuno
de nutrimentos y de fosfatos, al estrés calérico y ala expo-
sicion a peroxido de hidrégeno.© En los cultivos de FS de
48 h se obtienen también dos subpoblaciones, una de célu-
las cultivables y otra de no cultivables. La segunda, que se
genera a partir de la subpoblacion de 10 h mas sensible a
estrés, muestra una mayor oxidacién de proteinas.1! Estos
resultados sugieren que la pérdida de viabilidad por la oxi-
dacion progresiva de moléculas celulares esta precedida
por un periodo de aumento en lasensibilidad celular a otras
condiciones de estrés.

Laviabilidad celular en los cultivos en FS prolongada
presenta tres etapas: lainicial, en la que no hay muerte ce-
lular, laintermedia, en la que muere un porcentaje elevado

de células, y lafinal, que puede extenderse por uno o mas
afos, en la que se observa una disminucién paulatina en el
nimero de células viables en el cultivo. Un cultivo conti-
Nnuo con una cuenta viable en la FS temprana de 10° bacte-
rias/ml tiene una cuenta viable aproximada de 10° bacte-
rias/ml después de un afio.® En el caso de los cultivos de
FS de E. coli en medio LB, la cuentaviable y el genotipo
de las células se mantiene estable por 2 a 3 dias. Posterior-
mente se presenta muerte celular y el crecimiento lento de
una subpablacién de células mutantes que predomina en el
cultivo a partir del dia 10. Estas mutantes denominadas
GASP (Growth Advantage in Stationary Phase) muestran
una mayor capacidad para sobrevivir el ayuno.1> E| ge-
notipo y el tiempo de aparicion de las primeras mutantes
GASP dependen principalmente de las condiciones de cre-
cimiento, de la composicion del medio y del pH que alcan-
za el cultivo en la FS. Por gemplo, en cultivos en medio
LB incubados a 37°C con agitacion, en los que el pH se al-
calinizaal llegar €l cultivo alaFS, las primeras mutaciones
GASP frecuentemente se localizan en el gen rpoS. La ma-
yoria de estas mutaciones disminuyen la eficiencia de ¢
para mediar latranscripcion de los genes de FS, o que fa-
vorece un incremento moderado en la expresién de los ge-
nes dependientes de 07014 Este incremento confiere a las
células en ayuno una mayor capacidad para transportar y
catabolizar |os aminoéacidos liberados por las células muer-
tas. Las primeras mutantes GASP son diferentes en los me-
dios de cultivo que se acidifican en la FS, ya que o® esim-
portante para responder al estrés &cido.2*%° Después de la
aparicion de las primeras mutantes GA SP se repiten ciclos
de muerte celular y seleccion de nuevas mutantes que des-
plazan a las anteriores. Después de aproximadamente 120-
150 dias en FS no se detectan més mutantes GASP.%® Esto
posiblemente se debe a que en el medio de cultivo se han
agotado |las opciones nutrimentales, lo que imposibilita la
seleccion de nuevas mutantes.

Para explicar la muerte celular en los cultivos en FS se
han propuesto |os model os de muerte celular aleatoriay de
muerte celular programada. A la fecha, ninguno de los dos
model os se ha confirmado claramente. Se ha propuesto que
la muerte celular programada se debe ala activacion de los
sistemas antitoxina-toxina presentes en el cromosomade E.
coli.>12 En general estos sistemas consisten en un operén
con dos genes, € primero codifica para una antitoxinay €l
segundo para la toxina correspondiente. La antitoxina se
degrada maés rgpido que latoxina, de manera que se requie-
re de la transcripcion continua del operén para mantener a
latoxinainactiva. El efecto de latoxina puede presentarse
en condiciones en las cuales se rompe el equilibrio anti-
toxina/toxinay la toxina puede actuar sobre su blanco.1822

L os primeros sistemas antitoxina-toxina, |lamados tam-
bién sistemas de adiccion, se describieron en plasmidos
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grandes unicopia de E. coli. Estos sistemas incrementan la
estabilidad de los plasmidos en una poblacién bacteriana
porque inducen la muerte de la mayoria de las bacterias
gue no heredan al plasmido durante la divisién celular. En
estos casos, |a degradacion de la antitoxina permite la ac-
cion de latoxinay la muerte celular.22 A la fecha se cono-
ce el blanco de Unicamente algunas de las toxinas de estos
sistemas. Las toxinas CcdB y ParE tienen como blanco ala
topoisomerasall o girasa, Pem aDnaB, y RelE amoléculas
de mRNA. Lastoxinas CcdB, ParE y Pem inhiben a protei-
nas involucradas en la sintesis de DNA, mientras que RelE
afecta la traduccion.?246 Posteriormente se descubrio que
los cromosomas de todas | as arqueas estudiadas y la mayo-
ria de las bacterias, con excepcion de las que establecen
una mayor dependencia con su hospedero, tienen un nime-
ro importante de sistemas antitoxina-toxina. Estos siste-
mas se agrupan en 7 familias: relBE, parDE, ccdAB, higBA,
vapBC, mazEF y phd/doc. Como se ve, al menos tres tie-
nen similitud con los sistemas presentes en plasmidos.*® El
efecto toxico mejor conocido es el de los sistemas relBE y
mazEF, que se inducen por estrés nutrimental. Las toxinas
RelE y MazF son RNAsas que cortan, posiblemente de ma-
nera sel ectiva, mol éculas de MRNA .56 El grupo de Gerdes
propone que estos sistemas, mas que causar lamuerte celu-
lar, contribuyen a disminuir la sintesis global de proteinas
durante €l estrés nutrimental y a inducir un estado de bac-
terioestasis reversible.'846 En el caso de MazF, experimen-
talmente pueden separarse |os eventos bactericida y bacte-
rioestético.® El panorama actual sugiere que en la FS los
sistemas antitoxina-toxina pueden ocasionar la muerte de
una subpoblacion celular y establecer un estado bacterio-
estético en otras. La ausencia de estos sistemas en bacte-
rias intracelulares o con mayor dependencia hacia su hos-
pedero, las cuales no enfrentan condiciones frecuentes de
estrés nutrimental, apunta a su posible importancia en con-
diciones adversas.

Finalmente, se propone la presencia de una subpobla-
cion hipermutable en los cultivos en FS, lacual se hace evi-
dente bajo una presién selectiva no letal. El modelo méas
empleado para estudiar estas mutaciones es lareversion de
Lac aLac” de células en FS en medio minimo con glucosa
o glicerol cuando se exponen a lactosa como Unica fuente
de carbono.® Estas mutaciones, denominadas mutaciones
“adaptativas’, Cairnsianas, o de fase estacionaria, se pre-
sentan en células Lac™ que mantienen una actividad resi-
dual de las enzimas que catabolizan alalactosa. En E. coli
la generacion de estas mutaciones requiere la presencia de
cortes de doble hebra en el DNA vecino a los genes lac,
una region homéloga a estos genes para la reparacion por
recombinacién de los cortes, una DNA polimerasa con alta
tasa de error (Pol 1V) y un metabolismo basal que permita
la sintesis limitada de DNA 1651 |as mutaciones Cairnsia-
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nas se generan en condiciones muy especiales, por 1o que
no es posible extrapolar estos resultados alo que sucede en
un cultivo de FS en LB 0 medio minimo-glucosa. Actual-
mente existe una polémica sobre la propuesta de que la FS
es mutagénica, ya que hay reportes contraditorios sobre la
hipermutabilidad de |as bacterias en esta fase.26:36.44

Lageneracién de subpoblaciones celulares diferentes en
los cultivos en FS posiblemente representa una estrategia
adicional para asegurar la posibilidad de que una fraccion
de células puedareiniciar €l ciclo celular en respuesta a la
presencia de nutrimentos en el medio.

[11. El nucleoidey el metabolismo del DNA

El metabolismo del DNA y la composicién de proteinas
del nucleoide, una estructura muy dinamica donde se loca-
lizael DNA cromosomal,1® cambian de manera importante
en las células con baja capacidad energética como son las
células en FS.32831 En estas células no se puede mantener
latension helicoidal o superenrollamiento necesario parael
metabolismo del DNA.2%%° En el nucleoide de |as bacterias
se encuentran presentes las DNA topoisomerasasy polime-
rasas, laRNA polimerasay una serie de proteinas pequefias
gue participan en la organizacién y nivel de superenrolla-
miento del DNA y en laregulacién de un nimero impor-
tante de genes. 193! L as principales proteinas pequefias del
nucleoide son Fis, HU y su pardloga IHF, y H-NSy su pa-
rdloga StpA. En laFE el nimero de moléculasde HU y Fis
por célula es aproximadamente 30,000, mientras que el de
las otras proteinas es alrededor de 10,000. En esta fase la
proteina Dps, una proteina de union inespecificaal DNA
con un dominio tipo ferritina, tiene 500 copias por célula.3!
En la FS la composicién del nucleoide se modifica de ma-
nera critica. Fisy HU disminuyen respectivamente a 1,000
y 16,000 en la FS temprana, y a 100 y 7,500 moléculas por
célulaen latardia. Por otra parte, Dps aumenta consecuti-
vamente a 10,000 y 15,000. El nimero de las otras protei-
nas del nucleoide muestra fluctuaciones, pero en general
tiende a disminuir en la FS tardia.3! Las proteinas del nu-
cleoide que presentan un mayor cambio de concentracion
en relacién alafase de crecimiento son Fisy Dps. Fis es
una proteina necesaria para el inicio del crecimiento expo-
nencial, mientras que Dps contribuye a incrementar la re-
sistencia de las células en FS al estrés oxidativo.*3° Los
cambios en el nucleoide de FS se acompafian de una reor-
ganizacién de la molécula de DNA y de un cambio global
en el patrén de expresion genética. EI DNA pasa de una or-
ganizacién dinamica caracteristica de la FE, en la que €l
superenrollamiento global y de regiones especificas cambia
constantemente, a una estructura cuasi-cristalina.*>%” A di-
ferencia de laorganizacién de la FE, la co-cristalizacion de
Dpsy el DNA no requiere aporte de energia para su forma-
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cion y mantenimiento. EI DNA en el co-cristal esta prote-
gido de la oxidacion y de las nucleasas. Ademas Dps atra-
pa fierro, lo que disminuye la reaccion de Fenton y con
ello la generacion de radicales libres.#? En la proteccion
del DNA participan también enzimas y metabolitos, asi
COMO Otros mecaniSmos que No Se conocen bien.

E. coli produce una molécula, no identificada, que in-
crementa su concentracion en el medio de cultivo de mane-
raproporcional a nimero de bacterias. Cuando la densidad
celular es altay los nutrimentos se agotan, esta concentra-
cion alcanza un umbral que induce lainhibicién del inicio
de lareplicacion de las células del cultivo.®® La regulacion
genética dependiente de la densidad celular e inducida por
un factor extracelular se denomina“gquorum sensing”. Esto
implica que las células en FS son incapaces de reiniciar la
replicacion. Sin embargo, es importante anotar que alafe-
cha no se haidentificado la molécula sefial y su receptor.
Actualmente se cuestiona la existencia de la regulacién
genéticatipo “quorum sensing” en E. coli. Esta bacteriano
sintetiza las moléculas sefial cominmente utilizada por
otras bacterias gram negativas (Vibrio, Pseudomonas),
aungue se propone que tiene los receptores para estas sefia-
lesy puede responder genéticamente a su presencia.l

En resumen, en lascélulasen FS €l DNA serelgja, cam-
biala composicion de proteinas del nucleoidey el DNA co-
cristaliza con la proteina Dps, se presenta un fenémeno si-
milar a “quorum sensing” que inhibe la iniciacion de la
replicacion del DNA y en general el metabolismo del DNA
disminuye de maneraimportante.

IV. Transcripcion y traduccion

Las maquinarias de transcripcion y traduccion se modi-
fican cuando las células entran ala FS.28 Como ya se men-
ciond, en estas células se presenta una disminucion general
de la expresion genética. La mayoria de los genes impor-
tantes para mantener alas células dividiéndose activamen-
te disminuyen su transcripcién y aumenta la de un conjun-
to de aproximadamente 250 genes que codifican para
funciones que mantienen la viabilidad de las células en
condiciones de ayuno.®® Este cambio en €l patrén de trans-
cripcion de la célula depende principal mente del reemplazo
del factor de transcripcion o™ en laenzima RNA polimera-
sa por 03212328 E| factor ¢’° media la transcripcion de la
mayoria de |os genes importantes para un crecimiento acti-
vo, mientras que ¢° es un regulador que incrementa su acti-
vidad en respuesta al estrés nutrimental y a otras condicio-
nes como el dafio al DNA, el choque osmético y la
disminucién del pH.23243255 |_os mecanismos de regula-
cion delaactividad de o® operan adiferentes niveles: trans-
cripcion y traduccion de rpoS, y vida mediay actividad de
0%, En estaregulacién intervienen proteinas, moléculas pe-

quefias de RNA, la alarmona ppGpp, polifosfatos, UDP-
glucosa y reguladores globales como H-NS y cAMP-
CRP.% La participacion de este repertorio de moléculas,
proteinas y RNA reguladores en el control de la actividad
de ¢° sugiere una compleja arquitectura de regulones inter-
conectados. Esta interconexién permite un espectro de res-
puestas celulares y poblacionales rapidas y eficientes ante
los cambios ambientales que enfrenta E. coli.

En cuanto a la traduccion, se sabe que €l uso de inhibi-
doresdelasintesis de proteinas en el ingreso alaFS dismi-
nuye la capacidad de supervivencia de E. coli en periodos
largos de ayuno.* Tal observacion sugiere que la sintesis
de ciertas proteinas al ingreso ala FS es critica parala su-
pervivencia celular alargo plazo. Unavez que se establece
la FS, latraduccién disminuye principalmente por la for-
macién de dimeros de ribosomas 70S. Los dimeros, o ribo-
somas 100S, se generan por la union de la proteina RMF
(Ribosome Modulation Factor) alos 70S.5* RMF cubre €l
centro de la peptidil-transferasay el tinel de salidadel pép-
tido, por lo que los ribosomas 100S son inactivos.>® Esta
union esreversible, de manera que a presentarse nutrimen-
tos en el cultivo los ribosomas 100S rapidamente se mo-
nomerizan en 70S. En laFSlapozatota de ribosomas dis-
minuye por |la degradacién de sus proteinas; sin embargo,
una fraccion se mantiene activa para la traduccién de las
proteinas caracteristicas de la FSy otra se inactivareversi-
blemente al dimerizarse. En la FS, ademas de la degrada-
cion y dimerizacién de ribosomas, disminuye la fidelidad
de latraduccion, lo que produce un nimero importante de
proteinas aberrantes.” En la FS, los sistemas antitoxina-
toxinarel BE o mazEF podrian contribuir adisminuir latra-
duccién de algunos genes y favorecer la de otros, asi como
agenerar un estado bacterioestético.18

L os patrones de transcripcion y traduccion de las células
de FS se modifican en funcién del tiempo de ayuno. Esto
muestra que la composicién molecular de las maquinarias
de transcripcién y sintesis de proteinas, asi como la con-
centracion de moléculas y factores que regulan su activi-
dad, cambian alo largo delaFS.

V. Los genes que modifican su expresion en la fase
estacionaria

Como se menciond, FS es un término operacional que
no describe un estado fisiolégico fijo o una respuesta par-
ticular. Las caracteristicas de las células en esta fase varian
en funcién del tiempo de ayuno, del primer nutrimento
gue se agota, de la cepay de las condiciones del cultivo.
Estas variaciones dificultan la integracién de un modelo
general de los mecanismos de regulacion de la expresion
genéticaen laFS. Sin embargo, |os estudios de los Ultimos
15 afios sobre la FS de E. coli en medio rico y minimo-
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glucosa, han permitido un avance importante en la com-
prension general de la FS de las bacterias. Inicialmente,
los enfoques genéticos y bioquimicos permitieron el des-
cubrimiento de la subunidad ¢° (RpoS) de la RNA polime-
rasay su identificacion como modulador maestro de un re-
gulén de la FS. Asimismo, se determind la interaccion de
este factor transcripcional con otros reguladores globa-
les. 2325 Actualmente la caracterizacion del reguldn oS se
ha ampliado con las metodologias de la genémi-
ca.3547.5355 | os principales andlisis genémicos se basan
en la comparacion de los perfiles de expresion de fusiones
aleatorias entre las regiones reguladoras de genes no esen-
cidlesy €l genelacZ y del andlisis del RNA total (trans-
criptona) y de las proteinas totales (proteoma) de células
silvestres y mutantes en rpoS. Con estos andlisis se preten-
de dilucidar los cambios en el tiempo de los patrones de
expresion genética, los estimulos que inducen estos cam-
bios y las consecuencias metabdlicas para la célula (meta-
boloma). Actualmente se tiene el catélogo de los principa-
les genes de E. coli cuya expresion se modifica por la
presencia o ausencia de rpoSen el ingreso y en el periodo
temprano de la FS. Los estudios de las células de més de
10 dias en FS se complican por la presencia de mutantes
GASP, gue tienen un metabolismo activo y se dividen en
el cultivo.'>8 Asimismo, existe pocainformacion de la FS
de cultivos en los que se agota primero el fésforo o el ni-
trogeno, de cultivos en anaerobiosis y de cultivos en pre-
sencia de otros géneros bacterianos. Sin embargo, en este
momento se puede proponer un patron general de expre-
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sién genética de E. coli al inicio y durante la FS temprana
en medio rico LB y medio minimo-glucosa

El nimero de genes que modifican su expresion durante
la FS varia de acuerdo ala metodologia, la cepa bacteriana
(MG1655, MC4100 o W3110), el medio de cultivo (LB o
minimo-glucosa) y la duracion de la FS. Este ndmero es di-
ferente si se consideran todos los genes o exclusivamente
aquellos que son o5—dependientes. Por lo tanto, el nimero
fluctda entre un minimo de 50 y un maximo de 250. Los
genes o—dependientes, a su vez, se clasifican en dos gru-
pos:. los que dependen directamente de la cantidad y activi-
dad de 6%, y aguéllos cuya expresion depende de este factor
y de una proteina reguladora. El factor o® formaunared mo-
dular con reguladores de respuesta a la disminucion de nu-
trimentos especificos como son cAMP/CRP (carbono),
NtrB/NtrC/a>* (nitrogeno) y PhoB/PhoR (fosfato).®> Ademés,
0° esimportante parala expresién de una fraccion importante
de los genes regulados por Lrp (leucine-responsive regula-
tory protein)® y de los genes de la respuesta a dafio en el
DNA, estrés écido y estrés osmdtico.?+325% Egto sugiere que
estas proteinas reguladoras imponen diferentes patrones de
expresion a varios subgrupos de genes del regulon o°.

En la Tabla 1 se muestra una seleccién de los genes
Cuya expresion se incrementa en la FS. En esta seleccion
los genes se agrupan de acuerdo alas categorias propuestas
por Monica Riley.®0 En |a catergoria de genes relacionados
con laformade las células y la division celular se encuen-
tra bolA, gue codifica para un regulador transcripcional
gue activa la expresion de las D, D carboxipeptidasas

Tabla 1. Genes de E. coli que incrementan su transcripcion en fase estacionaria.

Categoria funcional Genes

Morfologia y division celular
Metabolismo energético

bolA, ftsQ, ftsA, ftsZ csgA, csgB, cfa, ybaY
appB, appY, narY, idcC, acnA, acs, aldB, cydA, cydB, cyxAB, frdA, glpD, hmp, nrz, poxB, tam, hyaABCDEF,

galEKT, adhP, amyA, dkgB, fhaB, gabD, hdhA, hycF, idcC, narU, narY, poxB, qor, talA, tkiB, ufp, crr, fbaB,

gip, nagB, pfkB
Metabolismo y hiosintesis de
aminoéacidos
Resistencia al estrés

argH, aroM, astC, astA, astD, astB, astE, adiA, gadA, gadB, gadC, aroL, ilvD, thaA
dps, osmA, osmB, osmC, osmE, osmY, katE, katG, yhiU, yhiV, mitB, ecnB, ahpCF, cpxRA, gor, ldc, oxyR, pcm,

pspADCE, sodC, sprA, otsA, otsB, treF, bfr, uspB

Replicacién, reparacion,
recombinacion y modificacion
del DNA, y configuracion

del nucleoide hns, ada, aidB, cbpA, dnaN, himD, rob, topA, xthA
Transporte y membrana ugpC, ugpE, gabP, artM, artl, artP, ansP, blc, mscL, ugpB, ugpC, potF,
Regulacién rpoS, chaB, gadE, gadW, gadX, gem,

Funcién no definida o hipotética
ydiZ, ymgA, ydel, xasA

aroM, ybaY, yba$, ydcS, yehX, yhJY, yfcG, ylil, yjbJ, yjbE, ygaU, ygdl, ygaF, yjgR, ydaM, ydcK, yafN, ybgA, yhjP,

La informacion de la tabla se obtuvo de las referencias 29, 35, 47, 52, 53, 55 y 58.

En letras oscuras se indican los genes con un promotor de tipo ¢°, verificado experimentalmente.
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PBP5 y PBP6. Estas proteinas participan en la biosintesis
de lapared celular y en el cambio de laforma de bacilo de
E. coli en FE ala cocoide de laFS. En la categoria de ge-
nes que permiten la resistencia celular a condiciones ad-
versas estan: dps, que codifica a la proteina Dps; gadA y
gadB, para la glutamato descarboxilasay la glutamato re-
ductasa, respectivamente; katE, parala catalasa o hidrope-
roxidasa ll, y otsA, para la trehal osa-6-fosfato sintasa. Por
ejemplo, la proteina Dps forma una estructura cristalina
con el DNA, la catalasa convierte al peréxido de hidrége-
no en oxigeno y agua, mientras la trehal osa-6-fosfato sin-
tasa participa en la sintesis de la trehalosa. Las dos prime-
ras proteinas contribuyen a proteger ala célula del estrés
oxidativo, mientras que la trehalosa protege del estrés ca-
[6rico y del estrés osmético. En esta misma categoria estan
los genes osmB, osmC y osmY que codifican, respectiva-
mente, para una lipoproteina, una proteina de membrana
externa y una proteina periplasmatica que responden a
cambios en la osmolaridad. Otro grupo de genes se rela-
ciona con el metabolismo energético y la utilizacion de
aminoacidos: poxB (piruvato deshidrogenasa/oxidasa),
tktB (transcetolasa 2), tnaA (triptofanasa), y artP y artM,
cuyos productos son componentes del transportador de ar-
ginina. De este grupo, la piruvato deshidrogenasa/oxidasa
parece tener un papel importante en la transicion de con-
diciones aerdbicas a anaerdbicas. La triptofanasa, que de-
grada tript6fano aindol, piruvato y amonio, permite la uti-
lizacion de este aminoacido como fuente de carbono,
nitrégeno y energia. El indol es un metabolito que ademas
podria funcionar como una sefial célula-célulay participar
en laregulacién de algunos genes. En la Tabla 1 se mues-
tra también un nUmero importante de genes de los cuales
no se conoce su funcion, o bien se les asigna una funcién
hipotética. Por ejemplo, ydcS es una posible proteina de
transporte y ybaS una posible glutaminasa.

En laTabla 2 se presenta una seleccion de los genes cuya
expresion disminuye en la FS. Entre los més importantes es-
tan los genes necesarios para la estructura y funcionamiento
delosflagelos (flgM, flgA, flgB, flgE, flgl, fliC, y fliN), lama-

Tabla 2. Genes de E. coli que disminuyen su transcripcion en fase estacionaria.

yoria de los genes de las enzimas del ciclo de Krebs (sdhA,
sdhB, sdhC, fumA, mdh, gitA, acnB, IpdA, icdA, sucAy sucB),
los delasintetasade ATP (atpl BEFHAGDC) y los genes para
las proteinas ribosomales de las subunidades 50S (rpl ABCD-
JKMPQRSVWY rpmC) y 30S (rpsABCEFGKMNOPQ) ddl ri-
bosoma. La disminucion en laexpresion de los genes flagela
res explica la disminucion en el nimero de flagelos que se
observa en las cdlulas de FS; mientras que la de los genes del
metabolismo energético explica en parte el redirecciona-
miento metabdlico hacia un metabolismo basado en la respi-
racion anaerobia y/o fermentativa. El decremento en la ex-
presion de los genes para las proteinas ribosomales y la
degradacion de estas proteinas, contribuyen ala disminucion
del nimero deribosomasenlaFS.

El conocimiento actual de la regulacion genética de E.
coli en laFS permite proponer un modelo general de regu-
lacién paralas bacterias que no esporulan. Enlas células en
FS se activa una red modular de genes en la que participan
diversos reguladores genéticos. La expresion de estared se
orienta principalmente a: @) mantener la integridad del
DNA y lade unafraccién de las macromoléculas celulares
(ribosomas, membrana, pared); b) almacenar moléculas de
reserva; c) degradar macromoléculas para enriquecer €l
medio interno y externo de nutrimentos alternativos; d) ge-
nerar un ambiente externo que favorece la sel eccién de mu-
tantes GASP;15%0 g) incrementar laresistenciageneral dela
célula a otras condiciones adversas; y f) reorganizar €l me-
tabolismo general de la célula para adecuarlo a las condi-
ciones de ayuno y ala utilizacion de nutrimentos no prefe-
renciales. En el caso de E. coli, unabacteria Gram negativa
facultativa, los mecanismos de proteccién se orientan prin-
cipalmente a la prevencién del dafio oxidativo. Por gjem-
plo, el metabolismo aerébico cambia a uno anaerdbico y
aumentan las enzimas como la catalasa; por otra parte, la
proteina Dps aumenta su concentracién y co-cristaliza con
el DNA para protegerlo de la oxidacion.

En resumen, durante la FS los cambios en la expresion
genéticaimplican una reorgani zacion metabdlica profunda.
Mediante esta reorganizacion se mantiene la integridad

Categoria funcional Genes

Metabolismo energético
Sintesis flagelar

flgN, flgk, flgL
Transporte y membrana nmpC, ompF, ompW
Resistencia al estrés uspE,
Regulacion for, fliA

sdhA, sdhB, sdhC, fumA, mdh, pckA, gltA, acnB, abgB, aceE, aceF, IpdA, icdA, sucA, sucB, atplBEFHAGDC
flgM, flgA, flgB, flgC, flgD, flgE, figF, fgG, flgH, flgl, fliE, fliC, fliF, fliG, fliH, fliK, fliZ, fliD, fiiS, fliL, fliM, fliN, flnB, figM,

La informacion de la tabla proviene de las referencias 47 y 58.
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celular y la de las principales macromoléculas y aumenta
laresistencia celular a diferentes agentes nocivos fisicos y
quimicos durante €l ayuno.

PERSPECTIVAS

LabacteriaE. coli es posiblemente el organismo del cual
se tiene maés informacion a nivel genético, bioquimico y fi-
siolégico. Basta recordar que en 1961 se describié € primer
sistema de regulacion genética: €l operén lac de E. coli.® El
banco de cepas mutantes, E. coli Genetic Stock Center, lo
inici6 Barbara Bachmann alrededor de 1972,6 mientras que
los primeros ensayos de proteoma datan de 19808 y e prime-
ro de un microarreglo de 1987.%% Si bien alafecha se ha se-
cuenciado un gran nimero de genomas, en el caso de E. cali
se cuenta con lainformacion méas completay detallada de la
funcién y regulacion de muchos de sus genes, asi como de
sus vias metabdlicas y redes modulares globales de regula-
cion genética. La base de datos de E. coli, EcoCyc (htpp://
ecocyc.org) permite laintegracion de lainformacion bioqui-
micay genética de esta bacteriay provee la bibliografia co-
rrespondiente. El regulén DB de EcoCyc (htpp://www.cifn.
UNAM.mx/Computational_Genomics/regulondb/) es una
base de datos generada y actualizada por € grupo de J. Co-
llado de M éxico.*® En esta base se encuentra lainformacion
de las regiones reguladoras de los genes y operones de E.
coli (promotoresy sitios de reconocimiento para las protei-
nas reguladoras), |os genes que responden a cada una de las
proteinas reguladoras conocidas (regulones), asi como lasin-
terconexiones entre |os diferentes regul ones. |deal mente este
sitio permitira modelar una cibercélula en un futuro préxi-
mo. En esta cibercélula se podra explorar in silico € trans-
criptoma, el proteoma, el metaboloma, y €l “reguloma’ de
una célula en diferentes condiciones.

En este contexto, € estudio delaFS en E. coli ha contri-
buido a establecer un marco de referencia, tanto conceptual
como metodol égico, para abordar €l estudio de los sistemas
globales de regulacion de bacterias que operan en respuesta
alos cambios del ambiente. Sin embargo, este estudio esin-
completo; por ggemplo, lainformacién de la FS en condicio-
nes de anaerobiosis o de privacion de diferentes nutrimentos
es escasay se cuenta Uinicamente con la propuesta de un me-
taboloma para células en FS de cultivos biotecnol 6gicos de
alta densidad celular.5® Actualmente no se tiene una vision
evolutivade lasredes deregulacion y de los genes que se ac-
tivan o reprimen en la FS de las bacterias que no esporulan.
En particular, seriaimportante decifrar estas redes en bacte-
rias aerdbicas, anaerébicas y otras facultativas, en bacterias
extremdfilas y en bacterias de vida libre, intracelulares o,
como E. coali, de vida libre que alterna con el habitat de un
hospedero. En este contexto esimportante también el estudio
delaFS de arqueas y organismos eucariotes unicelulares.
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Los estudios que utilizan a E. coli como modelo bacte-
riano se insertan en la corriente actual del pensamiento so-
bre los fenémenos biol égicos a nivel molecular. La vision
reduccionista de estos fenébmenos, necesaria en el naci-
miento de la biologia molecular y que permitié un impre-
sionante avance de la biologia en la segunda mitad del si-
glo XX, se mueve ahora hacia una visién mas integrativa.
Esta visién es cada vez més accesible gracias a avance de
aquellas metodol ogias que permiten el andlisis simultaneo
de la expresion de todos los genes de un genomay al enfo-
gue multidisciplinario de los fendmenos biol 6gicos com-
plejos. En este horizonte, la bacteria E. coli sigue siendo un
modelo importante de la biologia del siglo XXI.
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