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Variacion de fase y el arte de la plasticidad
fenotipica como secreto del éxito en
la pato-adaptacion bacteriana
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La variacién de fase es un cambio rever-
sible de la expresién génica que regula la
actividad de multiples fenotipos bacteria-
nos. Este fenémeno es caracteristico de los
denominados genes de contingencia, que
presentan una tasa de mutacion mas eleva-
da que otras regiones del genoma bacteria-
no. Este mecanismo, que genera diversidad
en la superficie bacteriana, contribuye a
la evasion del sistema inmune durante la
infeccion por bacterias patégenas.

El término variacion de fase engloba un
amplio conjunto de mecanismos molecula-
res que generan cambios reversibles en la
expresion génica (Sanchez-Romero et al.,
2020a; Bayliss et al., 2025):

© Variaciones en el niumero de
repeticiones de secuencias simples/cor-
tas de ADN (SSRs, simple/short sequence
repeats) dispuestas en tdndem en el geno-
ma bacteriano. En patégenos con genomas
reducidos y bajo contenido en G+C, como
Haemophilus spp., son frecuentes las SSRs
cortas (1-4 pb). Cuando el tamafio de la
unidad repetida no es multiplo de 3, varia-
ciones en el numero de SSRs en regiones
codificantes desplazan el marco de lectura
generando variantes funcionales nuevas o
truncadas. En regiones no codificantes, el
namero variable de SSRs actla como un
elemento regulador de la expresién génica
aguas abajo.

© Reordenamientos del ADN
mediante la recombinacién conservati-
va de sitios especificos (CSSR, conservati-
ve site-specific recombination), que generan
inversiones o transposiciones reversibles. El
fragmento de ADN a invertir o transponer
contiene secuencias codificantes o no codi-
ficantes, flanqueadas por dos secuencias
de ADN especificas que recombinan por
accion de recombinasas. La naturaleza de

estas secuencias determina el resultado: si
son repeticiones invertidas, producen una
inversién; si son repeticiones directas, se
genera la transposicién de la secuencia.

© Modificaciones epigenéticas
mediante metilacion del ADN bacteria-
no en regiones promotoras o regulado-
ras, que alteran su interaccion con la ARN
polimerasa, con factores de transcripcion,
0 con otras proteinas de union al ADN
involucradas en procesos de replicacién
y/o reparacion. Las metiltransferasas de
ADN pueden ser solitarias, como Dam,
o formar parte de sistemas de restric-
cién-modificacion. En algunos casos, la
expresion de algunas metiltransferasas
esta a su vez regulada por variacion de fase
a través de un numero variable de SSR en
su propia regién codificante. Este meca-
nismo genera patrones diferenciales de
metilacion del ADN y, por tanto, expresion
variable de multiples genes que constitu-
yen regulones de fase variable (phaseva-
rion) (Phillips ZN et al., 2019).

Nuestro Grupo de Investigacién en el Ins-
tituto de Agrobiotecnologia (IDAB-CSIC), en
Navarra, trabaja desde 2010 en el estudio
de las bases moleculares de la infeccién
respiratoria por Haemophilus influenzae, un
patobionte Gram-negativo con un papel
destacado en la disbiosis pulmonar asocia-
da a enfermedades respiratorias crénicas,
como la Enfermedad Pulmonar Obstructiva
Cronica (EPOC). La EPOC se caracteriza por
un cuadro clinico de sintomas crénicos y
deterioro pulmonar estructural y funcional.
En este contexto, el estrés nitrosativo y la
hipoxia alveolar generan microambientes
con bajo contenido de O, y altos niveles
de especies reactivas de nitrégeno que
modulan las interacciones huésped-pat6-
geno en el tejido pulmonar (Rodriguez-Pé-
rez et al, 2025). Como bacteria con rango de
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hospedador restringido al ser humano, H.
influenzae ha desarrollado multiples estra-
tegias de pato-adaptacion pulmonar, sien-
do lavariacion de fase un mecanismo clave.

Hace unos afios, la XIl Reunion de nues-
tro Grupo Especializado de Microbio-
logia Molecular celebrada en Zaragoza
fue clave para expandir nuestro interés
pato-adaptativo a la variacion de fase por
metilacién del ADN en H. influenzae. En
aquel marco de discusién cientifica incom-
parable, Maria Antonia Sanchez-Romero
evidencio el valor del analisis del metiloma
como herramienta para explorar, a escala
genodmica, los elementos epigenéticos que
regulan la expresién génica (Sanchez-Ro-
mero et al., 2020b). Las sesiones de “pdster
con cervezas” y la tenacidad (o cabezo-
neria) de las interesadas aqui firmantes,
sentaron las bases de una colaboracién
orientada a desentrafiar la regulacion
epigenodmica de la expresién génica en H.
influenzae durante la infeccién respiratoria,
mediante integracién de aproximaciones
multi-6micas en cepas de referencia y ais-
lados clinicos.

En este trabajo (Gil-Campillo et al., 2025),
un escrutinio basado en mutagénesis
por transposicion y secuenciacion masi-
va (Tn-seq) realizado en un modelo de
infeccion pulmonar murina, revel6 que H.
influenzae requiere el gen dam para sobre-
vivir in vivo. Para analizar este control epi-
genético de la infeccion, empleamos dos
estrategias complementarias:

© Analisis de metilacién de adenina
en motivos GATC por la metiltransferasa
Dam, a escala gendmica, mediante secuen-
ciacién a tiempo real de una Gnica molécula
de ADN (SMRT-seq). Este enfoque permitié
identificar hipo-metilaciéon en la region
reguladora-promotora de la chaperona
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Figura 1. £/ control epigenético de Fur y FNR contribuye a la supervivencia de H. influenzae en nichos
con bajo contenido de oxigeno durante la infeccién pulmonar. La metilacion por Dam activa la expresién
de fur, que a su vez reprime la expresioén de fnr, existiendo una correlacion inversa entre metilacion

Dam y la expresién de fnr y su regulén. La mayor disponibilidad de Fe? intracelular en nichos hipéxicos
favorece la formacidn de Fe*?-Fur, la unién de Fur a ADN, y la represién de genes diana como fnr. Por su
parte, FNR requiere condiciones de baja disponibilidad de oxigeno para adoptar su conformacién activa,
y asi activar su propia expresién y la de un regulén implicado en la defensa anaerobia de H. influenzae
frente a estrés nitrosativo.

Este trabajo también describe el primer caso de variacidn fenotipica en una poblacion de células
isogénicas de H. influenzae controlada por metilacién, ejemplificada por hipo-metilacién en la region
promotora-reguladora de htpG, un gen asociado a la respuesta bacteriana a estrés térmico. La
regulacién de esta chaperona resulta de una interaccién multifactorial que combina metilacién, bloqueo
de la metilacién por factor(es) atin desconocido(s) y la accién de FNR.

Cédigo de colores. Reguldn FNR, cuadro gris claro; motivos GATC (negrita); posibles motivos
de unién de FNR (cuadro gris); posibles motivos de unién de Fur (cuadro rojo); regulaciéon
epigenética propuesta, flechas discontinuas azules; regulacién por factores de transcripcion
propuesta, flechas rojas (Fur) y negras (FNR).

reveld una nueva red regulatoria donde la
metilacién Dam activa la expresion de Fur,
el regulador principal de la homeostasis de
hierro. A su vez, Fur reprime la expresién
de FNR, el regulador de la fumarato nitrato
reductasay, por consiguiente, del regulén
FNR, encargado de la defensa bacteriana
frente al estrés nitrosativo en ecosistemas
anaerobios.

HtpG, constituyendo el primer caso descri-
to de heterogeneidad fenotipica controlada
por metilacién variable de motivos GATC en
H. influenzae.

© Analisis de expresién génica dife-
rencial mediante secuenciacion de ARN
(ARN-seq). La comparacién entre cepas sil-
vestre y dam carente de la proteina Dam,
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Esta red multifactorial, donde la interac-
cion entre Fury FNR estd modulada epige-
néticamente por la metiltransferasa Dam,
regula la supervivencia de H. influenzae en
nichos pato-fisiologicos caracterizados por
estrés nitrosativo y baja disponibilidad de
oxigeno, como los pulmones de pacientes
con EPOC (Figura 1). En resumen, este tra-
bajo ilustra un ejemplo paradigmatico de
pato-adaptacion bacteriana en el que la
variacion de fase mediada por metilacién
confiere plasticidad fenotipica y favorece
la supervivencia de un patégeno bacteria-
no clinicamente relevante en un entorno
hostil.
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