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ABSTRACT 

The increasing number of publicly available whole-genome sequences opens 

opportunities to address new and important biological questions with comparative 

genomic approaches. In this case, the motivation was to identify conserved regulatory 

motifs, without using any knowledge of regulon structure or metabolic pathways, so that 

general and unbiased searches could be performed. 

A method was developed, to search for over-represented motif s in the regulatory 

regions of genes clustered by their orthologous relationships, as defined in the COG 

database. Initially, "seed motif s" were located for each group of orthologous genes, 

which were then used to identify other members of the putative regulon by cyclin~ 

between searching all upstream regions from fully sequenced bacterial genomes and 

redefining each motif from the new set of matching regulatory regions. The resulting 

"refined motif s" represent candidate regulatory elements. In order to evaluate the 

likelihood that these "refined motifs" represent biologically important elements, those 

that match against known proteins or RNA genes were first eliminated. The remaining 

motifs were then assigned a possible function; by calculating a p-value ofhow likely they 

are to regulate the genes of a given COG or KEGG pathway. The genome context 

congruence of the genes putatively regulated by each "refined motif' was also verified 

using our web server GeConT. The comparison of the final set of motifs against the Rfam 

database revealed that all currently reported riboswitches could be located by our method. 

In addition, many other highly conserved RNA cis-regulating elements were identified, 

such as the Gram positive T -box. Finally, RibEx, a web server to search any sequence for 

known riboswitches as well as predicted regulatory elements, was developed. This server 

also allows the visual inspection of the identified motifs, in relation to predicted 

attenuators and open reading frames. 

Our results show that for a great many regulatory el em ent s , their conservation is 

strong enough to be detected in a single group of orthologous genes, without using 

information of known regulons or metabolic pathways. The method detects previously 

unknown regulatory sites and can even group whole sets of uncharacterized genes into 
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possible regulons. The generated data should be of great use in directing new experiments 

since it defines not only the set of regulated genes, but also the location of the regulatory 

sequence, as well as possible functional relationships according to the KEGG or COG 

assignations. 

RESUMEN 

La cantidad de genomas completamente secuenciados sigue aumentando, lo cual 

permite afrontar nuevas preguntas biológicamente relevantes, mediante enfoques de 

genómica comparativa. En este caso la motivación fue identificar elementos conservados 

de regulación sin utilizar conocimiento previo de regulones o caminos metabólicos, 

permitiendo búsquedas globales con los menores sesgos posibles. 

Se desarrolló un método para encontrar motivos sobre-representados en las 

regiones de regulación de genes agrupados por sus relaciones de ortología, definidos en la 

base de datos COG. Inicialmente, se localizaron "motivos semilla" para cada grupo, los 

cuales fueron utilizados para encontrar nuevos miembros del probable regulón ciclando 

entre localizar cada motivo en las regiones de regulación de todas las bacterias y redefinir 

el motivo con las nuevas secuencias encontradas. Los "motivos refinados" resultantes son 

los candidatos a ser elementos de regulación. Para evaluar la factibilidad de que estos 

candidatos fueran realmente elementos regulatorios de importancia biológica, 

primeramente se eliminaron todos aquellos que estuvieran contenidos en algún gene. A 

los motivos restantes se les asignó una función tentativa, al calcular un valor de 

probabilidad de que regularían a los genes de un COG o camino metabólico del KEGG. 

La congruencia del contexto genómico de cada "motivo refinado" se verificó usando 

nuestro servidor web GeConT. El conjunto fmal de motivos se comparó posteriormente a 

la base de datos Rfam, donde se encontró que el método fue capaz de encontrar todos los 

riboswitches reportados, además de varios elementos de regulación basados en 
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estructuras en el RNA, como la T-box de organismos Gram positivos. Finalmente, se 

desarrolló RibEx, un servidor web que permite buscar riboswitches y elementos 

regulatorios predichos en cualquier secuencia. El servidor permite la inspección visual de 

los motivos encontrados, en relación a marcos abiertos de lectura y atenuadores 

predichos. 

Los resultados muestran que para una gran cantidad de elementos regulatorios, su 

conservación permite que sean detectados en un solo grupo de genes ortólogos, sin 

utilizar información de regulones o caminos metabólicos conocidos. El método permite la 

detección de sitios de regulación previamente desconocidos y hasta puede agrupar genes 

de función desconocida en posibles regulones. Los datos generados serán de gran utilidad 

para dirigir nuevos experimentos, puesto que definen tanto los genes regulados como la 

posición y secuencia de los elementos regulatorios además de posibles funciones, de 

acuerdo a las asignaciones del KEGG o COG. 
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1. INTRODUCCIÓN 

Los seres vivos se caracterizan, entre otras cosas, por su capacidad de responder a 

estímulos de su exterior. Desde el organismo unicelular más primitivo, hasta el más 

complejo de los animales es capaz de percibir cambios en su medio y reaccionar de una 

manera que cree apropiada. Muchas de estas respuestas, en un momento dado, requerirán 

de cambios en el estado de expresión del genoma: genes que estaban prendidos 

necesitarán ser apagados y genes latentes necesitarán ser activados. Uno de los primeros 

trabajos en donde se estudió este fenómeno, fue la caracterización de cómo Escherichia 

coli mantiene control sobre los genes necesarios para utilizar lactosa [38]. En ausencia de 

lactosa, la proteína represora LacI se encuentra unida al DNA manteniendo reprimido al 

operón lacZYA. Cuando la bacteria empieza a intemalizar lactosa, ésta se une a LacI 

desactivándolo, causando que se desprenda del DNA y que así pueda iniciarse la 

transcripción. En este caso la señal del medio es la concentración de lactosa y LacI es el 

elemento específico capaz de percibir la señal y transformarla en una respuesta. 

En general, los reguladores transcripcionales suelen ser proteínas que se unen al 

DNA en sitios específicos (regiones operadoras o de regulación) y que son capaces de 

dirigir la expresión de los genes contiguos. Las regiones de regulación contienen por ende 

la información de qué genes se deben expresar en qué condiciones. De nada sirve tener 

un gene para la asimilación de lactosa, si no se puede regular apropiadamente: si el gene 

está activo en ausencia del azúcar, representa un desperdicio de recursos para la celula y 

si está apagado cuando es requerido, su utilidad es prácticamente nula. El descifrar 

entonces la información contenida en las regiones de regulación de los organismos, 

llevará a entender mucho mejor la manera en que éstos interactúan con su medio, sus 

capacidades y sus limitaciones. El presente trabajo pretende realizar un análisis 

exhaustivo de las unidades de regulación compartidas entre organismos distantes, es 

decir: las más conservadas, las más antiguas. 

5 



1.1. Búsquedas de sitios de regulación 

Para poder activar coordinadamente los genes necesarios para una respuesta, los 

seres vivos han adoptado diversas estrategias. Las bacterias suelen agrupar genes 

funcionalmente relacionados en operones, genes contiguos que se transcriben como una 

sola unidad y que por lo tanto responden a una misma señal vía su región de regulación 

[39]. Adicionalmente, cuando distintas regiones de regulación comparten un mismo 

elemento (el sitio de pegado de un regulador transcripcional), los genes aledaños a estos 

sitios pueden responder coordinadamente a un mismo estímulo, a pesar de encontrarse en 

regiones distantes del genoma, conformándose así un regulón. Desde organismos 

multicelulares hasta procariontes utilizan esta última estrategia de corregulación. 

La existencia de regulones ha sido aprovechada para encontrar elementos o sitios 

de regulación. Si se conoce gran parte de los genes que forman parte de un regulón, una 

estrategia factible es averiguar las secuencias o motivos que están enriquecidos en las 

regiones controladoras del regulón, pero ausentes del resto del genoma [18, 57, 85]. Los 

motivos así obtenidos son muy buenos candidatos a ser los sitios donde se une un 

regulador transcripcional. Este tipo de estrategias ha sido sobre todo muy útil a partir de 

la reciente explosión de resultados de experimentos con microarreglos, de los cuales se 

pueden descubrir nuevos regulones, al inferir corregulación a partir de coexpresión [23, 

42]. La limitante de predecir sitios de regulación se presenta cuando la señal es muy 

débil, ya sea porque el sitio de pegado no está muy conservado, o porque existen muchos 

falsos positivos dentro del conjunto de posibles genes corregulados, diluyéndose así la 

señal. Para fortalecerla, se pueden agregar regiones de regulación adicionales 

provenientes de genes ortólogos de organismos cercanos. En general, se observa que los 

sitios de pegado de proteínas al DNA divergen rápidamente y solamente dentro de un 

mismo organismo, o en organismos muy cercanos, se conservan lo suficiente como para 

ser detectados. 
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1.2. RNA Y regulación 

El momento durante la expresión genética donde la regulación es más importante 

es sin duda el inicio de la transcripción, viéndose involucrados los promotores y otros 

sitios reguladores del DNA. Sin embargo, existen procesos críticos para la regulación 

posterior al inicio de la transcripción que dependen de RNA. 

1.2.1. Atenuación 

Uno de los primeros mecanismos de regulación en el que se mostró que el RNA 

juega un papel importante es la atenuación [34]. Descrito inicialmente para el operón 

biosintético de triptofano en E. coli [35], hoy se sabe que es una estrategia ampliamente 

utilizada por las bacterias para la regulación de sus genes [58]. La atenuación 

transcripcional se basa en la posibilidad que tiene el líder no traducido de un rnRNA para 

adoptar diversas estructuras mutuamente excluyentes, una de los cuales es un terminador 

intrínseco. El terminador es una estructura tipo tallo y asa el cual ocasiona que la RNA 

polimerasa que 10 acaba de transcribir haga una pausa, inmediatamente río-abajo de esta 

estructura deberá haber una secuencia rica en uracilos, que ocasiona que la polimerasa se 

desprenda, dándose por terminada la transcripción. Para que pueda modularse esta 

terminación, existe una estructura sobrelapada al terminador llamado anti-terminador, 

que si se forma impide que se estructure el terminador, permitiendo que continúe la 

transcripción. A veces también existe una tercera estructura, un anti-antiterminador, el 

cual análogamente evita la formación del anti-terminador, por 10 cual el terminador sí se 

forma y la transcripción se ve terminada. Los mecanismos que las bacterias utilizan para 

dirigir la estabilización de la estructura apropiada en la atenuación son varios, pero uno 

recurrente es que el mismo ribo soma traduzca un pequeño péptido líder, que se localiza 

río arriba del atenuador. El péptido líder es rico en el aminoácido cuya concentración 

regula la expresión de la unidad transcripcional y por 10 tanto, en ausencia del 

aminoácido (específicamente del tRNA cargado), el ribosoma se detiene. Al ser el anti

terminador la estructura más estable, continúa la transcripción de los genes necesarios 

para sintetizar el aminoácido en cuestión. Cuando la concentración del aminoácido 
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aumenta a cierto nivel, el ribo soma ya no se detiene y al avanzar impide la formación de 

la estructura del anti-terminador, viéndose favorecido el terminador y ocasionando así la 

terminación de la transcripción (Figura 1). 

Anti-terminación 

trpL RNA poi trpEDCBA 
=C

p 
== __ c:::~ 

fragmento 
de TrpL 

transcripción 
continúa 

Terminación 

RNApol 
trpEDCBA 

p 

terminador 

Figura 1. Esquema de atenuación mediado por el ribosoma. En ausencia de triptofano, el ribosoma se 

detiene en los codones Trp, se fonna un anti-tenninador y la transcripción continúa. En presencia de 

triptofano, el ribosoma traduce correctamente el péptido TrpL, planchando la estructura del anti

terminador, ocasionando así la terminación del transcrito. Modificado de [34] . 

1.2.2. RNA no codificante (trans-reguladores) 

Recientemente se ha destacado la relevancia de pequeños RNA no codificantes 

(ncRNA), que no necesitan ser traducidos para ejercer su función [37]. En eucariontes se 

ha descrito una familia de pequeños RNA nuc1eolares (snoRNA) involucrados en la 

modificación de nuc1eótidos en rRNA y tRNA principalmente [6] . En cambio los micro

RNA (miRNA) y los pequeños RNA interferentes (siRNA) regulan genes codificantes, al 

actuar directamente sobre diversos mRNA [63]. Estas dos últimas familias de ncRNA son 

fragmentos muy pequeños, de alrededor de 21 nuc1eótidos, que se unen por 

complementariedad de bases a su mRNA blanco, dirigiendo así su degradación [83]. El 

mecanismo por el cual actúan los siRNA, nombrado interferencia por RNA o RNAi, es 

de sumo interés ya que pretende ser explotado para fines terapéuticos; en principio se 

puede dirigir la degradación específica de cualquier mensajero dentro de una célula, 

como el de genes virales u oncogenes [79]. En bacterias se han encontrado también 

pequeños ncRNA, algunos de los cuales se unen a sus mRNA blanco para interferir con 

la traducción o estabilidad, otros interactúan directamente con proteínas para modular su 
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a 

b 

e 5' 

Jl/2 

actividad [50]. En E. eoli, el número de pequeños 

ncRNA conocidos se acerca al 2% del número de 

los genes codificantes [27]. 

1.2.3. Riboswitches y otros cis-reguladores 

Otra clase novedosa de ncRNA son los 

llamados riboswitches (revisado en: [54, 90]). A 

diferencia de los antes mencionados, los 

riboswitches no son moléculas libres, sino son 

parte íntegra de un mRNA y presentan su efecto, 

de represión o activación, exclusivamente sobre 

éste. Se caracterizan por umr pequeños 

metabolitos, como vitaminas o nucleótidos, con 

alta afinidad y especificidad, en total ausencia de 

J l í2 proteínas, mediante una compleja estructura 

HX formada por el RNA (Figura 2) [12]. A pesar de la 

J3/1 notoriedad reciente de los riboswitches, se conocen 

desde hace algún tiempo elementos regulatorios 

integrados al RNA. Muchas tRNA sintetasas y 

otros genes involucrados en el metabolismo de 

aminoácidos en organismos Gram positivos, se 

encuentran regulados por una compleja estructura 

llamada T -box, capaz de reconocer una molécula 

de tRNA no cargada [29]. En este mismo grupo de 

orgamsmos, varios genes de la biosíntesis de 

pirimidinas dependen para su regulación del 

acoplamiento entre la proteína PyrR y una 

Figura 2. Riboswitch de guanina. a) estructura de tipo tallo y asa en el RNA [48]. Y en 
Estructura secundaria, b) estructura 
terciaria lateral y c) vista superior. Se Baeillus subtilis la regulación del metabolismo de 
puede ver que el RNA envuelve 
completamente a la HX, un análogo de triptofano se da en parte por la proteína TRAP que, 
guanina. Modificado de [12] 
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activada por triptofano, se une a la región líder del mRNA [5]. Lo que distingue a los 

riboswitches es que reconocen directamente a la señalo metabolito, sin necesidad de 

ningún intermediario, ya sea tRNA o proteína. Sin embargo, dado que todos estos 

sistemas funcionan como "interruptores" cuando una molécula (aunque se trate de una 

proteína) se une al RNA, el término riboswitch pudiera empezar a ser extendido para 

incluirlos [32]. 

1.3. Descubrimiento de los riboswitches 

Después de los trabajos sobre regulación de Jacob y Monod [38], parecía muy 

claro que las proteínas eran las encargadas de modular la expresión genética. Sin 

embargo, existían algunos sistemas regulatorios que no se podían explicar 

adecuadamente. Se había visto que los genes de biosíntesis de la vitamina BI2 

(cobalamina) en E. coli y Salmonella typhimurium se reprimían en presencia de este 

cofactor, pero el regulador proteico que se suponía debía existir permanecía elusivo [49, 

70]. Un caso similar ocurría para la biosíntesis de la vitamina BI (tiamina) [59]. En estos 

casos se observó que la región líder no-traducida del transcrito era particularmente larga 

y contenía regiones críticas para el funcionamiento de la represión. Un análisis cuidadoso 

llevó a la conclusión de que estas regiones podían formar estructuras secundarias estables 

las cuales se encontraban conservadas en distintos organismos, surgiendo la posibilidad 

de que la estructura del RNA detectara directamente a las vitaminas [26, 60]. Esta 

propuesta se justificaba ya que se conocía desde hace algún tiempo la capacidad que tenía 

el RNA de adoptar estructuras que podían reconocer con alta afinidad y especificidad a 

una variedad de pequeñas moléculas [24]. Aunque estos aptámeros habían sido generados 

mediante procesos de selección in vitro, parecía plausible que existieran moléculas con 

esta capacidad en la naturaleza. El término ribo switch se acuñó cuando se probó 

experimentalmente que el RNA unía directamente al metabolito, en ausencia de 

proteínas, ocasionando la modulación de la expresión genética [94]. Desde entonces, 

mediante diversas estrategias tanto computacionales como experimentales, se han ido 

describiendo laboriosamente varios riboswitches, capaces de reconocer directamente a las 
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vitaminas tiamin-pirofosfato (TPP) [73], adenosil-coba1amina (Ado-CBL) [62, 74, 89], S

adenosi1-metionina (SAM) [25, 97] Y flavin-mononuc1eótido (FMN) [88, 95], a los 

nuc1eótidos adenina [53] y guanina [52], ya los aminoácidos 1isina [33, 75, 81] Y glicina 

[55] (Figura 3). 

o 

Ado-CBL 

Adenina 

Figura 3. Modelos de las estructuras secundarias y de los metabolitos unidos por los distintos 

riboswitches conocidos. Modificado de [78] . 
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1.4. Origen de los riboswitches 

Una de las teorías más aceptadas del origen de la vida considera que hubo un 

periodo donde la molécula más importante era el RNA. Apoyo para esta idea viene de 

que actualmente el RNA está involucrado en muchos procesos cruciales para los seres 

vivos. Los genes deben pasar por un RNA mensajero intermediario, este mensajero es 

traducido por un complejo aparato que depende principalmente de RNA ribosomal para 

su funcionamiento y de RNA de transferencia como conector entre el mensaje y los 

distintos aminoácidos. Aún los procesos que generalmente se consideran exclusivos de 

otras moléculas, son desempeñados en algunas ocasiones por RNA. Existen virus cuyos 

genomas son de RNA en lugar de DNA y las ribozimas son moléculas de RNA capaces 

de catalizar reacciones bioquímicas en ausencia de proteínas [22]. 

Muchos de los riboswitches actuales pudieran ser remanentes del mundo del 

RNA, donde cofactores y otras moléculas podrían haber provocado cierto efecto al ser 

reconocidos por una molécula de RNA. Las ribozimas primitivas probablemente 

dependían de estos cofactores como reguladores alostéricos, en semejanza a como hoy 

ocurre con las enzimas. De esta manera, el aptámero capaz de unir a un metabolito, podía 

ser aprovechado de múltiples maneras, acoplado a un RNA catalítico o a un RNA génico. 

El DNA pasaría a sustituir al RNA como repositorio de la información genética y poco a 

poco las proteínas irían sustituyendo a las moléculas de RNA, sobre todo las enzimas que 

debido a su mayor complejidad pueden presentar ventajas considerables en velocidades 

de catálisis [16]. El RNA empezaría a quedar relegado a ser principalmente un 

intermediario en el procesamiento de la información genética. Algunos RNA reguladores 

se mantendrían, sobre todo aquellos cuya función requería una interacción con otro 

segmento de RNA, como los miRNA y siRNA, puesto que la eficiencia de la interacción 

por apareamiento de bases es mucho mayor que la lograda por una proteína. Los 

riboswitches originales, tenderían a verse sustituidos por proteínas más eficientes. Sin 

embargo, en algunos casos, los riboswitches podrían tener ventajas insuperables por las 

proteínas, como el hecho de poder reaccionar inmediatamente a una señal al empezar a 

ser transcrito el gene, sin necesidad de que la célula haya invertido previamente en 

producir una cantidad de proteína regulatoria. Si una proteína, entonces, no podía 
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presentar una ventaja selectiva, el riboswitch probablemente se mantendría. Los 

riboswitches que reconocen TPP, Ado-CBL y FMN pudieran caer en esta categoría, por 

su amplia distribución entre los genomas secuenciados hasta el momento. Cabe notar que 

se ha observado la presencia de aptámeros funcionales específicos para la TPP acoplados 

a genes relacionados con el metabolismo de tiamina en los tres reinos [80]. En 

eucariontes, los mecanismos de acción tendrían que ser diferentes, por no tener acoplados 

los procesos de transcripción y traducción. Además, los aptámeros se han encontrado en 

los intrones y regiones 3' no traducidas, en lugar de en las regiones 5' lideres como en las 

bacterias. Así, en eucariontes podrían estar relacionados con el procesamiento o la 

estabilidad del mensajero. De hecho se ha visto in vivo que la regulación y el splicing del 

gene thiA del hongo filamentoso Apsergillus oryzae depende de un aptámero de TPP, 

presente en uno de sus intrones [45]. Sin embargo, no todos los riboswitches se 

encuentran tan ampliamente distribuidos. El que reconoce a guanina, por ejemplo, se 

encuentra principalmente en firmicutes, haciendo más parsimonioso pensar que se 

originó justo previo a la separación de este grupo y que se transfirió horizontalmente a los 

demás organismos aislados que lo contienen. Recientemente se descubrieron cuatro 

nuevos riboswitches, cuya distribución es mucho más reducida y su función aún no muy 

clara [10]. Estos también pudieran ser casos de riboswitches surgidos más recientemente, 

pues de lo contrario habría que invocar muchísimos eventos independientes de pérdida, lo 

cual no resulta muy convincente. 

1.5. Mecanismo de acción de los riboswitches 

Los riboswitches conocidos se encuentran sumamente conservados, 

probablemente debido a que deben interaccionar con una molécula que no ha cambiado 

en el tiempo, como lo es una vitamina, un aminoácido o un nucleótido. La parte más 

conservada es por consiguiente el aptámero o elemento sensor, que es la región que 

reconoce al metabolito. Adicionalmente, para llevar a cabo su función biológica 

regulatoria, un ribo switch debe poder prender o apagar la expresión de los genes con los 

cuales está asociado. El segmento del ribo switch que de esto se encarga, el elemento 
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efector, se basa generalmente en la formación en el RNA de estructuras mutuamente 

excluyentes. De tal modo, la unión del metabolito estabiliza una de las estructuras, 

impidiendo la formación de otra. Las estructuras que hasta ahora se han descrito constan 

de atenuadores transcripcionales, secuestradores del sitio de entrada del ribo soma 

comúnmente conocido como Shine-Dalgamo (SD) e inclusive un caso de una ribozima 

integrada al mensajero que se activa con la unión del ligando [65, 96]. Es común que 

distintos organismos utilicen un mismo elemento sensor acoplado a distintos elementos 

efectores. Aunque no es una regla, muchos organismos Gram negativos aprovechan 

secuestradores del SD (también conocidos como atenuadores traduccionales), mientras 

que los Gram positivos suelen acoplar sus riboswitches a atenuadores transcripcionales. 

1.6. Detección de nuevos riboswitches 

Al inicio de este proyecto, en el laboratorio se estaba planteando realizar un 

método de búsqueda de nuevos riboswitches, el cual llevó a un trabajo de tesis de 

licenciatura [67]. La idea fue tomar todos los genes para los que se tuviera información 

funcional relacionada con el proceso biosintético de algún metabolito y buscar en sus 

regiones de regulación un patrón conservado. Se empezó a hacer una lista de vitaminas, 

nucleótidos y cofactores para realizar las búsquedas, cuando surgió la idea de 

paralelamente intentar desarrollar un método más completo y robusto, que no dependiera 

de funciones conocidas y con el cual se pudiera explorar la mayor parte del universo 

bacteriano conocido. Así, se propuso analizar todos los genes de todos los genomas 

completos, agrupados por ortología, con la hipótesis de que de existir un nuevo 

riboswitch, éste probablemente estaría regulando al menos uno de estos grupos de genes 

y que a partir de este grupo se pudiera empezar la caracterización. 

Los trabajos que hasta ahora se habían propuesto la identificación de riboswitches 

constaron en análisis dirigidos a un sistema de regulación en particular. En varios casos, 

como se menciona en la sección "Descubrimiento de los riboswitches", existía el 

conocimiento de un regulón pero no se encontraba el regulador. Muchos grupos 

realizaron análisis de genómica comparativa y en caso de haber evidencia de una 
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estructura secundaria conservada, se prosiguió a probar experimentalmente si esta 

estructura podía unir al metabolito regulador. Durante el desarrollo de esta tesis, un grupo 

realizó un trabajo con un enfoque bastante similar, de buscar riboswitches en un gran 

número de genes, sin utilizar conocimiento de regulones [10]. Sin embargo, se enfocaron 

exclusivamente a genes de los que Bacillus subtilis tuviera una copia, mientras que el 

presente trabajo considera a todas las bacterias completamente secuenciadas. 

2. HIPÓTESIS 

• Los riboswitches y otros elementos regulatorios muy conservados y ampliamente 

distribuidos tenderán a regular al menos un grupo de genes ortólogos, se conozca 

o no la función de estos genes. 

• Algunos genes ortólogos, a pesar de encontrarse en genomas filogenéticamente 

distantes, presentarán un mismo sistema de regulación conservado. 

3. OBJETIVOS 

• Elaborar un método general para la detección de elementos regulatorios muy 

conservados (específicamente de tipo riboswitch), que no requiera utilizar 

información de anotación para tener la cobertura más amplia posible. 

o Redescubrir riboswitches conocidos para probar la efectividad del método. 

o Descubrir nuevos candidatos de riboswitch, para dirigir posteriores 

análisis computacionales y experimentales. 

• Realizar un análisis sobre la naturaleza de los elementos más conservados en las 

regiones regulatorias bacterianas. 
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o Identificar qué otros elementos se encuentran tan conservados en adición a 

los riboswitches. 

• Presentar los resultados de tal forma que puedan ser aprovechados por la mayoría 

de la comunidad científica. 

4. DESARROLLO Y MÉTODOS 

A grandes rasgos, el procedimiento seguido consistió en obtener grupos de 

regiones de regulación ortólogas y aplicar un algoritmo de descubrimiento de patrones o 

motivos. Los motivos encontrados posteriormente son localizados dentro de todas las 

regiones de regulación de los genomas completamente secuenciados, dejando atrás la 

limitante de los grupos de ortólogos iniciales. Como producto final del análisis, se 

obtiene una serie de motivos, que corresponden a los posibles elementos conservados de 

regulación, junto con una lista de los genes que son candidatos a ser regulados por estos 

elementos (Figura 4). 

Bacterias con 
proteína _ a b e 

Figura 4. Resumen del método para detectar elementos regulatorios conservados. a) Se toman todas 

las regiones intergénicas de las proteínas de un mismo COG (flecha roja) y con MEME se encuentran 

motivos sobre-representados. b) Cada motivo es refinado al ciclar entre buscarlo con MAST en todas las 

regiones intergénicas (iMUR) de genomas completamente secuenciados y redefinir el motivo con MEME a 

partir de las nuevas secuencias encontradas. c) Al final, se obtiene una lista de genes regulados por el 
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motivo refinado, incluyendo miembros de otros COGs además del inicial. Se presume que todos éstos 

pertenecen a un mismo regulón. 

4.1. Genomas no-redundantes 

Existe un gran sesgo en cuanto a los genomas bacterianos que han sido elegidos 

para ser secuenciados. Por un lado, principalmente se trabaja con aquellos de interés 

económico: causantes de enfermedades (Helicobacter pylori, Mycoplasma genitalium, 

Streptococcus pneumoniae), productores de enzimas (Bacillus halodurans/subtilis), 

antibióticos (Streptomyces avermitilis/coelicolor), etanol (Zymomonas mobilis), de 

importancia para la industria agrícola (Agrobacterium tumefaciens, Mesorhizobium lo ti, 

Pseudomonas syringae) , etc. Por otro lado, se han secuenciado varios genomas 

sumamente parecidos, en el caso extremo cuatro cepas de E. coli y cinco de Salmonella. 

Esta redundancia, aunque de sumo interés, por ejemplo para estudios de genómica 

comparativa donde se desea dilucidar las bases de las diferencias de patogenicidad de las 

distintas cepas, puede ser perjudicial en un análisis como el presente si no es debidamente 

manejada. 

Cuando se utiliza un algoritmo de descubrimiento de patrones se le proporciona 

un conjunto de secuencias y el algoritmo regresa el patrón más sobre-representado. Se 

asume que las secuencias son independientes, es decir, que no hay redundancia en ellas 

más allá del motivo que se desea descubrir. Debido a la gran redundancia que existe en 

los genomas secuenciados, un paso importante consiste en generar un conjunto de 

genomas no-redundantes. Se empleó CVTree (Árbol de Vectores de Composición, por 

sus siglas en inglés), un programa que toma los proteomas de genomas completos y 

mediante su contenido de oligopéptidos calcula una distancia "evolutiva" entre cada par 

de genomas [69]. Los autores de CVTree comentan que estas distancias se pueden utilizar 

para construir árboles filogenéticos que son equiparables al árbol estándar construido a 

partir del RNA ribosomal de la subunidad pequeña. Con los datos arrojados por CVTree, 

se eligió una distancia de corte, tal que las cepas representativas de un mismo género 

nunca fueran consideradas como no-redundantes. Para dar una idea del nivel de 
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agrupación que se empleó, con el corte de distancia de 0.40 elegido, quedan como un solo 

grupo las 4 cepas de E. coli, las 5 de Salmonella y las 2 cepas de Shigella. El total de 230 

bacterias cuyo genoma completo se encontraba disponible durante la escritura de esta 

tesis se redujeron a 145 organismos no-redundantes. 

4.2. Regiones de regulación exclusivamente intergénicas 

Para analizar regiones de regulación bacterianas, se suele tomar un fragmento de 

secuencia equivalente a 400 nucleótidos río arriba de cada gene más 50 nucleótidos río 

adentro, al cual se le ha denominado MUR (Región Mínima Río-arriba, por sus siglas en 

inglés) [Gabriel Moreno-Hagelsieb, comunicación personal]. La MUR contiene en 

general la mayoría de los elementos regulatorios del gene en cuestión y hasta los 

riboswitches, que suelen ser elementos muy grandes, caben dentro de ella. Sin embargo, 

al emplear una técnica de descubrimiento de patrones, se debe tener sumo cuidado de no 

tener "contaminación" alguna de secuencias más conservadas que los motivos que se 

desea encontrar. En este caso, se debe eliminar toda región codificante de las MUR, ya 

que estas regiones presentan por mucho una mayor conservación que los elementos de 

regulación. Para ello, se construyó una base de datos de regiones llamadas iMUR (MUR 

intergénica) de la siguiente manera. Primeramente se extrajeron todas las posiciones de 

genes (tanto de proteínas como de RNA) de los archivos GenBank de los genomas 

completamente secuenciados [14], mediante el programa GBKencoder [Ricardo Ciria, 

comunicación personal]. Adicionalmente, se produjo para cada replicón un archivo donde 

la secuencia nucleotídica de los genes estuviera marcada (colocada en mayúsculas, por 

ejemplo), pero las secuencias intergénicas se mantuvieron intactas. Posteriormente, se 

procesaron estos archivos y cada región intergénica fue asignada al gene que le 

correspondía. En caso de ser muy grandes las regiones intergénicas, se recortaron a 400 

nucleótidos en semejanza con las MUR. 
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4.3. Grupos de genes ortólogos 

Una hipótesis sobre la cual descansa el presente trabajo, es que algunos genes 

ortólogos en genomas distantes son regulados por un mismo elemento. Esto en general no 

ocurre cuando la regulación se da por proteínas que se unen al DNA, o si ocurre, el sitio 

de unión de dicha proteína generalmente varía tanto que no es distinguible como un 

patrón conservado. Sin embargo, para los riboswitches conocidos, esta hipótesis parece 

cumplirse, por lo cual se espera que en el presente proyecto se recuperen 

mayoritariamente señales tipo riboswitch, en lugar de elementos de regulación que 

dependan de interacciones DNA-proteína. 

Aunque la definición de ortólogo implica una relación de descendencia vertical, 

donde solamente un evento de especiación separó a los genes, computacionalmente se 

suele definir ortología mediante un concepto conocido como mejor hit bi-direccional. 

Dos genes de organismos diferentes son mejores hits bi-direccionales, y por lo tanto 

ortólogos, si a) el primer gene encuentra al segundo con la mejor calificación al 

compararse contra todos los genes del segundo organismo y b) el segundo gene encuentra 

al primero con la mejor calificación al compararse contra todos los genes del primer 

organismo. Como grupos iniciales de genes ortólogos se tomó la base de datos COG 

(Clusters de Grupos de genes Ortólogos, por sus siglas en inglés) [82]. Ésta se construye 

inicialmente tomando los mejores hits bi-direccionales entre tres genomas de linajes 

diferentes. Posteriormente, se van agregando a este triángulo más proteínas siempre y 

cuando sean mejores hits bi-direccionales de al menos dos proteínas que ya se encuentren 

en el grupo. La versión más reciente agrupa las proteínas de 66 genomas en 4,873 grupos 

de ortólogos o COGs. La asignación de COG se realiza por dominio proteico, por lo que 

una proteína puede tener más de un COG si presenta más de un dominio. Debido a que al 

momento de la escritura de esta tesis se contaba ya con 230 genomas bacterianos 

completamente secuenciados, fue necesario asignar COGs a las proteínas del resto de los 

genomas. Primeramente se tomó las asignaciones extendidas a 179 organismos 

disponibles en los datos del servidor STRING versión 6 [91]. Para este servicio, asignan 

COGs a las proteínas de genomas nuevos con un proceso muy similar al que se empleó 

para la construcción de la base de datos original. Además, realizan agrupaciones 
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automatizadas en genes que no han podido ser asignados, resultando en una serie de 

grupos nuevos llamados NOGs (Grupos de Ortólogos No-supervisados, por sus siglas en 

inglés). Posteriormente, se empleó una rutina para procesar el resto de los genomas, en la 

cual un COG es asignado a una proteína siempre y cuando al menos 3 de sus ortólogos 

tuvieran asignados dicho COG y que el número de sus ortólogos pertenecientes a este 

COG representara al menos el 30% del total de las proteínas con el COG. Esto último con 

el fin de evitar expandir los COGs con muchas proteínas parálogas. Al final de todo el 

proceso se logró contar con 477,320 proteínas con al menos un COG o NOG asignado, de 

un total de 680,174 proteínas bacterianas (70%). 

4.4. Regiones de regulación ortólogas 

Al tener definidos un conjunto de regiones de regulación intergénicas (iMUR) y 

asignaciones de ortología de acuerdo a los COGs, se realizó una combinación de ambas 

para producir grupos de regiones de regulación ortólogas. Para hacer esto de la mejor 

manera posible, se tomó en cuenta la agrupación en operones que presentan los genes 

bacterianos, donde la región de regulación de cada gene de un operón es realmente la 

misma: la correspondiente al primer gen del operón. Debido a que no se cuenta con una 

información detallada de la estructura de los operones de todos los genomas, se eligió 

trabajar con predicciones computacionales basados principalmente en distancias 

intergénicas [61]. Así, para cada COG o NOG, se tomaron todas las proteínas así 

asignadas dentro del conjunto de genomas no-redundantes y para cada una de estas 

proteínas se localizó el operón al cual pertenecía y se tomó el iMUR correspondiente al 

primer gene de este operón. Cada conjunto de iMURs así obtenidos representa un grupo 

de regiones de regulación ortólogas. 

4.4.1. Depuración de los grupos de regiones de regulación ortólogas 

A pesar de haber eliminado la mayor parte de la redundancia a nivel de los 

genomas, aún puede existir debido principalmente a fenómenos de transferencia 
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horizontal. Dado que es muy importante no tener secuencias redundantes, se tiene que 

revisar cada grupo de regiones de regulación ortólogas y eliminarlas de ser encontradas. 

Para esto se empleó una rutina que utiliza BLAST [3] para comparar cada par de 

secuencias dentro de un conjunto. Si la región alineada correspondía al menos al 90% de 

la secuencia más chica con un valor de expectancia significativo (10-12
) las secuencias 

fueron consideradas redundantes. Después de todas las comparaciones, se realizó un 

proceso de agrupación o clustering y para cada grupo redundante se eligió una sola 

secuencia, la más larga en caso de existir diferencia de tamaño. 

Debido a la eliminación de secuencias redundantes a varios niveles, primero por 

genoma y posteriormente por comparación de secuencias, muchos grupos ortólogos ya no 

contenían suficientes secuencias como para realizar correctamente un proceso de 

descubrimiento de patrones. Se eligió arbitrariamente un corte de mínimo 5 secuencias 

no-redundantes para que el grupo fuera considerado en el estudio. Así, se comenzó el 

análisis con 4,781 grupos de regiones de regulación ortólogas que pasaron este criterio. 

4,079 de éstas pertenecientes a un COG y las 702 restantes a un NOG. 

4.5. Descubrimiento de patrones con MEME 

Para descubrir patrones o motivos conservados en los grupos de regiones de 

regulación ortólogas se utilizó un programa del dominio público: MEME (EM Múltiple 

para Elicitación de Motivos, por sus siglas en inglés) [8]. Este programa regresa de un 

conjunto de secuencias, uno o más motivos o patrones sobre-representados. Se basa en 

ajustar una mezcla de modelos a la serie de secuencias que se le proporciona. Un modelo 

es para el motivo que se busca y recibe tantas variables independientes como el tamaño 

del motivo, mientras que el modelo de fondo es más sencillo, recibiendo solamente las 

frecuencias de cada carácter (nucleótidos en este caso). Se prueba con un ciclo del 

algoritmo EM [46] todos los puntos de partida para elegir el más prometedor y para 

afinar la mezcla de modelos se prosigue a realizar ciclos de EM hasta convergir. MEME 

además compara los motivos que encuentra de distintos tamaños, para elegir el que más 

probablemente sea de relevancia biológica, con la ventaja de que el usuario no tiene que 
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conocer exactamente el tamaño. En general, se elige un E-value de corte, el rango de 

tamaño del motivo y el número máximo de motivos a encontrar y MEME los reporta, 

siempre y cuando no rebasen el valor de corte. De acuerdo al conocimiento que se tiene 

de los motivos que se espera encontrar, se le debe proporcionar su tipo de distribución a 

MEME, que lo usa para ajustar un mejor modelo al motivo. Las opciones son que el 

motivo: (a) se encuentre presente en una copia en todas las secuencias, (b) en sólo 

algunas, o (c) en más de una copia por secuencia. De acuerdo a lo que se esperaba de los 

elementos de regulación, se empleó el parámetro (b) que optimiza a MEME para 

encontrar motivos presentes en solo algunas de las secuencias de entrada. Además, se le 

pidió que buscara hasta 8 motivos, de cualquier tamaño entre 8 y 30 nucleótidos y con un 

valor de corte de 10-3
. Estos parámetros fueron elegidos después de hacer múltiples 

pruebas. En general el valor de corte empleado permite encontrar elementos de 

regulación presentes en solamente unas pocas de las secuencias de un grupo ortólogo. El 

cortar los motivos en un máximo de 30 nucleótidos es para evitar que motivos diferentes 

(pero contiguos) queden mezclados en uno sólo. 

Existen grupos de ortó10gos que pueden presentar más de un motivo de 

regulación, en algunos casos relacionados (motivos que son parte de un mismo elemento 

de regulación) y en otros independientes (un subconjunto de secuencias contiene un 

motivo y otro subconjunto un motivo totalmente diferente), por lo cual resultó 

conveniente permitir a MEME buscar hasta 8 motivos, los cuales fueron separados antes 

de continuar con el análisis. De no aplicarse este paso, uno de los motivos podía "opacar" 

a los demás, los cuales se perderían durante el resto del proceso. Además, motivos que 

constaran de más de 95% de G/e o AlT fueron eliminados, debido a su bajo contenido 

informacional. Al final se obtuvieron 3,778 motivos, aunque a este nivel muchos de estos 

motivos representan variantes de un mismo elemento de regulación, por 10 que no son del 

todo independientes. Cabe mencionar que el procedimiento es sumamente robusto, por lo 

que si se varían un poco los parámetros de tamaño de motivo o valor de corte, los 

resultados son muy similares. 
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4.6. Localización de los motivos en los genomas con MAST 

Para cada motivo encontrado por MEME se realizó una búsqueda usando MAST 

(Herramienta para Buscar y Alinear Motivos, por sus siglas en inglés) [9]). Esta 

herramienta es la contraparte de MEME; toma precisamente un motivo encontrado por 

éste (en forma de una matriz de peso posición-dependiente), una base de datos de 

secuencias y regresa las secuencias que contienen el motivo, la posición del motivo y una 

calificación de probabilidad. La búsqueda con MAST fue efectuada contra la base de 

datos completa de iMURs, es decir todas las regiones de regulación intergénicas de todos 

los genomas completos. De esta manera, para cada motivo, originalmente encontrado en 

un subconjunto de las regiones de regulación de un grupo de genes ortólogos, MAST 

localizó todos los genes que podrían estar regulados por el mismo elemento. 

4.7. Agrupamiento inicial de motivos redundantes 

Al tener la lista de genes que contienen cada motivo, se realizó otro proceso de 

agrupación. En este caso, se tomó cada uno de los grupos de genes y se compararon sus 

elementos. Si el 70% del grupo más pequeño estaba contenido en el grande y el 60% del 

grande estaba contenido en el pequeño, se consideró que esencialmente se trataba del 

mismo conjunto de genes. De este modo se redujeron a 1,042 los grupos de genes con los 

cuales se siguió el trabajo. Cada uno de estos grupos representa ya no un conjunto de 

genes ortólogos, si no un conjunto de genes aparentemente regulados por un mismo 

elemento. 

4.8. Refinamiento de los posibles elementos de regulación 

Una vez contando con una serie de grupos para los cuales suponemos existe un 

mecanismo de regulación en común (por tener al menos un motivo conservado en sus 

regiones río-arriba), es posible aplicar un proceso de refinamiento para definir estos 
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elementos de regulación de la mejor manera. El método que se siguió se parece bastante 

al empleado por PSI-BLAST [4], en donde se construye una matriz inicial con las 

secuencias más parecidas y con esta matriz se realizan ciclos de búsqueda seguido por 

una regeneración de la matriz tomando en cuenta los nuevos elementos identificados. De 

esta manera, utilizando PSI-BLAST se pueden recuperar homólogos más distantes que 

los que se pueden encontrar con BLAST. En este trabajo, los ciclos se realizaron 

construyendo matrices con MEME (en este caso pidiendo sólo un motivo y utilizando el 

modelo inicial de que el motivo estuviera presente una vez en todas las secuencias), 

seguido por una búsqueda con MAST de todas las iMUR de los genomas no-redundantes. 

Estos dos pasos se realizaron partiendo de los 1,042 grupos y los ciclos se continuaron 

para cada grupo hasta que el número de elementos encontrado convergiera. Al final de 

los ciclos, se realizó nuevamente un proceso de agrupamiento de los redundantes, 

obteniendo así 663 grupos de genes con motivos refinados. 

4.9. Def"mición f"mal de los motivos de regulación 

Después de los ciclos de refinamiento, se realizó un último ciclo de MEME

MAST, para definir al elemento completo de regulación. Para esto, se permitió a MEME 

encontrar hasta 6 motivos para cada grupo, siempre y cuando fueran significativos y 

estuvieran presentes en todas las secuencias. Con el conjunto de motivos así definidos, se 

hizo una última búsqueda con MAST, pero esta vez utilizando tanto el conjunto de 

iMURs como una base de datos de regiones codificantes. Esta comparación permitió 

eliminar aquellos motivos que no fueran realmente intergénicos. A pesar de las 

precauciones que se tomaron para evitar incluir elementos génicos en el análisis, se 

encuentran aún por varias razones. Existen genes muy pequeños (y algunos muy 

conservados, como la proteína ribosomal L36 de ~35 aminoácidos), que durante el 

proceso automatizado de anotación de algunos genomas, no son asignados y por ende 

fueron considerados inicialmente como regiones intergénicas. También por procesos 

automatizados, los principios de algunos genes no son correctamente asignados, pudiendo 

quedar un primer fragmento anotado como intergénico. Inclusive, pudieran existir 
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pseudo-genes que, a pesar de ya no ser funcionales, mantengan suficiente conservación 

de secuencia como para ser detectados. Todos estos casos pueden ser descartados si se 

encuentran motivos que están presentes en la base de datos de regiones codificantes. Con 

esto se eliminan 51 casos, reduciendo el número de grupos de motivos de regulación a 

612. 

4.10. Procesamiento y anotación de los motivos de regulación 

Una de las primeras cosas que es interesante saber de los motivos de regulación 

predichos, es su distribución filogenética. Se contó para cada conjunto de motivos a 

cuántos operones diferentes estaba regulando, el número de genomas (no-redundantes), 

ordenes y finalmente phyla. Ordenando por estos valores, es posible saber cuales de los 

elementos de regulación encontrados son los más ampliamente distribuidos. 

Para empezar a caracterizar funcionalmente a los elementos, se consideró las 

funciones de los genes que regularían de acuerdo a los COGs, así como a los caminos 

metabólicos, de acuerdo al KEGG (Enciclopedia de Genes y Genomas de Kyoto, por sus 

siglas en inglés) [40]. Esta relación se hizo mediante el cálculo de un valor de 

probabilidad o p-value, asumiendo una distribución hipergeométrica. Esta distribución es 

similar a la binomial pero para eventos no independientes. Sirve para calcular, para n 

eventos, la probabilidad de obtener p aciertos (y n-p fallos) dentro de un conjunto total de 

F elementos, de los cuales M son los elementos que se buscan, donde después de cada 

evento no se regresa el elemento tomado. En el caso de esta evaluación, se cuenta con un 

número total de F genes (los de todas las bacterias), de los cuales M están asignados a un 

COG o KEGG determinado. Un motivo regula a n genes, de los cuales p pertenecen al 

COG o KEGG en cuestión y se desea saber la probabilidad de que esto ocurra por azar. 

La manera de calcularlo es resolviendo lo siguiente: 
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combinaciones para obtener 

los p genes regulados de los x 

M pertenecientes al COG 

combinaciones para obtener 

los n-p genes regulados de 

los F-M fuera del COG 

combinaciones con las que se pueden obtener 

grupos de n genes de un total de F 

Matemáticamente se representa con la siguiente fórmula: 

Con estos p-values por un lado se define la posible función del elemento de regulación 

(dada la función del COG o KEGG con mejor p-value) y por otro lado se pueden ordenar 

todos estos elementos para considerar primero a los más significativos. 

Existe también una base de datos de familias de RNA (tanto codificantes como 

regulatorios) llamado Rfam [28]. Esta incluye todos los riboswitches ya conocidos y 

algunos otros elementos de regulación basados en RNA. Se tomaron los modelos para 

cada elemento de Rfam para comparar con las predicciones de este trabajo y así anotar 

los elementos conocidos. Con los resultados iniciales, se encontraron todos excepto uno 

de los riboswitches conocidos, el elemento ykoK, cuya distribución es tan restringida que 

no fue significativa su presencia dentro de un COG. 

Al asignar función de estas maneras, resultó evidente que aún existía cierta 

redundancia entre los resultados. Esto se daba por tener matrices diferentes, que eran más 

específicas a cierto grupo taxonómico, como Gram positivas o negativas y que a pesar de 

definir realmente a un mismo elemento de regulación, encontraban suficientes genes 

diferentes como para mantenerse como grupos independientes. Así, de todos los grupos 

de genes enriquecidos con un mismo COG, se tomó solamente el que más 

significativamente estuviera asociado con éste (el de menor p-va1ue). Se terminó entonces 
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con una predicción de 358 elementos de regulación independientes. De éstos, 17 

resultaron ser conocidos (de acuerdo al Rfam) y los 341 restantes fueron predicciones de 

elementos nuevos (ver Figura 5 para el diagrama del número de elementos encontrados 

en cada paso del método). 

4.11. Predicción de estructura secundaria 

conservada 

Se emplearon dos estrategias con el 

propósito de evaluar si cada elemento predicho 

presentaba evidencia de conservación a nivel de 

estructura secundaria. En la primera se tomaron 

lo tres motivos más significativos de cada grupo 

y se generó para ellos un alineamiento 

incluyendo hasta las 20 mejores secuencias del 

conjunto no-redundante. Sobre estas se corrió el 

programa RNAalifold que predice una estructura 

secundaria consenso para una serie de secuencias 

alineadas [36]. La segunda estrategia consistió 

en tomar todas las secuencias que presentaban 

los motivos de un grupo (incluyendo secuencias 

de genomas redundantes) y se corrió un BLAST 

entre todas estas, generando una serie de 

regiones alineadas. Se prosiguió a eliminar las 

regiones idénticas y se empleó el programa 

QRNA para detectar los casos que presentaban 

evidencia de variabilidad consistente con un 

modelo de estructura de RNA, vs. estructura 

codificante vs. mutaciones aleatorias [71]. 

• 

• 
• 

3,778 motivos iniciales 

• 
1.042 motivos iniciales 

no redundantes 

663 motivos refinados 

612 motivos intergénicos 

358 grupos de motivos 
independientes 

Figura 5. Esquema del número de 
elementos que se obtienen en cada paso 
del método. Ver texto para más detalles. 
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4.12. Variantes del método 

La información que mayormente determina los motivos que se encuentran son las 

secuencias iniciales de un grupo de ortólogos. La razón por la que un riboswitch no pudo 

ser encontrado es que no está presente en suficientes secuencias de un mismo grupo. Esto 

ocurrirá con cualquier motivo que no se encuentre tan ampliamente distribuido. Sin 

embargo, existen variantes muy sencillas con las cuales se pueden recuperar más 

elementos de regulación. Dado que existirán aquellos que estén principalmente presentes 

en firmicutes o en proteobacterias, si se parte inicialmente de los genomas que pertenecen 

a sólo uno de estos grupos, la representatividad de los motivos será mucho mayor y se 

facilitará su detección. El elemento ykoK que no había sido recuperado inicialmente es 

encontrado dentro de las firmicutes de esta manera. 

4.13. Servidores web 

Para el análisis y la presentación de los resultados, se elaboraron algunos 

servidores web donde el usuario puede consultar los resultados del proyecto de una 

manera muy detallada así como buscar los motivos predichos en cualquier secuencia. Los 

servidores se programaron en Perl, utilizando el módulo de CGr para generar código de 

HTML al momento de ejecución. Se empleó la librería de gráficos GD para cuando se 

necesitaba producir imágenes y Javascript para las tareas más avanzadas, como 

intercomunicación de ventanas y algunos efectos gráficos. Para incluir predicciones de 

atenuadores transcripcionales y traduccionales, se empleó un algoritmo ya publicado 

desarrollado por Enrique Merino [58]. 
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5. DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

Como producto final del trabajo de esta tesis se produjeron tres artículos que 

fueron aceptados en revistas internacionales de alto impacto. En los artículos se describe 

el método, algunos de los resultados obtenidos y los servidores web que se crearon para 

que la comunidad pudiera disponer fácilmente de la información generada. A 

continuación se presenta un recuento de cómo fueron producidos estos artículos. 

5.1. Fase inicial del proyecto 

Después de aplicar el método descrito en esta tesis, el resultado fue una serie de 

grupos de genes, cada grupo predicho como corregulado por uno o más motivos 

conservados. No se contó con la información de la base de datos Rfam desde el principio, 

por lo que inicialmente el proceso de evaluación fue un poco diferente. En primera 

instancia, se buscaron manualmente los riboswitches hasta entonces reportados, para ver 

si se habían encontrado. Esto resultó tedioso, ya que requería localizar el COG al que 

pertenecía cada gene reportado como regulado por un riboswitch, seguido de la 

enumeración de los grupos con buenos p-values para ese COG y posteriormente la 

comparación manual de los motivos con la secuencia reportada para buscar una 

coincidencia. No obstante, el proceso fue exitoso, ya que los siete riboswitches conocidos 

hasta ese momento habían sido encontrados por el método y los motivos coincidían 

perfectamente con la secuencia que formaba parte de las estructuras secundarias 

propuestas (ver manuscrito anexo para el ejemplo del riboswitch de TPP). En segundo 

lugar, para el análisis tanto de los riboswitches conocidos, como del resto de las 

predicciones, resultó sumamente útil analizar el contexto genómico en el que se 

encontraban. Es decir, en lugar de tomar en cuenta solamente al gene directamente 

regulado por cada elemento, ver también qué otros genes se encontraban en la vecindad, 

tanto río abajo como río arriba del gene en cuestión. Se desarrolló una herramienta web 

para este fin (GeConT [19]) y con el despliegue gráfico del contexto fue mucho más fácil 

descubrir las funciones en común de un grupo de genes. 
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Durante esta primera etapa del trabajo, se intentó anotar automáticamente los 

resultados de varias maneras. Se compararon tanto las secuencias intergénicas de los 

genes de cada grupo, como los motivos mismos, contra todas las proteínas y los RNA no 

traducidos de los genomas disponibles y después contra una base de datos generada con 

todos los sitios de regulación presentes en RegulonDB [76]. De este modo, grupos 

corregulados que presentaran, en sus secuencias anotadas como intergénicas, 

coincidencias con proteínas o RNA conocidos, fueron catalogados como posibles falsos 

positivos. Todos estos resultados fueron vaciados a una enorme tabla disponible por 

Internet (http://www.ibt.unam.mxlbiocomputo/conserved_motifs.html) que incluía para 

cada grupo: 

• Un identificador, de la forma GROUP####. 

• Número de operones, especies y phyla que contienen los motivos. 

• Los cinco KEGG y cinco COG con p-values más significativos. 

• La lista desglosada de las phyla que presentan los motivos. 

• Resultados de las comparaciones contra proteínas y RNAs. 

• Resultados de las comparaciones contra sitios de RegulonDB. 

• El consenso de cada motivo y el orden típico de estos. 

En la tabla, cada renglón que corresponde a un grupo particular de motivos, se 

coloreó con un código para indicar si se había catalogado como un riboswitch conocido 

(manualmente), como una probable proteína, como un RNA o por exclusión se trataba de 

un elemento regulatorio putativo. Además de la información visible, se agregaron ligas 

para acceder a la lista de todos los genes de cada grupo, la estructura secundaria para el 

iMUR con la mejor calificación y las matrices de los motivos mismos. También se 

incluyó una liga directa para mandar a GeConT la lista de los genes corregulados. Todos 

estos datos pretendían ayudar al momento de examinar los resultados y permitir que se 

analizaran con mayor profundidad. 

Fue durante esta fase del trabajo que se publicaron los dos primeros artículos. El 

primero presenta GeConT, el servidor web que se desarrolló inicialmente para analizar la 

congruencia por contexto genómico de los grupos de genes corregulados que el método 
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arrojó, pero que es de una gran utilidad para analizar la conservación de la sintenia de 

genes ortólogos y en general para visualizar el contexto genómico de cualquier grupo de 

genes. El segundo discute el método desarrollado así como algunos de los resultados más 

importantes [2], inclusive propuso un nuevo candidato de riboswitch, relacionado al 

metabolismo de glicina, cuya existencia fue paralelamente comprobada 

experimentalmente [10]. A continuación se anexan los dos manuscritos. 
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ABSTRACT 
Summary: The fac! that adjacen! genes in bacteria are often 
functionally related is widely known. GeConT (Gene Conlexl 
Tool) is a v .. eb interface designed to visualize genome contex! 
of a gene or a group of genes and their orthologs in all the 
completely sequenced genomes. The graphical information of 
GeConT can be used to analyze genome annotation, func
tional ortholog identification or to verlfy the genomic contex! 
congruence of any sel of genes !ha! share a common proper!y. 
Availability: http:í/W1i'iw.ibt.unam.mx/biocompu!o/gecon!.h!ml 
Contact: emorett@íbt.unam.mx 

GraphicaI representations llave been "videly used to comple
lIlenl theoretical and experimental analyses of 1llnny biological 
processes. 5uch as networks oí gene regulatioll and protein
proteiu illteractiom. 1lletabolic I.líll]¡ways 01' whole genome 
comparisons. to mention a fe ....... Here we presellt a web applica
rion, !lamed GeConT. fol' üsualizillg the gen01lle context of 
genes. Some of its applicalions are described. 

GenOl/le m/llorafioll aná ¡á('r¡I¡ficafio/i of ./imc;íofla! 
or¡}¡ologs. Significant progress has been made in the assign
lIIeut of proteiu [ullction based Ol1 sequellce similarity using 
programs such as BLAST (Altschul el al.. 1997), 01' FASTA 
(Pearson, 1990). Neverthele~s , in mall)' cases Ihe identifica
tion of fUllclional orthologs is not straightforward owing to 
protein sequellce divergence. Also. the presence of pan.
logs with 1I1gh similarity ,cores can hinder the idelltificatiou 
oí slricl orthologs. To overcome these problellls. different 
algorithms have been developed based on the analy,i" of 
gene ueighborhood (Overbeek el al .. 1999: \Volf el nI., 2001: 

Kolesov ci oí .. 2002). The,e ¡¡Igoliduns are based ou the fact 
(Ilat adjacellt genes in bacteria, organized in operons. are oflen 
functionally relared. Furthennore, in ,ome cases. coo~el'ved 
OCCU11'ence of neighboring gene,>. phylogenetic profiling and 
gene fusions Clln be observed IIml idelltified. as in the cllse 
of the \"eb '.>ervers STRlNG (\'on Meriug el al .. :!OO.~) and 
Prediclome (Mellar el oí .. 2002). GeConT is a web applica
T.Íon thM can be lIsed lO explore the general neighborhood of 
any gene 01" set of genes givell by lhe user. <lnd their 011hologs. 

*T" whom com"p<>ndellcc should be .ddre,,,,d. 

BlOl!lformancs 20('14) @ OXfOl(J Unlverslly Press 20C4: aH righls reserved 
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as defined in me COG database (Tatllsov et nI., 2003). For 
genes of the newly seqllenced genollles that are no! yet in the 
COG database. GeConT assigns Iheir 1llost Iikely orthologous 
group based on the COG /lumber of their closest hOlllolog,¡. In 
.:ontrast lo the odler a\'ailable applicatioIls. GeCollT displays 
lhe genomic context of the query genes regm'dless of it!'> con
serl,'ation. This i~ critical in cases where a gene is associated 
with dífferem genes of a COUUllon process. An eX8mple of 
GeCon T in rhe corree! re-mmotatio/l of some genes involved 
in tJliamine bios)'l1tJlesís is given in fhe figure. \Ve have pre
víously shoWIl that sOllle rhi genes. as IhiF, ("iE ilJld lÍ/iO. 
have been mi~-allnotated 00 several occ.miÍolls since r.hey have 
paralog.s with high seqllence simiJarity (Moretl el al. , 2003a). 

As shoWJ1 in dIe Figure l. this problem can be overC01lle by 
gene coutext analysi~. 

Genollle context ol al/v seqllence. GeCollT can also per
form BLAST searches with an inpul proleil1 seqllence agaiust 
a1l publicly available completel)' sequenced genomes. \Virh 
¡his option the,;earch is not biased by any previolls 1U1Il01S

!ion. Consequently, hOlllologs wilh no fUllctioual i1nllolation 
can be aoalyzed based on Iheir cantex!. 

Veri;5'ing Ihe genOllli' COllte.Y! congmence ofa ser l~f genes. 
As a result of a sequence analysis, a ~et of genes Ihat posses.s a 
C01l111l0n fealure might be identified. slIch as being l'eglllated 
by a certaiu protein or RNA s!rudl.lre (Abreu-Goodger, c., 
OnliYeros-Pal~cios. N., Ciria. R. aud ¡"terino, E. manu~cript in 
preparatiou). In dIese cases. the neighborhood for fuese genes 
can help to discem 1me from false positiyes .. Thi.s approach 
ha., been successfully l\.Sed in (he idel1tification of new genes 
regubted by a TH! box (Morett el al .. 2003b). 

THE PROGRAM 
GeCol1T was \Vliuell in Per!. generating HTML cude 'on Ihe 
tiy ' and il is available arhitp:/íwww.ibt.unam.JIlx/biocompulo i 

gecont.html 
The c\assification scheme that we followed to search Ilnd 

color the genes is bllsed on the clusters of orthologol1s grollps 
(COGs) of proteill'i (Tatusov ei ni. , 2003). GeConT can bígh
ligllt genes based either on theiJ COG number 01' on a broader 
fllnclional cJ¡¡¡,sificalÍon. Searches can be perfonlled lIsing any 
ofthe followíllg niteria . 
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Fie. 1. U~e of GeCouT in genollll: an.1lysis aua correcl g.ene anno!aliou. The figure was generated using COG0352 (tiHE) as input (ouly a 
fra!c!mcnl oflhe üutput is shown). Gene~ and intergenic dislanees are drawn lO proportion. It is clear that. Ihe genes annorated [lS mot'B. a paralo:;! 
of,hiF with highsequellce similarity. tel1!, n paralog ofrlllE. andgoxB. a pru'alog of ,h,O. have ueelllllis-annotated in severa! genomes. Oene 
cOlltext ollaly~i~ i., n "ely u.<,eful 1001 for com:ct gene annotation. 

Searches based on COG. There aJe two difierenl \Vay" 
to select a COG: (í) by COG mU11ber Of (íi) by a keyword 
Tbat marches Ihe COG fllnctiollal annolaTion. With eilher of 
tbese optiollS. the ge110mic conlext for all Ihe member, of the 
selecTed COGs i5 displayed. 

'<jearch6S by Gi>l1eBank idelflijica/ion (G 1) i1umbers o,. gene 
ilamas. When one 01' more 01 munbers or COn1l11011 names 
are giwll, GeC'onT displays the gene context for every entry 
regardless of its COG assigllluent. 

Searches ",¡tI¡ a proleiil ser¡uP.lJce. In Ihis case, ¡¡ prolein 
sequ<:nce is used to perfonn a BLAST ~earch agaín,t the dala
base of f\llly sequenced genollles. The user can then ,elect ¡he 
matcbes to be displayed. 

Other options indude detenn.i.ning tbe llIunber of genes to 
be displayed 011 eilher side of Ihe input, a full descriptiol1 
of each gene with a 'mouse-over' filnctiotl aud c1íckiug 011 

any gene lo display, in a llew page. Ibe neighborhood of ih 
corresponding COG. 
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Conserved regulatory motifs in bacteria: 
riboswitches and beyond 

Cei Abreu-Goodger, Nancy Ontiveros-Palacios, Ricardo Ciria and Enrique Merino 

Departamento de MicrobiOlogía Molecular, Instituto de Biotecnología, Universídad Nacional Autónoma de México, Cuernavaca. 
62210 Morelos, México 

We present a computational approach that identifies 
regulatory elements conserved across phylogenetically 
distant organisms. Intergenic regulatory regions were 
clustered by orthology of the adjacent genes, and an 
iterative process was applied to search for significant 
motifs, enablíng new elements of the putative regulon 
to be added in each cycle. With this approach, we 
identified highly conserved riboswitches and the Gram 
positive T-box, Interestingly, we identified many other 
regulatory systems that appear to depend on conserved 
RNA structures. 

Comparative genomie apprúaches are central to analyzing 
thr: incl'üasing llumbeI' of wholr:-genonw seql1en,(>s. 
Alt:hough using this kind 01' analysis to filld regulatory 
element" is not: new, t,hE' toeH" has IIS11ally heel1 on one 
geuorne 01' grollp of dORely 1'(~lated geJllmWS fI-al beeal1se 
sequence COl1servation of fu 11 c1Í.ona.l intE'l'genic l'egions 
(promoÜ'T8, pmtein binding sites) i" uSl1ally low, and 
q uie kly di Ve¡'ges, 

It calllP as a sllrprisp t.o many s,iPUlists when spüeillc 
RNA 'riboswitches' were shown to he c"qpable ofregulating 
gent' c,xpression by directly sensing a ll1etabolite wirhout 
the intervemion of a protein [41, HNA ¡'ib08witchei< Mve 
"iuce IX'en shown w bt' involved in varioui' mN.abolic 

Üi,r/?'fpri1ldí.ng I;mfh(.r: Enriq,H;\ \h't!"ü·,t) ~mmi,n",*ihr,..tJn~\nu:nx;. 
A\-'ailahl« olll¡HtA j9 AuJ.tu.st 2004 
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prlJ('()SSPi< inclllding ¡;híamillp, rihofiavin, ('ohalamine, 
adenine, guanine and I,\'sine biosynthesis [5-111, \Ve 
assumed that, this type 01' regulatory sequence ","ould be 
easily idr:ntified given I,he.i:r broad phylogem~tic distri· 
butioll and highly con3ervcd nature. 

Searching for interesting motifs 
'fhe starting point. 1'01' our work i" a sel of orthologous 
l'pgulat:ory regions. '1'0 obt:aill uU'sP we llse(\ the Clust~'r 
01' Orthologous Groups leOO) of proteins database 
ihttp:i./www.ncbi,nlm,nih,gov/COGiJ 1121 tQgether with 
operon predil1:ions bas{)d on inü)rgeníc dis\.ances íl:3]. In 
this lIIanner, every protein from 164 fulIy sequenced 
bacterial genomes that was asoociated with a COG wa;:; 
assígned tQ the intergenic mínimal upstream regíon 
i ¡MUR) oí' the Ji rst gene of the p:redictec! opprnn to whi('h 
it belongs. '1'0 avoíd over-repre;;entation ofsimilar sequences 
fmm rdated genomes. redundant sequences were eJimi· 
lIated. \Ve obtainec! -4000 dllsu'~rs of orthologous regulat
ory ¡'C'¡i;ions, eac]¡ belongillg to a different COO, 

\VE' used the public domaín motíf discovery tool 
MultiplP EM t(JI' .Motif Elieitnrion (MEl\'fE) 1141 [.0 fiud a 
iiet (jI' over·represented 'seed motífs' for each COG 
(Figu.re la), The:;e motit;' werE' used to ídenti(v othe¡' 
lIlpmbpri< nI' Uw putai.ive n'glllon hy span,hing in al! 
npst.ream regioll8 Ilsing the A'fEME counterpat1, Motif 
Alignment and Sem'ch Tool íMAST) ¡ 1:'il, As él l'esult ofthis 
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fi9ure 1. Gant~:"al proceci.m~ to identffy conSE!tV&d regulator.¡ mO'tifs. {al The intergenic Minlmal Upstraam Regíons ílMUA~ of tha optHOns that oode for eath COG {in thls 
""ample (hiC, COG0422! ¡Ulm fully seqUBOOed gEfíornes are 9rouped and ow,·,ep,"""nted moti!. Identlfled using MEME [14]. n. ... e moMs """stltute!he Inltial, <lr 'saed 
motlh' fA the 9tOUP. (b) These motí-fs are usad to idE!ntí"fy ne-w nlE!mbers 01 tl1.a putativa requlon in theentire set of ¡MURs using MA~'T 1'5]. To obtaín 'refinad rnotH&' that 
~tte, re-prese:ntthe expar;dBd group, we once again use-d MEME. Th¡5 cyde ¡!J. ite:ativeIYPl3rlo~med lll''itilllonew elements are added, te) At the 1"1081 step oJthe pr()(;eS's all the 
genes localt".rl by ttn~ 'refinad motih;' m'e GolIEtcted. In lhe p,)(.mnple, the n€:n~; ar.e lound to belong to lhe thiarflinebiosynlhe!;is¡ metab<![i¡; ~thway, and th.e conwrv.ed rnOli1$ 
co"espond lO imp"'tant .¡,uctural elemenlS 01 the THI elemen!. Abbravi.tions: MEME, Mu~ipl. EM fur Moti! EliciUltion; MAST. Motif .lI.li9n"'/IOt and S.areh Too!. 

geareh, new ml'"llIherg Wel"(~ addt>d to (OHeh group (and sorne 
original ones were removed), and a new und more speeific 
set ofmotifs was obtained, again using MEMK ThíR cycle 
ofJorating over-ropresented motifs (with MEME) followpd 
by searehing [(Ir ne\\' gen(~8 containing thf' motif" 
'.\Irith Jl>lAST) waR repeated tUltil no new lllembers were 
found (Figun! lh). The resulting 'reibwd motifs' are our 
candidate regulatory elements. Because lUany of these 
results are redundant. a clustering process was applied 
bas(x:! on tbe numher 01' gene,;; in eommon for each morif, 
reslllting in 672 diilerent groups nf motifs (for more detuils, 
SBe httpJ/www.ibt.unam.mx!hiocomputNeonSf..l·ved rnotifs. 
hunD. It ís worth mt>ntioning that each group can bave 
several lllotif8 Cup to fou!'), and that the moti!s are larger 
than usual prot.ein binding sit.es t the average length of our 
motif is 4:1 nuc!eo(;idps). For pxampll'", t1w 'thiamÍlw riho· 
switch' Gl'OUp 0012 (http://www.iht.lmam.mx/hiocomputol 
conSt'rved_motifi;,html) was obtained from 20 difIeren\. 
COGs that converge to furm a common SeL 01' genes. 
Following analysis of th .. tour different motifs that define 
this gronp, \Ve found that the most significant one contains 
lhe thi hox and the next two overlap with part of the 
strurture of the THI-elemenl; the fourth morif ap pea rs tD 
contain part of the trani\cri.ptional tmn.ünator wit-h its 
poly-U tract (Figure le). 

Evaluating the motifs 
'1'0 evaluate the likelihood thai. the 'refined motir:;' in our 
groupí' represent hiologically important regulatory 
e!enwnts. we first ehminHtüd those that matched known 
protein,,'! (from the non l"PdlUldant GenBank datahasel 01' 

RNA genes i. rRNA, tRNA, seRNA, snHNA and so 00) from 
fully sequelleed g(-)llomes. This step \Va,;; nl'<:essary given 
the possíble existen ce of unannotated small genes or 
erroneousJy assigned translation st..<trt. "ites resulting 1'1'0111 

automat.ir genome annowtion. For example, ribosomal 
protein L31:l (-40 amino aeida long) ís not annotat .. d in 
> U, genomes but. is p.ic.ked up by our method, when 
analyzing the upSLream region of ribosomal proteim¡ Sla 
and SIl (http://www.ibLunam.Illxll"ñocomputo/conaerved 
motifs,html, Group 0011 marked as a false )x.sitive l. The 
gl'OUpS of 'refined motifs' wel'e then assigned Ul openms 
and tlleir statjstical significance was evaluat-ed as tollows. 
A P-va lile lassuming H hy¡wrgeometriral distribllt.ion) was 
calcuLated for each motif to be over-represented in a 
given Kyoto Encyclopedia ofGenes and Genom .. s (KEGGj 
pathway (hj.tp:!/www.gpnnnH~.ad.jpJk( •. g¡;!pathway.html) 
[16]. The lower Lhe P-value, the more likeJy it is that tlle 
motifs can be considered LO be biologically relev3nt for 
the regu1aüon of that pathway. A similar cVHluation was 
perfQnned using COG assignations. \Ve were able to 
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Table 1. Representatíve examples of conserved regulatory motifs· 

Group and descríption" Opero" •• organisll'ls 
and phylaC 

Group 0118; T·box 406; 37; 3 (fi m,icules) 

Gro"p 0012: thlamine 218; 106; 12 
riboswitdl 

Groop 0033; 166; 27; 7 
¡"etnioni"e riboswitch 

Group 0013; 189; 77; 12 
cobalami" ríboswitch 

Group 0219; IS911 68; 18: 2 

GrOllp 0034; riboflavin 100; 79; 6 
dboswitch 

Grou)) 0027; glycine 86; 68; 7 
cleavage 

Grollp 0045; PVrR s¡te 92; 41: 6 (fi¡miculOs 
and!or actino bacteria) 

Group 0017; heat shock 194; 84; 11 
CiRCE hairpin 

GrOllp 0079: copper 99; 46; 4 
transpon (proteobaL'teria) 

Group ()023: K"'· 65; 56; 8 
transport ATPase 

Group 0388; Thr·tRNA 26; 24; 1 
svnthetaso (protoobactorial 

Group 03l;l1; Glt, gin 
tRNA svnthetases 

GrOllp 0204; ribosomai 
operon witil self· 
regulmion 
Group 0262; ribosoma! 
Operon with self, 
regulation 

24; 23; 1 
(proloobacteria) 

30; 30; 2 {fi,micutesl 

9;9; 2 
(proteobacteria) 

Reprll1lentatlve KEGG 
¡>athwaysd (P·value)' 
00970 Aa·tRNA 
biosvnthesis {2 x 10""'j 
and other amino·add 
p¡¡thways 
007301hiamine 
melabo!;.m (1 x 10 '.8, 
00271 methio"i"o 
mctabo;;srn (4Xl0 ,9') 

00860 porphvrin and 
chlorophvli 
metabo!;sm (2 x 10"''''') 

00740 ribofiavin 
metabo"sm (2;x 10 '''', 

00260 glycinc 
metabo;;srn (1 x 10 ."") 

00240 pyrimidi ne 
metaboEsm (2 X 10 7") 

00260 th reonvl 
onetaboi!sm (5 x 10' >4) 

00970 Aa·IRNA 
biosv"thesis 
(5X10 "") 
00251 glutarnate 
onotaboi!srn (4 x 10 . "") 
00970 Aa·IRNA 
biosynthesis 
(2x 10 24 ) 

03010 ribosom e 
(1 x 10' 52) 

03010 ribosome 
(4;'~1017) 

Representative COGs' (p·value)' 

tANA synthelases: COGOO60 iso'eucv', COGO013 
alanvl. COGOl72 scryl. COG0441 Ihreonyi. 
COGOOl6phonylaianvl and oll1o,s (all <6Xl0"'~) 

COG0422 l"hiC (8/10 ras), COG0351 ThiD 
{6;, 10 . fO't COG0352 ThiE (2 x 10·' ""l and COG4143 
TbpA 17Xl0"') 
COGl135 MctN ATPase (3x 10"'''), COG2011 Metl 
pe,meuse (2X 10·"i, COGOl92 MetK SAM· 
svnthetase (1 Xl0··· 371 amI COG1464 MetO 
poriplasm (2xlO" 31) 

COG4206 coblllaonln receptor (1 X 10 (0). COG2067 
CobP (1 x 10. 33). COGl120 cobaiamin ltansposase 
ATPase (6Xl0""1. COG06l0 MetE cob· 
;ndependent (3X 10 ... 31

) and COG1492 L'ObVric acid 
sVflthase (6:, 10" JO) 

COG2963 transposasos (5x 10· ''') and COG2ílOl 
transposases (1 X 10 "63) 

COG0108 RíbB (7 x 1 O' "'o), COG3601 membrane 
(3:.: 10 .. 02 , COGa807 GTP cyciohvdrolase 11 
!l'.' 10"'\ COG0307 RibE (6x 1 0 51

) and COGa054 
Ri!lH (9x 10''') 
COG0404 glVdO(J c!cavago T {1 X 10 .. ' 681. COG 1003 
glycine cleavage P (8x 1 O"") and C0G0403 glycin.., 
clfNlvage P (1 X 10" .,) 
COG2065 pV7imidi ne allenuation (8 x 10" ""). 
COG0540 aspartate c3rh<lmovl (2 X lO""), 
COG0044 cVdic amidohvdrolase (1 x 10"2) and 
COG2233 xanlhino or urucil permollse (2x 10 ""l 
COG0234 GroES HSP10 {3XlO"""I, COG1420 
roguiatOf 01 HS (3X 10'''"), COG0459 GroEL HSP60 
(2x 10 69) and COG0576 GrpE 16 X 10·&) 
COG2217 cat;on tt3!lsposases ArPase (3Xl0···), 
COG2132 muiticopper oxidases (3x 10 .. 31) and 
COG2608 copp"r chape,ono (9x 10 ... 20) 

COG2060 KdpA (ax 10 ""'), COG2156 KdpC 
(9x 10 . ,24

), COG2216 KdpB (1 Xl0· 120) and COG2205 
KdpD(7)<10··, 
COG0441 threof1vl tRNA synthetaso (2x 10' 71) 

COGOOO8 gluWrflVI, and glutaminvHRNA 
synthetasos (5X lO"") 

Aibosomal protein.: COGOO51 S10, COGOO89 L23, 
COG0088 L4, COG0087 L3 and COGOO90 L2 
(ali < 6x 1030) 

Rí!losomal pTOIeíns: COG0089 L23, COG0088 L4, 
COG0051 S10, COG0087 L3 and COG0185 S19 
(al! <lXl0"") 

DA tClule oonlain¡n~ the entire list úf moHfs c~n be found at r~tlp/;'w~.;bLunarn.mxibiocernpl>t(l;'COnseN~~.motHs,htrnL 
t-Unique group ~elated ro th-e table 01) ou;, 'o'IIeb pag~, tollowed by lhe knOwfl 01 p!obtlblt:' regul¡;HO¡y$yst~m. 
"'lhe flllmber 01 (Jp~wns. (¡rgani!irn~ ami phyla in which the rnOlils ;3fH tound. In r,ase o! a rnalkoo predOllllnanl-"t't of om~ or (wo phyla, ít ;3r}pea~s in pánmth~sis. 
~atabo¡¡c pathwav ¡élS defined bV U,e Kyoto Encyclopedia of Genes .md Gtmornes [KEGG' (161:1 uf t!"le gent:15 wrltdining the moti (s. 
"Rtlp!esenl.ative {lrOL:ps uf ()([f¡<llogous gefl~j (el!> d~inp.d hy CluMer of O;.tholoHau~ Groups fCOGI ¡12)j in which our llIoti1s a~e ;ound. 
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I\-lEME thal. do Ilot have any biologieal meaniug). 
Ho\Vever, becan,,*, mal1y of thE' genes in these group¡; 
arp not fuu('tionally annotat.ed, they might sfill 
represent biologícally I'elevant elements of unknown 
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function. F'in a lIy, the g'enome context congl'uence of 
OH!" putative l'('gulon~ wal'; verífied using gene context 
analys¡s !.GeConTl (171, a web tool that enables the 
user lo view tJw neigbboul"s fol' any spt of genes 
together with theil' funetions and ol'tholog'olls relation
ships. The data on OHr web page (httpJ!www.íbt.UlHIll), 
mx/biocomputojconservE'cI motifs.htm [l ís hyperli nked 
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tu this application so mat the co-regulated grnups can 
be vísualized (-)asily. 

Analyzing the nature of the conserved motifs 
When sort.illg our re:mlts by P·valu(>:" 01' by conservation, 
we realized that many of the tirst groups coutain motif;; 
that com~sprmd to previously described rihoswitches. 
kuown to 1'egIlJa1;{. genes Ílwolved in the biosvnt.hesiR (j.f 
dilferenl metabolites such as thiamine, ribofi¿vin. cobal
amine, adenine and guaníne, in addition to ¡·he T-hox 
l'eglllator [181 of mninoac,vl-tfu\¡A syntheulSHs from Gmm 
positive bacteria ('rabie 1). Interestingly, we also fuund 
i.mportant seqllt>nc(> conservation in (lífferel1l families of 
aminoaeyl-tRNA syntht>Lases in Grfun negative had:(·!ria. 
FuI' example,in Escherichia eoli thl'flf)IIVI-tR,'IlA ;;vllthe· 
tas~, it is kllOwn that the mRNA leuder r~ginn can ;~Iopt a 
t.HNA-hke sf:l:ucr.uI'<'. that is sp(~,'ificHUy r(>(',ognized by the 
corresponding threonyl-tlli.'ilA ~ynt}¡et,a;;e, establishing an 
auto-regulat.ory cyde D91. 'rhe conRerved l1lot.if.~ lhal. \Ve 
identified for this regulatol'y systell1 COlTe:::pond lo parts oí' 
lhe stem-loop structure that resembles the threonine· 
tTL"{A anticodon CGU and to a sUlble Strllcture that. is 
similar i;o t-he accpptor arm of'tRNAThT

. Ahhough it has out 
heen reported pl'eviously, the motif;; tllat \Ve found ti,r 
gllltamyl and glutaminyl-tHNA sY'11theta¡::e.s could pat'tici
pat~ in a similar mechanü;m. \Ve also IOllnd t-hat many 01' 
OUl' group¡:: eorl'Pspond to ribosomal pToie'in operan;; -' \Ve 

detected 43 di ffel'ent gl'OUpS of such operons, most ofwlúch 
eorrespond lo specífk phyla !,Table 1). SeLf~regulation hai' 
been descrihed for these eases because ribollomal protein 
L4 is known to bincl to its operator, where a complex 
secondal'y structllre appears to lnimic t:he natural bindin" 
site oflA in the ribosome (201. \Ve expect that mORt, ifn~ 
u ll, of t-hese operon8 u, be. auto-regu lated bv one 01' their 
proteíns. Other wl>II-k.nown examp-Les in l'able 1 ineludp a 
pyrimíd'ine biosynthesi;; gl'OUp, where ou!' ídentified 
motifs correspond to Lhe c.on¡;erved RNA seeondary 
st.ruetllre that cOlUprise~ the hinding sile fur Pyl'R ;21] 
and tlH'! 'Contl'OlIing Inverted Rcpeal rOl' Chaperon 
Expression' (CIRCE), whích constitutes the binding síte 
fort!wlIerArepn)&;or [221. In an the¡;e pxamples (asoccul'S 
with riboswtichps), :;e{¡uenct:' colll:wrvatlon in lhe regulato!'v 
l'egion i6 a consequence of the constraints imposed by th~ 
requÍI'ed. lli.\J"A struct:urü. 

Anot-her case chat we fOllnd interesting was glyeine 
cleavage. Although l'egulutory mt>chanisms have be€l1 
dHscribed for the gcv nperoll in E. cnli [2al. w(' tound a 
completely dilfel'ent regulat()ry system. The organi;;ms 
that present our glycine cleavage l\lotifs do not indude 
E. colí but II re most1y a(,.1;illobllC~ria, firminltes u Ild '1. and 
~{proteobat.1.:c ria, and most,ofthem do not encode orthologs 
of GcvA 01' GevR. the two reported spedfic regulaton; ~f 
I.he gn' ope.ron i2al. .FurihermO),(J. tile reported hinding 
sites j<)r G<.'vA, do not match OUT motif.'l. Inu:r<'stingly, th~ 
same glyci.l1e deavage motífs are prest>nt in severa) 
protüim: that: are H,,;¡jg¡l\)d to () Na + and aJ:milll> ~v:m· 
porter COG. This could be pal't oC a glycine tl'ansport 
system, and wouJd make this putatíve regulon mor~' simi
lar to several l'iboswitches, wlwrl' metabolic and ttHns· 
pmting proteins a)'(~ l'eglllllted by tlw :"ame (~!)ment. Mally 
other exampJes nf propoS€d regulalor:v systems wÍl.h their 

consel'ved motifs can be found on our weh page lhttp:// 
IVWW. i ht. un am,mxlbiocompntuíconserved motí!];;.h t1111). 

Concluding remarks 
W'e have d(Neloped él mmputer m<.>thod that detects pn?
doualy reporled rihoswitches. other already known COII

:;orved elmnenls und > 600 statí:;tically signi.ficant group:;; 
of conservp~ motifs t-hat would appoar t:o he biologirally 
J'elevant. \Ve have shown tlwt rOl' a great many l'egulntory 
e1ements theír conservation is sufficient.ly strong to be 
dew-eted in a single orthnlogous cluster of genes, with011 ¡. 
the need to consider additional elements of the regulnn 01' 

mf.'t.ubnlír pathway. In many ra,<;es, our motifs coincide 
with \'PgulatOl'y dements thut m'!' mp0l1.e(\ COI' splid:6c 
model ())'ganísms such as E. coli o]' Bacíllus suf)tilis. \Ve 
are now flble to pmpose the e:l.1:i'nt. to which the¡;e systems 
h¡w(> beeu eonserved among flllly seqllenc<.><1 hacteria. 
Several o/' t.he signals det.ected by our Illet-hods wel'e 
I'elated ro anRNA secondary structlll'e I'ame!' than classic 
DNA-binding reglllalol'8, Although we did not ~'X¡X'C1: tI) 
tind mauy conventioual p-I'otein hi nding':;ítes (the conserved 
portion be.ing too smaJl to be deteeted by our method¡, \Ve 
\Vere snrprised by lhe numL")('r 01' structllre-de¡x!ndant 
regulator,v elemellts that wel'e also hi.ghly cOll8elv ed aL the 
se.quence leveL 

Om ~;tudy highlights potential new mot.íf." to be ful'ther 
experimentall\' ChUl'Hctel'ízed in t('l'ms oí theil' abilitv to 
rOl'm HNA "oc~l1dal'Y structureR, such as attenllatOl'S, ~nd 
theíl' ahilíty h) bind s.mall RNAo;, cellu/¡¡r me1:llho!iu)s 
01' regulatory proteins. AII thi;; will further help llS to 
ullderst.and and define the l'Pgulatory mechanis1ns of 
t.hese s,vst.emo;. 

Acknowledgements 
w" w¡Ah lo t1mnk Slrirwy AinsWl>rth for biblíogruphic"l ",,,¡¡i¡¡hu,c,·. ,ti; 

""I! a., ,"llirf"n<l Verl"y~n ,,"d Robe.t<> Ballena ti,r ('(IlUpo.,I~I·!jUpp(>l't. W" 
al." indebted t{) .ToS<' Antonio Loza for h~Jping us with !he P·value 
c"lcu]¡,tinns. C.A.G was ~uppnl1ed by felk¡w¡,-bips from CONACy'r and 
DOgp-UNAM. ThiB w"rk us paTtínlly ~l1pporu.l by CONAC1T gr1mt 
4<121a-q. 

References 
1 Mirono,". A.A. el (JI. (999) CVlnpuu,r anl,ly.ís M trfU'$cript.io)} 

regulal{)ry patt.lms in oomplell'ly ""que.lH.ld bactp.nll.l genomo~. 

Nuc/"¡" Acrd .• Res. 27, 29!l1-298H 
i Md}uir,', AM. el al. ,2()(K),1 COIlSl'l'Vutiun uf ONA r.~'Ull1tory mc>tif~ 

mul díStOVt~'Y {Jf nt"~w motifs in mkrobial günonle-s. (}mwme Res, 10. 
744-757 

3 Mwang.i, 1\1.M. and Sigg.ia, E.D. i200;¡) (;'~nome "id.e idP.ntificatioll 01' 
r('!.",l"tory motifi; in BacillID' "ubUllE. EMe Bi"illji,rm.atiu 4, 1H 

4 Wínkwr, W." (1.1. (2002.) Th.iamine dl'l'ivnti",," mnd I1Wssenger RNA.; 
dirl'c tly lo .. "guIrltl' oocteria! g(!lIO 1'Xp'·"s, i,m. Natu,", ' ,H9, 9f,2-\Klf) 

¡¡ Miml1d,,·Ri,,~ •• "I. ,,/ .11. (20011 A ronllE-l'Voo RNA strllctllt'e ( thi box) ¡. 
involverl in ~Y\IIAti(ln of thüilrun hÜ.lR)-nthet.ic gene HXp1'es~on in 
OOt1.",;a. PnoC. Na!!' /I.cad. 86. U. S. A 98.97:3&-9741 

6 Vitr<>~dlllk, A.G . P.I al. (20 ():~ ) 'Regul"t;"" 0)1' the v;t.mnin BI:.! 
nlE'taboJi.snl and t.ran. port in bart.e:ria by a con~e.l"Voo RNA ~trnrtul'l11 
elemento UNA 9, 10&1-1097 

7 Winklcr, W.C. cJ al. [20(2) An mRNA ~truchrn, thal. l'Onl·rolH !:"ne 
exprussion by bindil1jf FMN. P/'Q/:. :Vall. AI:ad . ."Id. r!. S. ,\. 99. 
15908-1591 :1 

fl Murphy, B.A. d al. 1200:1) 1'nmscriptinn terroination contml of th" 
S box 5}'l'I:l'-m: diroct ml'l.UlUremcllt uf S-ud~.nosylm('.thiUl¡jn" by tlw 
1 ... <Ter HNA. P""'. NaJl. A'·ad. Scí. IJ. S. ti.. 100, :'¡0i:\3...;J088 

37 



TRENDS in Genetics Vol.20 NO.10 Oetobe, 2004 479 

9 Gmndy, F.J. d al. I~()():i) Th .. L box regulon: Ly"in~ sen8ing by learler 
RNAB of ho:lctelial lysíut'! bí()~ynthcsii~ gen("-s. Pt'tX'. S ita. AClla. Sci. 
u. S. A 100, 12057-120(;2 

1() Manrlal, IVI. el al. 1200H, Riboowitch"B cont,..,l fnndamenbl hio
d",míeal palhwuys in lmcillus ,ubtilis anu oU",r bacteria. Cell 1l:¡, 
577-58l3 

II VitlV:;chHck, A.r;. 1'1 "J. 12ll(4) Riboswitch .. c; t-he oldest mechanism for 
t.tw r<!l,'1llulion ,,1' /,,,,n,, cxprussion? 1'rnuls GoJ/U!t. 20, 44--;)() 

12 Tal,,~,)V. RL. d al. (1997) A g"nomic P<"'SI)(!<'tiv" on p,..,tein r.~mjji,,~. 
8f'-iolÚ: 27H. (hn-(i:.i7 

La MI)n'nl) ... H~ge-li;iüb, G. and Col1w:ln-vídf!~, J. 1.2(02) A powerful nonO. 
hom.oll)gy lUt:"'thod f()T the IHfdictifJn 0.1' ()pH.1·on~ in Jn·oki';lrynh~. 

Bi.oín/imnalic .• 18, :l29-386 
14 Baile)'. -r.L. el al. 1.1994' Fitting r! mü'ture modd by "Xl",,'tGtúm 

mil-.limizati,.-oll to discQlJer mQtif..., in bÚ)]Jol)'nu'rs Proceed.ings olthe 2nd 
l,,¡emo/imUlI Conforence "" lS.'.,fB, AAAI Pre~spp. 28-:{6 

15 Bailey, TL, t"t al. (199..<!) Combining t~videnc€~ llliing p·\"ulUi:.~: 

application t.u s.e~llu~nttl hOlnology 8eardw~. Bioin/óI';nulú..'s ] -l, 
,t8~'i4 

16 Kunelmw, !\l. anu (rtrt..,. S. ( 2(~HJ! KEGG: Kyoto l'Ilcyclopooia of g<me" 
and gcnomw. NI/de;" Aí'id., R" •. 28. 27-:l0 

17 Ciria, R. d al. G~!ConT: gené Contéxt analy;:!if), Bwintormntn';i 
(in prcsij) 

IR H~~nkín, 'l"·M. (2000j ~l)-ans('ript.il)n hjnrÜn~1tjl)n control in bact.t~I'i:t. 

('/irr. Opino MICrobio!, ~. 149-1r.:l 

38 

19 Grunbt>rg-Munago. M. (1996) R.q,'liluHon of the p.xpr",,,ion 01' 
aminoocyl·tJ{NA s.ynthüt.~:;H..~ ,md tnmElatíon factor~. Tn Esdwric-hia 
cüliand Salm.oJl.}//(J. Celiillnron.d .Mol.f!cul(1.}· Biolog')' (NHidh"nH, Fe. 
,:d. 1, PP, 14a~-¡'¡¡¡7, ASJliI Pr,,~" 

21) St.,hl. U. fiÍ ,,1. (zj)U:lj RNA-slructural mímiay in Esch",ichia cali. 
ríbosümal J)rotllin I A-d"pcnd(,.,t TI'g\ll~ti"n nfth" SI () Opüron ,1. Ríol. 
Ch-cm. 278, 282:,7-2824.5 

21 Bonn"r. E-R ei al. 1.2000 Molecular rIJco¡,'nition of pyr !URNA by tJw 
&u.'illr.,., f;,·ubt;li,,,· attt"nu.ntion n..:gu.l~t(lJ'y protdn Pyr"R. NÚr:l4dr: lid",') 
Rt's. 29, -1~51-1bt8 

22 \Vihum, AC. <lnd Tan. "'1. (2(H.l4.1 Strc6S n-...;pon!-ll! f,~n{\ reglllatioIl In 
Ch!(JflIJdiu L;,¡ rlt!Jwndent ou Hn·AwCfRCE intenl.<'tioll .... 'i-. ~J Baderiol. 
l81i, 3:'l81~H91 

2:l Wiloon. R.L d al. 1199,,) Dmo binding i; itt'~ oH/w Ly~R-type regulat<>r 
GeliA in th" g<'v ,md g<'vA control regio". 01' E.~"hl'rirhia coli. 
-J. Bae/erio!, 177, 49>1l\-4946 

24 PrlirlJ. M.F. ei a!. 1.1990J Trom<p,>;;ition in Sh.igel1a dy."'71taiae: 
i."llaliOll and analysii' of IS9LI. a new tIu';'"lubt:!r of th(! lS3 Group 01' 
InS<'rtion N<fju«nc<'" . .J, 81l<'1cr;nL 172, ,109()-4{)99 

25 ¡\;;h" , H. and Gowri,hankar, ,1. '.I99:li 1u.>¡¡uJation of Jrdp Op&Oll 

frJ<p!'1i'Hión in El!<'hRril'hia colí: evid,mce against torgor ;>¡; sígnal for 
trnnllCtiptional Clmtrol. ,l. Bacteriol. 17",4528-1,';,31 

1l16~·,952tí,$ !i.oe 1mn! ",,,,,ter .-:.;;:, 2WJ4 Et"s;6Vl0r ltd. Al! ri(:lht& reSi&rvoo. 
doi: ~O.l O¡ G/j. tiQ. ~{)4.00,003 



5.2. Evaluación los casos conocidos 

Uno de los principales avances se logró al encontrar la base de datos Rfam. La 

infonnación ahí contenida pennitió anotar de una manera automática a todos los 

riboswitches ya conocidos que se fueron encontrando con el método. Además de anotar 

correctamente los distintos elementos regulatorios que se conocían de acuerdo al Rfam, 

también se realizó una evaluación fonnal al comparar las matrices generadas por MEME 

contra los modelos del Rfam. Estos modelos son curados manualmente por expertos y 

utilizan una combinación de estructura secundaria y elementos de secuencia primaria 

para detenninar si una secuencia tiene o no un riboswitch. Computacionalmente, es 

mucho más tardado realizar una búsqueda empleando uno de estos modelos de 

covarianza que utilizar MAST. Sin embargo, al incluir la infonnación de la estructura 

conservada, se espera que los modelos de Rfam sean mucho más sensibles y sean capaces 

de detectar elementos regulatorios que las matrices de MEME no podrían encontrar. La 

versión 7.0 del Rfam anota una gran parte de la base de datos EMBL versión 80 [41], 

incluyendo secuencias de genomas de bacterias, hongos, plantas, invertebrados, 

vertebrados y hasta de humano. De esta manera, Rfam contiene la posición de cada uno 

de los riboswitches presentes en todas estas secuencias. Para realizar una comparación 

válida de estos datos contra las matrices obtenidas con MEME fue necesario elaborar una 

base de datos ad hoc para realizar búsquedas con MAST, debido a que éste presenta una 

funcionalidad limitada cuando se usan secuencias muy largas. Para ello, se tomó el 

mismo conjunto de secuencias que empleó Rfam, pero se partieron en fragmentos de 500 

nucleótidos, pennitiendo un sobrelape de 150 nucleótidos. Con el conjunto de 68 x 106 

secuencias resultantes y las matrices generadas por MEME coincidentes con un elemento 

regulatorio de Rfam, se realizó una búsqueda exhaustiva. Los resultados se presentan en 

la Tabla 1. 

Nnm"te~~ ,;·.~ . :¡j. ;éfiRfam o RectIpetados'C %Vp ,a ' e~ttáe :'¡",p-vruue .~ . 

T-box 475 467 98 % 358 10-u l 

TPP 382 319 83 % 16 10-uI 

Ado-CBL 249 225 90 % 34 lO-U I 

SAM 219 219 100 % 11 10-ulS 

Glicina 163 161 99 % 11 10-U'1 
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FMN 136 136 100 % 4 10-u1S 

yybP-ykoY 127 14 11 % O 10-ul 

yybP-ykoY 127 31 24% 6 10-ul 

Purinas 100 81 81 % 2 10-ul 

Lisina 98 55 56% 1 10-ul 

ydaO/yuaA 74 73 99% 1 10-u1S 

glmS 37 30 81 % 7 10-ul 

ykkC-yxkD 21 20 95% O 10-v¡s 

Tabla 1. Comparación de las matrices obtenidas con MEME vs. Rfam. Las columnas contienen: el 

nombre del regulador o la molécula reconocida ", el número de elementos independientes reportados en 

Rfam b, la cantidad de estos recuperados e (mostrado también como % de verdaderos positivos d), los 

elementos encontrados adicionales no reportados en Rfam e y el p-value de corte utilizado en MAST d. 

Se puede observar que para 10 casos, la cobertura alcanzada es mayor al 80% 

(mostrado en negritas), por lo que se espera que la mayoría de los resultados de este 

trabajo sean tan buenos como si se hubiera definido un modelo de secuencia/estructura 

manualmente. Para todos los casos, los elementos adicionales encontrados en general son 

escasos, e insignificantes tomando en cuenta el tamaño de la base de datos. Estos 

pudieran tratarse de falsos positivos, sin embargo, al analizar el caso de la T-box (donde 

fue detectado un mayor número de adicionales), prácticamente todos los elementos 

detectados con MAST están en la región 5' de genes de tRNA sintetasas o relacionados 

de alguna manera con la biosíntesis o transporte de aminoácidos. Además, Rfam advierte 

que para el caso particular de la T -box, su modelo de la estructura secundaria no está 

completa, sugiriendo que la mayoría de los elementos aquí encontrados realmente sean 

verdaderos positivos. Debido a que el número de motivos definidos con MEME varía, el 

p-value óptimo de corte para MAST también variará, como puede verse en la Tabla 1. No 

obstante, se puede ver que usando el valor de corte de 10-07 en general se obtienen buenos 

resultados, por lo que puede ser empleado como un valor de corte universal. 

En dos casos, la cobertura alcanzada no fue tan buena como se hubiera querido. 

Se recuperó el 56% de los riboswitches conocidos de lisina y para el elemento yybP-ykoY 

se encontró este partido en dos grupos (específicos para finnicutes y proteobacterias) 

logrando tan solo recuperar el 35%, aún tomando en cuenta ambos conjuntos de motivos. 

La estructura secundaria propuesta para ambos elementos es particulannente dependiente 
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de largos tallos, los cuales pueden ser representados muy bien usando modelos de 

covarianza, pero de no presentar suficiente conservación a nivel de secuencia, MEME no 

podrá definirlos correctamente. Esta es una limitante del método planteado en esta tesis. 

5.3. Servidor web para encontrar elementos regulatorios 

La exitosa comparación con Rfam, permitió tener mayor confianza sobre la 

especificidad de las matrices generadas con MEME, por lo que se decidió crear un 

servidor web donde los usuarios pudieran aprovechar todas las predicciones aquí 

realizadas. Así surgió RibEx (Explorador de Riboswitches) [1 ] el cual resume la 

información obtenida para cada elemento regulatorio encontrado, incluyendo el COG y 

KEGG más significativo, su distribución filogenética, ligas a GeConT para visualizar el 

contexto genómico y ligas a Rfam para aquellos elementos ya reportados. Pero la 

contribución más importante de RibEx es que permite hacer búsquedas sobre cualquier 

secuencia, representando de una manera gráfica los marcos abiertos de lectura, elementos 

regulatorios y atenuadores predichos ahí encontrados. La imagen resultante es interactiva, 

pudiéndose escoger una probable proteína o un motivo de regulación para ver su 

secuencia y enviarlo a BLAST o elegir un atenuador para ver su estructura secundaria. 

Además, para fines de comparación se incluye la opción de ver una imagen con la 

distribución de motivos y la calificación de todos los genes de los genomas completos no

redundantes en los cuales se encontró anteriormente el elemento regulatorio en cuestión. 

Se publicó un artículo describiendo a RibEx en el número especial de servidores 

web de Nucleic Acids Research el cual se incluye a continuación. 
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ABSTRACT 

We present RibEx (rlboswitch explorer), a web server 
capable of searching any sequen ce far known 
riboswitches as weH as other predicted, but highly 
conserved, bacterial regulatory elements. It allows 
thevisual inspection of theidentified motifs in relation 
to attenuators and open reading trames (ORFs). Any 
of the ORF's or reg ulatory elements' sequence can be 
obtained with a click and submitted to NCBI's BlAST. 
Alternatively, the genome context of all other genes 
regulated by the sarne element can be explored with 
our genome context tool (GeConT). RibEx ís avaílable 
at http://www.ibt.unam.mx/biocomputofribex.html. 

INTRODUCTION 

Ribonul'lei" :u;íd~ han: bl'CDllle lashionablG latdy. Apart fW111 

¡ht'ir fundamental parlÍeipation inlranscription ami Iransla
¡íon, RNAs are l:karly Sl!Hle ofthe most functíonalily dih'r~e 
nw]ecule" in the eell. Re~\;·ntly, non-translated regions PI' "O:\'

era:l mRNAs ha\e heen fOllnJ tu be eupable ofregulating théir 
own expressinn hy binding \pccífiL' Illelllbolitcs with high 
¡¡ninity ín cOlllpkte abscnce ot' proteins [( 1), reviewt'd in 
(2)1. 11ll'sc regul11tory ekmellts, tenn(~d riboswltches. uppear 
lo be híghly cnnscrvcd, lhe extreme ca,e beíllg thal 01' the 
thiamine pyrophnsphatc (TPPl ribo;\witch. which has bt'\:'n 
fOllnd íJl all thrt'e kíngdoms nf life (3). Riboswitches L'omprisc 
two parts, a sCll',ing clemellt or ¡¡ptamer. whit:h forllls a 
cnmpl.ex stmeture l'apable 01' bíndíng the metabolíte , and an 
eft'ci.'wr élcllll'nt. or exprl'ssioll platf()!,[lll'apabk 01' tran,t(II'Ill
ing the signa] into a bíologit:al rt'\ponse. 'fhe aprlUller ís Ihe 
most l'onserved, having beell sdecll'd ltl bmd an ul1changing 
Illolcculc sllch as a vilalllin 01' <In anlÍnn aeid. Upon billding, 11 

shift between Iwo lnutllally exdm;ive RNA senJlldary ,trm:
tu re, in th~ efketol' dellll'llt l'Ci.·UlS, Tilese [Mí!'s 01' ,lruUme, 
01' the e'\prc;;sílln platform can rt'pre'~'nt a rran'>(;riptional 
tel'minator/antí-tenn inator, a Shine-Dalgarno S('qul'~tcrhmti
St'qucstcr nr ,'ven i.!ll activdinactive rihuzyme [2,.1). It í." 

not unconlllllln IDr difkrellt nrganisllls to u~e the sallle scllsing 
dellltnt. yet diffcrl'nt d'fccwr c1emcnb. 

FINDlNG RIBOSWITCHES 

Although the usual Illt'lhod to define a ríboswít...'.h involvcs 
h)('ating a ~'OIlSt'rved sc('olldary srruerure in the RNA 
molecuk, lhe highly restricteJ nature of the sensing e1elllcllt 
argul's that selJuence alollc should bc l'lIough tn locatc 
ribnswitche, corrcctly. \Ve ha"" previDlIsly developed a com
pute!' ulgorithlllc'apable 01' tindíng ba¡;tc'rÍ<tI regulatory 1II0tifs, 
bascd l'xclusilcly on '>Cquence cUllservaliun in the regulatül'Y 
fegion' of urthologolls groups of genes C'í). Thc main restríl:
tíons 01' ollr llldhod are tha! a rcgulatury elCl1k'llt must I:\c 
clll,ely associatcu wíth al leasl one ('OG kluster 01' ortholog
ous groups uf protcl.l1S) (6) iif1d ¡Imust be prl'sctlt in at kas! Ú\'(' 

llotH\'lhllldanl geno mes. 011 l.he other hand. lhe advanlage is 
thal it ís an al.ltllmatic procl';'~. l('quiring no prcviou~ n:'glllat
ory informal ion lo pr<xluce relevant reslIlts. and ¡¡S such, can be 
e'asíly rWI t~\'er)' IÍnh: Ih"t ne\\' gc:1l0Ille'S or allnotat¡ons an: 
:lvailab le. 

\Ve u¡xlatcd our previolls results (5). takiJlg ¡ntt' al:.:<mnt 223 
complete' gCllol11es. Fl'Ilm thc\e, a Tedlk'cd set nI' 145 lIon
rcuundant orgallisrns was ohtaincu lIsing eVtTee O). Wc 
wcre able l.o rel'í)Ver 1() out DI' the 1I currenll)' I\'porl:ed 
ribo,\\ill.'h(:s. Additíonally, OUI' results ínclllded rIlany 1't'gulat
ory dClIll'nts that are also known to dCpt'IHj 011 stmctllR:d RNA 
for recognítioH, slIcn af> the Gram-positi ve T -box ulld the PyrR 
protcin billdjng site. We thus c;llll our sel uf reguJatory 
clements: riboswit~'h-like elements (RLEs), gívcn the tact 
that a 'lmoSl all the iclentified I..'OlbcrveJ signuls were 
RNA-depenJant rcgulatnry el'emem" 

R ihE\( is a ",eh scrve.- thilt an()W~ any uscr lo <,as.i Iyfind ;my 
RLE in the scqucnce of his/her intcrcst. Sincc mosl known 
ribo\'Witche~ are as~ociatl'd wíth attcnuators. we havc incJudcd 
the option uf se¡U\:hing fm lranS<.Típtíonal and translationul 
attcnuaton. whieh can help in sdeeting t.he Ill()~r likdy can
didates, as has bcell shown by Barríá el u/. (41. AdJitionally, 
uur web Sl'rver di~ph\ys represclltative drawlIlgs nI' the oren 

Th<.~ onl1ne vt'l-..¡ion 01" fhis tUlídc tl;:l~ ht:':t'¡i puhllshúd. \!I)(kr aB optn ,1i'r~";S filO(!.t'L U&>rs. ~lrC' cnti[k,J to U\t'. ft'pn.auce. di,S-t'nJinO:t1t:. nr di..;play ¡he oren lli,.'cc<.;s. 
vt'fsíou of lhi~ ~lrlidC' for JlOn-<':ofnrnt~n.'l~lt pHrpose~ províd\:.'{f Ih<ll: the ori ~dn~d ¡)Ll(horship is properly aHd fuliy aurihuh."{I; thl" Journal and O,<fll"i l,lni vt'Nily PreS~ 
are atll'ibuk .. 'li JS the original place' ol'pubikatl\ln with Ihe-l'l)rn?ct dtatiou tl¡:t.lih girven; if aH üJ(icl\:.~ b suhsi:::quenll'j rcpHldUi..:t'd (lf dísscrl1ÍnalC-tl n~ll in lts eutirety hUl 
on!y in J..l<.ut ur as a derív~Hí"e \\,prk [hb lllUSl L'*? deariy índkated. for COH'UllerC"Í: .. d re-u~. pk:o:t..S.e \...'onLa"t journ¡.l.b,pernri~shllls(91oup.Íol..lr¡¡uls. .. lng 
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I\'ading frarn(~s (ORh) <llld th,~ir correspündíng regulatory 
clcnll:'nts. any 01' which can be sclected, in ()J'(kr lo "cquir,~ 
its seqUt~nL'e for suhmissíOJl to NCBI' s BLAST servcr (in. 
Every RLE is Iinkcd to ti I ist of gelles that are predicwJ lO 
be subjccr lo its rcgulatíon. TIK' genorne context of thesc 
g,:nc~. 'analyzcd witi} ollr local O;i:onT \Veb serve!' r9}. m 
addilÍoJl 10 the SC(}l"(:'~ 01' the pre-eomputed RLEs. can be of 
great as¡; jstancc whcn cvaluating rhe likclihood 01" a lIew 
predíctíon. 

A great rcsourcc wnen working with RNA familics ¡S Ihe 
Rfam database (lO). \Ve have uscd théir models to annotate 
our RLEs. As (lf ver~ioll 7.0, Rfam eontaills a rotal of :len 
familit'.';. 125 of Ihem are non-coding. and I II of thesé are 
annotnted as rib{)switche~. We were able lo recuver aulomat
i,'a1ly all bUI oue of Ihese ribo!;wilChcs. missing the ykoK 
e1ement. Our matrice, for Ihe mosl abundant ribo,;witches 
pcrfofln vcry we lll whc'n comparcd with lhe co-\ananl'C fIlod
e1s llsed by Rfam (.~9or+ CO\Tlagc when analy¡.ing haclerial 
sl'quence,;). Lcss C\Jmmnn ribüswitchl'~ (e.g. J;ysine and pur
ine) are mor,~ difticult ID model wilh sequcllce-bas.:d wfighl
l11atril'c~. Ourrneth(xl lhus [cnds lo recnver between 70 and 
80% (JI' these Rj~lIn members. Our dala sd abo COnl.üns six 
more RLEs that coincide \Vitil an Rfam cis-I\:gulating mcmbcr 
ilnd 341 RLEs thal do nol )¡ave a match and Ihlls remaio as 
prcdü;tcd ckmcot'i. I;¡'¡\, have cakulakd a P-value. assuming a 
hYIX'r-gcometrical disuíbution, 1'01' each RLE to be uver
representcd in a given COG 01' KI:GG pathway (11). ThllS, 
we provídc every RLE with a tcntative fllHctional assignalioll. 

As far as \Ve know there are only two SelyerS, be, iJe ours. 
that can he lIscd lO Ilocate riho~wirchcs in a g ivcn scqllcllce: 
rihoswitch linder (12) whi.:h. in íts current implementation, 
only searches for Ihe pllrin,~-sensing riboswítch, and Rf[Un. 
Ihat hus an option lo locatc rib()s"vitche~ in any sequellce, 
but as co-vari;utce searchcs have hígh cOlllputatiunal rcquire
ments, the scqucncc length ís limítcd to 2 kh. RibEx. in addi
tion lo perfoTming scarchcs on larger ~quenL'es. allows tru:. 
USL'f a grcater víew of the reglllawry potenti 1.l1 oí' his sequencc, 
by showing the OR,Fs alld predíned attenuatofS. The .H I 
predided RLEs abo milke RibE" a great cnmplellll'lIt lo 
Ihe cllratt'd famílics containcd in Rfam. 

THE WEB SERVER 

The ~ervcr is divided into modules. whieh are written in, amI 
tie.d tügether with Pcrl. A brief description of each module 
fnllows: 

Rihos ... 'itch-ííkt, t'lemenrs. The program takes the 'iCquence 
provided and splits it inl(l overlapping windows of 500 nI. 
Each nf Ihc~ smallcr sequollces are sean;hed for the seleeted 
RLEs with MAST (13), using matrices oblaíned as derailed in 
our províolls work (5). OUT mcthod defines eachRLE as sev
eral non-ovcrlapping lllotifs. so we restrict the scarch ro 500 nt 

to avoid false posilives whéfe the individual ll10tifs are too far 
apart. When an RLE pas,'iC~ the sclectt>d E'-valllc culotf, Ihe 
positions. síle o!' eadl motif alld tinal ".C()Ii~ of ¡he Ii.'gulalory 
clemenl are recnrdcd. 

Open readillK ji'(uncs. ORFs are pr<~dict.xl. as ¡, cOlllmonly 
dune rol' baderial geuomes. The dcfault options are rOl' a 
rcsulling proteín uf at leas! 8ü amiuo :¡¡:ids begímling with 
a slan codon (ATG. GTG or TTCi) nndl codíng with a ,;top 
codon (TAA. TAG or TGA). By default. fully uverlapped 
ORFs are nul s!:t{)\vn. 

/\.rtclluators. Thcsc an.' llfl'díc1Nl accordiug lo an algorlthm 
dcwlopt'd in nur grollp iUlU dt:SlTibed e1sewhcrc (l-n.Tl1e 
predíctcd sl'Condary slJUcture 01' cadl atlcnllator ¡¡lid íls free 
energy ís recorded.lJpolI clicking OH the image of the at1enu
alOl', an additíünal window \Vi 11 be opened "howing Ihis 
infórmatioll. Tu avoid falS(' posi¡jve~, atwilllators <lrt: ünly 
Mo':u'cheu for in the region preceding caeh prcdicteu ORE 

Wch ol/rput. The weh page is generatcd ' 011 ¡he tly ' by a Perl 
seript that cOlltJOIs aU the other modules. The i mages aJe 
generated using the GD graphics library. and rhe interaetivíty 
hotwecn windows and frames Í,; províded \Vilh Javascript. 

AN EXAMPLE 
Figure I sho\vs a typical RibEx outpuL The input sequence 
was a rcgilln of 4000 nt from ilrollnd tht' rhiC gene of Baciflus 
ccreus A1CC14579. Imme<liately upstream fmm olle ot' lile 
ORFs (drawll as blue arrows) the three ll10tifs lhat cOll1prise 
thc TPP rib{xw¡itch (red boxesl can be secll. as well as 

¡ ~ Vm,*card(¡Rf. ~iJI"ti sf: rn.1d 

V1\l:dir:!Gd ORE r ~>I,m;: 1I;lo ~1rilrrd 

',. 

., ~~1'l!!D 
~ - ~ - . - "" - ~ --- -- - - - ~ -- -- --- - ---- - - -- --- - - - -- --- - - ~~ - . ~~ . ~ ,., - .~----- -- - ~ 

FI¡"'1lrt: l. RíOE" !tx'ure, a ¡hÍíunine ribMw;ldt 
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a rran~;cripl:i()rml attenualDr (black lollipop). A ~erarate wm· 
do\\' acts ,b a tigurc kgend indicating !hc scorc fo!" caeh 
regnlatory cknwH! found (in ¡his case, only the TPP 
rihoswj t<:h). :\ typieal s.:'cnario mi¡::ht in.:ludc c1icking on 
the st'cond ORF, ami s<'!Hling lhe scqU('nce 10 the BLAST 
weh s("rvcr, showing jtlO he idC'lItical lo scverarrhiC proteins. 
Clíckillg on Ihe TPP rihoswitch motif in the ligurc kg,~ nd box 
0rens a windo\\' wirh the genes tllat are prcdidcd to be lTgn
I¡¡led by this riboswitch, wherc lhe ll,;¡"f C,1I1 sechow lhe moril" 
are distrihuted in drfkre!lt g(:nnme~. 'r a!« 'll logethl'L ;md 
sll'engthC'!I(:d hy ¡he presenc(: 01 a tran~cripn()nal atlenualor, 
lhe l1~er wnuld huve no lmubk al nI! ('(lIli:luding tlwt hi s 
seq uellce üll1tuins iI bona Ii<k rihDswill:h . 
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5.4. Descripción de algunos resultados 

Todos los resultados, en forma de tabla, están disponibles desde la pagIna 

principal de RibEx (http://www.ibt.unam.mxlbiocomputo/ribex.htrnl). En esta sección se 

describirán algunos casos interesantes que se recuperaron, algunos previamente 

reportados, otros candidatos a ser nuevos elementos de regulación. Todos los 

identificadores del tipo RLE#### se refieren a los utilizados en el servidor web. 

5.4.1. Recuperación de elementos regulatorios conocidos 

En la Tabla 2 se incluye información sobre los distintos elementos detectados por 

el método, pero que ya se conoCÍan. La mayoría de éstos fueron anotados mediante la 

comparación automatizada con Rfam, el resto fueron encontrados manualmente al 

analizar los resultados. Para la revisión y comparación manual fueron de suma utilidad 

los siguientes recursos disponibles por Internet: RegulonDB [76], BioCyc [44] Y DBTBS 

(Base de datos de regulación transcripcional en Bacillus subtilis, por sus siglas en inglés) 

[51 ]. 

ID a :Nombre o COGe Mot.~ E~truct. e .. Phyla t R.ef. g 

COG0609 ABC-type 

RLEOOOl Ado-CBL 
F e3+-siderophore 

4 ** ACFP [62, 74] 
transport system (27/220) 

I 
1e-40 

COG0422 Thiamine [60, 73, 
RLEOO02 TPP biosynthesis protein ThiC 3 ** ACFPr 

(49/89) 3e-11 2 I 80,94] 

I Sitios HrcA COG0234 Co-chapemnin I 
RLEOOO3 

(CIRCE) 
CroES (HSP10) (64/128) . 1 ** ACFP [68] 
1 - /50 _ e 

COG 1135 ABC-type 
I [30, 72, 

RLEOO05 SAM 
metal ion transport 

5 ** AcFp 
system, ATPase 97] 

I component (17/85) 3e-37 

COG2065 Pyrimidine 
RLEOO08 Sitios PyrR operon attenuation 2 ** AF [ 48] 

protein (23/54) 1 e-61 

COGO 1 08 3,4-dihydroxy-

I 

[26,88, 
I RLEOOll FMN 2-butanone 4-phosphate 4 ** AFP 

synthase (31/123) 6e-71 95] 
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ID a Nombre o COGe Mot. o Estruct. e I PhyIa ¡ Ref. g 

COG0404 Glycine 
RLEOO12 Glicina cleavage system T protein 6 A* AFP [55] 

(22/123) 6e-5O 

COG 1629 Outer 

RLEOO13 
Sitios Fur- membrane receptor 

1 * ACFP [7,86] Fe+ proteins, mostly Fe 
transport (20/518) 6e-24 

COG0592 DNA 

RLEOO15 Sitios DnaA 
polymerase sliding clamp 

3 * AF [66] 
subunit (PCNA homolog) 
(33/139) 4e-92 

COG0449 Glucosamine 
RLEOO19 gImS 6-phosphate synthetase 4 ** F [96] 

(16/129) 6e-5O 

COG0060 Isoleucyl-
RLE0022 T-box tRNA synthetase 4 ** AF [29,31 ] 

(24/135) 7e-38 

COG3773 Cell wall 

RLE0044 ydaO/yuaA 
hydrolyses ililvolved in 

5 ** ACFp [10] spore germination (4/41) 
ge- 11 

COG3665 

RLE0045 ykkC-yxkD 
Uncharacterized 

4 ** cFP [10] conserved protein (7/16) 
4e-23 

COG 1943 Transposase 

RLE0072 IS200 
and inactivated 

4 ** FP [15] 
derivatives (J 03/231) 
ge-318 

RLEOI09 
Líder de COG0083 Homoserine 4 * P [43] 
treonina kinase (10/72) 3e-27 

RLE0112 Lisina 
COGI757 Na+/H+ 

4 ** PF 
[33, 75, 

antiporter (10/88) 4e-28 81] 

RLE0118 Purinas 
COG2252 Permeases 4 ** pF [52,53] (8/113) 6e- 18 

COG1974 SOS-re,\ponse 
RLE0129 Sitios LexA transcriptional repressors 1 * :4r P [17,47] 

(J 1/104) 7e-33 

RLE0139 COG2119 Predicted 
yybP-ykoY membrane protein 4 ** AcFP [10] 

RLE0223 (12/39) 5e-42 

COGO 184 Ribosomal 
RLE0253 SitioS15 protein SI5P/SI3E 1 * P [13] 

(10/128) le-33 

RLE0277 Sitio S4 COGO 1 00 Ribosomal 4 ** P [77] protein Sil (9/133) 8e-22 

Represor 
COG0071 Molecular 

RLE0343 Heat-Shock chaperone (8/146) le-26 3 'k* P [64] 
(ROSE) 

Tabla 2. Elementos regula torios conocidos que se recuperaron. Las columnas contienen: identificador 

tomado de RibEx a, el nombre del regulador o la molécula reconocida (en caso de ser riboswitch) b, COG 
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más significativo", número de motivos encontrados con MEME d, si presenta estructuración de RNA 

predicho por dos métodos (* sólo por un método. * * por ambos métodos, * implica que una prueba fue 

poco convincente) ", principales phyla que lo contienen (A = Actinobacteria, C = Cyanobacteria, F = 

Fimúcutes, P = Proteobacteria, R = Archaea) donde una letra minúscula implica que sólo aislados 

organismos de ese phylum lo contienen f y referencias bibliográfica g. Reguladores que actúan a nivel de 

DNA se encuentran en itálicas. 

5.4.1.1. Reguladores que actúan a nivel de RNA 

En general se puede observar en la Tabla 2 que los riboswitches y otros 

reguladores que actúan a nivel del RNA presentan varios motivos. Esto es reflejo de su 

gran tamaño, y de que existe conservación de secuencia a lo largo del elemento. Puesto 

que el tamaño máximo de motivo permitido en la búsqueda es de 30 nucleótidos se 

espera que un ribo switch, que por lo general cubre más de 100 nucleótidos, sea 

representado por varios motivos. No todos los elementos regulatorios de RNA son tan 

grandes, sobre todo aquellas regiones a las que se les une otro RNA, ya que una corta 

región complementaria es suficiente para garantizar afinidad y especificidad. Además, 

pudieran existir otros elementos que a pesar de tener un gran tamaño (debido por ejemplo 

a que conforman un atenuador), tuvieran tan sólo una corta región conservada encargada 

de unir directamente a su ligando. 

Una amplia distribución filogenética, al contrario de lo que se pensó al empezar el 

trabajo, no es garantía de un elemento tipo riboswitch, ya que se conocen al menos dos 

casos (los sitios de HrcA y de Fur) que se encuentran en prácticamente todas las phyla 

analizadas (ver Tabla 2). Parecería que los elementos más conservados ya han sido todos 

descritos. Durante el trabajo se encontró un elemento con amplia distribución filogenética 

asociada a genes de transporte y degradación de glicina, el cual se propuso como un 

nuevo riboswitch [2] y fue comprobado paralelamente [10]. Sin embargo, ningún otro 

elemento tan promisorio ha sido encontrado, y parecería que los riboswitches aún no 

encontrados estarán asociados a grupos filo genéticamente más cercanos o simplemente 

no presentan una buena asociación con algún COG haciéndolos indetectables por nuestro 

método. Dado que la idea de un riboswitch antiguo, presente en casi todas las bacterias, 

pero que en cada una regule genes completamente diferentes, no parece coherente; es más 
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factible que los riboswitches que se irán descubriendo de ahora en adelante serán de 

clados más específicos, lo cual hablaría posiblemente de un origen evolutivo más 

reciente. En todo caso, la distribución filogenética no puede ser utilizada como único 

criterio para elegir posibles riboswitches. En la Figura 6 se muestra la distribución 

filogenética de los riboswitches más importantes, los sitios HrcA y la T -box, sobre el 

árbol genómico de los 145 organismos no-redundantes generado utilizando CVTree [69]. 

A pesar de que este árbol no es necesariamente indicativo de la evolución de las especies 

(por ejemplo, las mycoplasma, chlamydiae y spirochaetes se separan del resto por ser 

parásitos obligados con genomas sumamente reducidos), se pueden observar ciertos 

patrones indicativos de cómo han sido heredados y perdidos los distintos elementos 

regulatorios. El riboswitch que une TPP parecería haber estado presente en el ancestro 

común del reino Bacteria, aunque se haya perdido independientemente en algunos 

organismos. Los elementos de este tipo presentes en archaea (yen eukaryota, aunque no 

se muestra) se pueden explicar por transferencias horizontales. En contraste, el riboswitch 

de purinas parecería haber tenido un origen mucho más reciente, previo a la separación 

de las firrnicutes. Fuera de ese phylum, sólo existe un riboswitch de esta clase presente en 

el género Vibrio, asociado a una adenosin-deaminasa. Parecería claro que esto fue debido 

a una transferencia horizontal y observando el contexto con GeConT se puede suponer 

que el organismo donador fue uno cercano a Clostridium perfringens. 
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Figura 6. Distribución de algunos elementos regulatorios conservados. Árbol genómico de los 145 
organismos no-redundantes, donde se puede observar la presencia o ausencia de cada regulador. 
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Las medidas de estructura que se emplearon son capaces de detectar la señal de 

los riboswitches, a pesar de que no todos los elementos son detectados por ambos 

métodos. No obstante, el criterio de estructurabilidad no puede ser utilizado aisladamente 

ya que existen casos, sobre todo los sitios palindrómicos como el de HrcA que son 

estructuras perfectas. Secuencias de inserción, como IS200 presentan regiones terminales 

conservadas tipo tallo-asa, pero pueden ser eliminados con relativa facilidad por estar 

siempre asociados a genes de transposasas o presentar excesivo número de copias por 

genoma. En general se ve que la estructurabilidad junto con la existencia de varios 

motivos conservados correlaciona bien con los elementos tipo riboswitch. 

Vale la pena mencionar que en la Tabla 2 se incluyen ejemplos de un atenuador 

que utiliza un péptido líder y el ribo soma para actuar (RLEOI09), sitios de unión de 

proteínas ribosomales al líder de su propio transcrito (RLE0253 y RLE0277) y un termo

sensor (RLE0343). Todos estos elementos actúan a nivel del RNA y se espera que el 

método pueda recobrar más elementos de cada una de estas categorías. 

5.4.1.2. Sitios de interacción DNA-proteína 

Como se ha mencionado antes, el protocolo desarrollado no pretendía encontrar 

sitios de pegado de proteínas al DNA, los cuales por su corto tamaño y poca conservación 

son mucho más dificiles de localizar que elementos tipo riboswitch. Después de una 

cuidadosa revisión de los resultados, fue aparente que algunos motivos sí se trataban de 

regiones de unión de proteína-DNA. Aún así, el sitio individual de pegado no parece 

contener suficiente información para ser detectado, más bien fueron localizados casos 

donde existen dos o más sitios contiguos, generando así una región conservada mucho 

mayor. 

El resultado RLE0003 fue uno de los casos más significativos en todas las 

medidas empleadas, ya que el motivo conservado se encuentra prácticamente en todas las 

bacterias (con la excepción de la mayoría de las gamma-proteobacterias). Se trata de un 

motivo palindrómico que coincide perfectamente con CIRCE, una estructura invertida 

repetida que alguna vez se creyó funcionaba como un termo-sensor, pero ahora se sabe 
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contiene dos sitios invertidos de unión de HrcA, una proteína represora de genes de 

choque ténnico [93]. Esta es una de las proteínas más conservadas en el mundo 

bacteriano y por lo tanto su sitio de unión en el DNA se encuentra bastante conservado. 

El hecho de que siempre sean dos sitios a una misma distancia ocasiona que sea muy fácil 

de encontrar con métodos como el descrito en este trabajo. 

RLEOO 13 es un caso muy similar al de HrcA, por constar de dos sitios de pegado 

de la proteína Fur fonnando una estructura invertida repetida o palíndrome. Fur 

(Regulador de la Asimilación Férrica, por sus siglas en inglés) es un represor de genes de 

asimilación de hierro [7]. Sistemas que alteran la concentración de iones Fe+ deben estar 

altamente regulados, ya que por un lado este metal es vital para los microorganismos, 

pero por otro lado concentraciones elevadas son mortales [21]. Además de apagar genes 

que aumentan la concentración de Fe+, Fur prende indirectamente a proteínas que 

almacenan hierro. Esto lo logra reprimiendo un RNA pequeño llamado RyhB, que 

nonnalmente mantiene apagados a los genes que codifican para estas proteínas [56]. 

Dada la vital importancia de mantener un control preciso sobre la concentración de 

hierro, no resulta sorprendente que dos sitios contiguos de Fur representen una de las 

señales más conservadas y extendidas en el mundo bacteriano. 

Otro sitio de unión de proteína-DNA particulannente conservado es el de LexA, 

represor en la respuesta SOS [17]. En algunas gamma-proteobacterias el gene lexA se 

encuentra autorregulado por dos cajas contiguas para el pegado de LexA. Esta ampliada 

región fue la que se localizó como el motivo de RLEOI29. 

Curiosamente, RLE0015 que parecía interesante por tener 3 motivos conservados, 

estar presente en la mayoría de las finnicutes y estar siempre relacionado con genes de un 

mismo proceso (inicio de la replicación), resultó ser causado por sitios de unión de la 

proteína DnaA [66]. El inicio de replicación está controlado por varios sitios de pegado 

de DnaA que se encuentran río-arriba y río-abajo del gene dnaA, donde el cúmulo de 

sitios ocasionó que fuera reconocido por el método como un motivo conservado. En este 

caso, se detectó un primer motivo compuesto por 2 sitios consecutivos de DnaA, seguido 

por una región conservada rica en AlT, un segundo motivo compuesto por 2 sitios 

separados por tres nucleótidos y un último compuesto por 1 sitio en la cadena contraria. 
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Este tipo de casos son dificiles de distinguir automáticamente, ya que la correlación que 

existe entre los motivos, por incluir un mismo sitio, podría también interpretarse como la 

señal de covarianza presente en una molécula estructurada de RNA. 

5.4.2. Análisis de algunas predicciones 

Finalmente, en esta sección se describen algunos de los resultados encontrados 

que no parecen haber sido descritos anteriormente. En la Tabla 3 se reúne la información 

pertinente para estos elementos putativos de regulación, agregando principalmente 

aquellos que presentan evidencia de estructura secundaria. Por lo que se observó en la 

Tabla 2, se espera que los elementos más promisorios sean aquellos con al menos 3 

motivos y una buena predicción de estructura secundaria. Aquellos elementos que 

además de cumplir con estas dos condiciones presentan un atenuador predicho en más del 

30% de los genes, han sido marcados en negritas. Vale la pena mencionar que usando 

estas 3 condiciones bastante estrictas se recuperan 15 de los 18 elementos regulatorios 

dependientes de RNA incluidos en la Tabla 2. Como se ha mencionado anteriormente, la 

lista completa de las predicciones se encuentra en la página principal de RibEx 

(http://www.ibt.unam.mxlbiocomputo/ribex.html). 

tD a DesCrll~ei6n b COGe Mot. tl I Estruct. c Phyfum I 

RLEOO04 Terminador 
COG0536 Predicted GTPase 

1 ** acFP (5/117) le-08 
I 

COG200 1 Uncharacterized 
1

I 

RLEOO06 División celular protein conserved in bacteria 2 AFP 
(45/65) 7e- 12O 

ORF huérfano COG 1186 Protein chain I 

RLEOOl4 
divergente 

release factor B (40/136) 4e- 2 
I 

ORF acFP 
112 

Regulador COG 1733 Predicted 
RLEOO17 divergente de transcriptional regulators 2 * acFP 

enzimas NADPH (30/197) 6e-92 

ORF huérfano y COG2740 Predicted 
nucleic-acid-binding protein ** RLEOOl8 promotor implicated in transcription 3 ORF 

F 
sigmaA termination (11/47) 2e-28 

División, COG 1192 ATPases involved 
RLE0020 partición de in chromosome partitioning 1 -k* AFP 

cromosomas (18/259) 2e-3O 
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ID a Descripción o COGe Mot. o Estruct. e Phylum t 

RLEOO23 
Palíndrome, COG 1 O 17 Hernoglobin-like 

1 ** AFP 
stress oxidativo flavoprotein (13/39) 3e-35 

RLEOO35 
Au torregulación COG0244 Ribosornal 3 ** cFP 
ribosomal proteio L 10 (26/129) 6e-so 

RLEOO36 
Autorregulación COG0360 Ribosornal protein 3 ** acFP 
ribosomal S6 (29/107) 7e-76 

Autorregulación COG0290 Traoslatioo 
RLEOO40 initiatioo factor 3 (IF-3) 3 ** aF 

ribo so mal (19/116) 4e-49 

RLEOO42 
Dos palíndromes, COG0366 Glycosidases 

2 * aFp 
maltosa (9/211) 7e-19 

Atenuador, COG0504 CTP syothase 
RLEOO48 (UTP-arnrnooia Iyase) 3 * F 

citosina (8/131) le-22 

COG4668 Mannitol/fructose-

RLEOO62 
Sitio FruR specific phosphotransferase 

3 ** tP 
extendido systern, HA dornaio (7/50) 

2e-18 

RLEOO64 
Palíndrome, COG 1960 Acyl-CoA 

1 * P 
coenzima-A dehydrogenases (111502) 6e-2O 

Operó n 
COG2896 Molybdenurn 

RLEOO73 molibdeno, 
cofactor biosynthesis enzyrne 3 * P 

independiente a (10/90) 5e-28 

sitio ModE 
-

RLEOO77 
Atenuador, alfa- COG0541 Signal recognition 2 ** tP 
proteo bacteria particle GTPase (6/1 31) l e- 15 

Posible COG3157 Hernolysin-
RLEOO81 

redundancia 
coregulated protein 5 ** P 
(uncharacterized) (6/55) 6e-22 

RLEOO89 
Divergente, COG0254 Ribosornal 3 ** aP 
ribosomal proteio L31 (6/130) ge-18 

COG3385 FOG: Transposase 
RLEOO97 ISH8 transposasa and inactivated derivatives 4 * pR 

(37/211) 8e-ID 

RLEOllO 
Au torregulación COG0051 Ribosomal 

5 ** FP 
ribosomal protein S10 (22/130) 3e-46 

En medio de 
operón COG0085 DNA-directed 

RLE01l6 ribosomal con RNA polymerase, beta 
4 ** P 

subunit/140 kD subunit 
promotor (13/133) 4e-4O 

interno 
Motivo 2 trpL, COGO 134 Indole-3-glycerol 

RLE0130 motivo 1 posible phosphate synthase (9/1 06) 2 ** tP 
elemento móvil ge-2O 

2 palíndromes, 
COG3265 Gluconate kinase RLE0131 motivo 1 es sitio (7/34) 2e-23 2 * P 

de GntR 

53 



ID a Descripción b COGe Mot. d Estruct. e Phylum t 

RLE0133 Transporte 
COG4708 Predicted 2 * Fp membrane protein (6/17) 1 e-24 

COG0445 NAD/F AD- I 

RLE0134 División celular 
utilizing enzyme apparently 

3 * P 
involved in cell division 
(12/11 J) 5e-33 

Transporte de COG 1621 Beta-fructosidases 
RLE0135 suerosa, (Ievanaselinvertase) (8/45) 3 A* F 

divergente 3e-24 

RLE0136 
Divergente, COG0211 Ribosoma) 4 * P 
ribosomal protein L27 (10/117) 2e-2B 

Atenuador COG0040 ATP 
RLE0137 histidina, con phosphoribosyltransferase 2 * P 

hisL (11194) 1 e-26 

Atenuador de 
RLE0140 I serina, alfa-

COG 1932 Phosphoserine 
2 ** P aminotransferase (7/64) 2e-23 

proteobacteria 
Degradación de 

COG0274 Deoxyribose-nucleótidos, sólo 
RLE0149 phosphate aldolase (6/91) 2 ** Pr 

en pocas garnma- le-2o 

proteobacteria 
Divergente, 

COG0035 Uracil 
RLE0153 

biosíntesis de 
phosphoribosyltransferase 2 ** fP 

nucleótidos, no (10/1 01) 5e-33 

sitio PurR 
COG118S Polyribo-

RLE0154 sraGRNA nucleotide nucleotidyl- 3 ** P 
transferase (9/107) 8e-29 

COG1448 
RLE0163 Aspartato Aspartate/tyrosine/aromatic 2 ** fP 

aminotransferase (5/45) 3e- 18 

Función COG3513 Uncharacterized 
RLE0168 protein conserved in bacteria 4 ~A * Fp 

desconocida (5/11) le- 19 

RLE0172 
Posible COG 1189 Predicted rRNA 5 * aF 
redundancia methylase (5170) 1 e- 13 

COG0724 RNA-binding 
RLE0174 ProteÍDa-RNA proteins (RRM domain) 4 * Cp 

(8/60) 3e-28 

COG0219 Predicted rRNA 
RLE0178 Atenuador methylase (SpoU c1ass) 3 * F 

(6/96) Se-lB 
COG0742 N6-adenine-

RLE0183 Adenina specific methylase (7/111) 3 * aF 
2e-2O 

Di ver gente, 
COG 1539 Dihydroneopterin 

RLE0189 posible aldolase (5/87) 3e-16 2 7( * P 
redundancia 
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IDa Descripción b COG e ·Mot. d Estru,ct. e .. Phylum [ 
Divergente, 

COG3115 Cell division RLE0192 posible I protein (5/20) 1 e-19 3 * P 
redundancia I 

Atenuador, COG0578 Glycerol-3-
RLE0195 phosphate dehydrogenase 3 ** aF 

glicerol (6/83) }e"21 

RLE0201 
ileS de alfa- COG0060 Isoleucyl-tRNA 2 * P 
proteobacterias synthetase (6/135) 2e-19 

I I 

RLE0206 
Autorregulación COG0048 Ribosomal 5 ** F 
ribosomal protein S12 (5/131) le-14 

1 

Operón ATP COG0711 FOF1-type ATP 
RLE0209 

sintasa 
synthase, subunit b (6/99) 3 ** Fp 

I 4e-17 

Divergente, COG 1217 Predicted 
RLE0212 I posible membrane GTPase involved 5 ** aP 

1 redundancia in stress response (5/97) 5e-17 

Divergente, con COG0024 Methionine 
I RLE0224 aminopeptidase (12/162) 3 * P 

Ribosomal 3e-33 

Divergente con COG 1738 Uncharacterized 
RLE0229 proteína que une conserved protein (lO/58) 2 ** 

I 

P 
RNA 2e-37 

I 
Biosíntesis I 

purínas, motivo COG0516IMP I ! 
, 

RLE0236 dehydrogenase/GMP ! 3 * FP 
1 coíncide con el reductase (10/139) }e"28 

promotor 
Palíndrome, 

COG 1292 Choline-glycine regulador 
RLE0247 betaine transporter (6/70) 1 * P 

divergente, sitio le-16 

Betl 

RLE0258 
Autorregulación COG1841 Ribosomal 4 ** P 
ribosomal protein L301L 7E (9/84)le-19 

Divergente, 
glucosalina, COGI820N-

RLE0269 varios sitios CRP 
acetylglucosaunine-6- 2 * P 
phosphate deacetylase (7/76) 

sobrelapados en 2e-2O 

ambas cadenas 
Divergente, 2 COG0241 Histidinol 

RLE0278 sitios MetJ en phosphatase and related 2 * P 
cadena opuesta phosphatases (7/83) 3e-24 

RLE0280 
Posible sitio COGO 1 04 Adenylosuccinate 2 * P 
GadE synthase (8/1 20) 2e-26 

Operón con COG0820 Predicted Fe-S-
RLE0290 posible proteína cluster redox enzyme 3 * P 

de unión a DNA (7/100) 5e-23 
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ID a Descripcíón o COGe Mot. o Estruct. e Phylum t 
Divergente, 

RLE0295 
ambos sitios COG 1194 A/G-specific DNA 2 * P 
sobrelapan con glycosylase (6/94) le-18 

un promotor 

RLE0303 
Riboswitch COG2021 Homoserine 

4 * P 
SAM-II acetyltransferase (5/50) le- ls 

Función 

RLE0309 
desconocida, sólo COG383 ] Uncharacterlzed 

2 ** P 
en alfa- conserved protein (7/15) 5e-3O 

proteobacteria 
Transporte de 

COG0598 Mg2+ and C02+ 
RLE0310 metales, posible transporters (7/135) 4e-21 5 ,*,-* P 

redundancia 

RLE0319 
Sobrelapa con COG 1734 DnaK suppressor 

3 * P 
promotor protein (6/96) 6e- 19 

Divergente, 
COG3317 Uncharacterized RLE0327 posible lipoprotein (6/18) le-21 2 I * P 

redundancia 
COG02056-

RLE0329 Posible sitio FruR phosphofructokinase (5/1 02) 2 I *' P 
7e- 17 

~ 

Sobrelapa con COG0361 Translation 
RLE0333 promotor initiation factor 1 (lF-l) 3 * P 

sigma32 (5/135) 5e-17 

Posible COG1674 DNA segregation 
RLE0336 

redundancia 
A TPase FtsKlSpoIlIE and 4 ** P 
related (5/158) 5e-14 

Divergente, sólo COG 1 052 Lactate 
RLE0350 en alfa- dehydrogenase and related 2 * P 

proteobacteria dehydrogenases (6/147) 4e-2O 

Tabla 3. Ejemplos de otros elementos predichos. Las columnas contienen: identificador tomado de 

RibEx a, una descripción posible dado un análisis del elemento b, COG más significativo e, número de 

motivos encontrados con MEME d, si presenta estructuración de RNA predicho por dos métodos (* sólo 

por un método, * * por ambos métodos, *' implica que una prueba fue poco convincente, ORF en caso de 

que además exista evidencia de marco de lectura abierto) ", principales phyla que lo contienen (A = 

Actinobacteria, C = Cyanobacteria, F = Firmicutes, P = Proteobacteria, R = Archaea) donde una letra 

minúscula implica que sólo aislados organismos de ese phylum lo contienen f_ 

Dentro de la Tabla 3 se pueden observar una gran variedad de funciones, 

incluyendo división celular, reguladores transcripcionales, enzimas asociadas a procesos 

redox, proteínas ribosomales, metabolismo de azúcares, aminoácidos, nucleótidos, etc. A 
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continuación se describen algunos resultados puntualmente, empezando por algunos 

ejemplos que se eliminarían y siguiendo con casos más interesantes: 

• Un tipo de elemento que no se esperaba encontrar eran los tenninadores 

transcripcionales, como RLE0004. Estos terminadores están realmente asociados 

al extremo 3' de los genes y son levantados erróneamente por el método. Pueden 

ser descartados porque generalmente incluyen sólo un motivo y la asociación con 

cualquier eoo es más débil que la mayoria del resto de los elementos, sin 

embargo dentro de los resultados existen varios como RLE0004. 

• Los resultados incluyen muchos elementos móviles, que por su gran repetitividad 

son fáciles de localizar y se incluye RLE0097 ejemplificando esto. En particular 

este transposón es casi exclusivo de Archaeas. En total, se encontraron 21 

elementos conservados asociados a transposasas. 

• En algunos casos (RLE0081, RLEO 172, RLE0212 y RLE0310) parecería que la 

conservación se debe a la falta de divergencia entre las secuencias. Al constar de 

5 motivos, prácticamente toda la región intergénica está conservada. Esto habla 

posiblemente de que la eliminación de redundancia no fue lo suficientemente 

estricta y que debieran eliminarse ya sea más número de genomas, o tener un 

filtro adicional al final. 

• Se encuentran otros casos presentes solamente en organismos muy cercanos, y 

que pudieran también tratarse de redundancia (RLE0189, RLE0192 y RLE0327), 

sin embargo al encontrarse entre genes divergentes, la conservación también 

pudiera deberse a esta estructura de regulación. 

• Existen muchísimos pares de genes divergentes con motivos conservados. 

Algunos de estos motivos coinciden con sitios proteína-DNA ya reportados 

(RLE0247, RLE0269, RLE0278, RLE0280) y muchísimos otros no, sobre todo 

por estar presente solamente en organismos poco caracterizados. Posiblemente 

existan constricciones funcionales en promotores divergentes que ocasionen una 

mayor conservación en estas regiones intergénicas. En el laboratorio se está 
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realizando un análisis más extenso de la conservación de motivos entre genes 

divergentes. 

• Un ejemplo interesante de regulación divergente se presenta en RLE0135, 

específico de Lactobacillales, que incluye los operones divergentes scrBR y 

scrAK, ambos relacionados al metabolismo de sacarosa. Existe ya evidencia de 

que ScrR es el encargado de regular ambos operones [92]. 

• Existen también algunos grupos que coinciden al menos parcialmente con sitios 

de pegado de proteínas al DNA (RLE0062 y RLE0131) cuya conservación es 

inusual por alguna razón, como por incluir más de un sitio de pegado. 

• Un resultado interesante fue encontrar elementos que presentan marcos de lectura 

abiertos (ORF) sin parecido alguno en las bases de datos (RLE0014 y RLE0018). 

La ausencia de codones de paro en estas regiones pudiera ser una casualidad, o se 

podría tratar de pequeños péptidos que no han sido caracterizados hasta ahora. 

• Puesto que se sabe que muchos operones de proteínas ribosomales son auto

regulados por una de sus productos, se esperaba recobrar muchos de estos 

elementos, algunos ejemplos siendo RLE0035, RLE0036 y RLE0040. El 

elemento RLEO 116 es curioso sin embargo, por estar presente en medio del 

operón rplJL-rpoBC que incluye proteínas ribosomales y las subunidades ~ y ~' 

de la RNA polimerasa. Existe un reporte de que esta región interna incluye un 

sitio de procesamiento que pudiera ser lo que se esta recobrando [11]. Esta fue la 

categoría en la que se encontraron más elementos conservados, llegando a un total 

de 26. Se puede observar en la tabla que muchos de los mejores elementos, 

marcados en negritas, están asociados a proteínas ribosomales. 

• Como ejemplos de atenuadores que emplean péptidos líder se encuentra uno de 

triptofano (RLE0130) y uno de histidina (RLE0137). 

• No siempre será posible asignar función tentativamente. RLE0168 es un 

candidato interesante pero que regula genes de función desconocida. 



Algunos de los ejemplos que seria interesante estudiar experimentalmente: 

• Existe al menos un caso que coincide perfectamente con un pequeño RNA sraG, 

el cual ya había sido identificado, pero no caracterizado (RLEO 154). Se encuentra 

divergente de pnp, una de las subunidades del degradosoma de RNA. 

• Cuando se asocia la señal significativamente con un regulador o con una proteína 

que une DNA o RNA, se puede tomar el motivo conservado como candidato del 

sitio de unión de la proteína. RLEOO 17 es un buen ejemplo de esto, el motivo 

conservado esta siempre asociado a un miembro del COG 1733 de reguladores 

transcripcionales. El gene rio-arriba en cada caso es divergente y es un buen 

candidato a ser regulado, codificando en general para permeasas y varias 

reductasas. RLE0229 es otro caso con divergencia entre una proteína no 

caracterizada y otra que en un caso fue catalogado como que putativamente une 

RNA. 

• Otro elemento entre genes divergentes es RLE0042, donde la función en común 

gira alrededor de maltosa, encontrándose reguladores, transportadores y enzimas 

involucradas en su metabolismo. A pesar de estar sumamente distribuido entre los 

Firmicutes, no está presente en B. subtilis, lo cual es probablemente la razón de 

que no ha sido caracterizado previamente. 

• Existen algunos ejemplos que podrian contener mecamsmos de atenuación 

(posiblemente riboswitches), debido al número de motivos y la presencia de 

atenuadores predichos. RLE0048 pareceria depender de alguna manera de 

citosina, RLE0140 de serina y RLE0195 de glicerol. 

• RLE0064 es un palíndrome ampliamente distribuido en alpha y beta

proteobacterias, regulando a varias enzimas asociadas a la ca enzima-A. 

• A pesar de que se conoce un regulador (ModE) específico para el operón de 

biosíntesis del cofactor para molibdeno, RLE0073 parece incluir sitios diferentes, 

conservados en la región líder del transcrito. 
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• RLE0149 podría tratarse de un regulador en la degradación de nucleótidos, pero 

al sólo estar presente en Yersinia, Erwinia y Vibrio, no parece haber sido 

estudiado. El Archaea Haloarcula. marismortui contiene el mismo gene, deoC, 

con el mismo motivo conservado, sugiríendo una posible transferencia horizontal, 

a pesar de que los genes aledaños no sean los mismos. 

• Otro par de operones divergentes, involucrados en la biosÍntesis de nucleótidos, 

parece ser regulado por el elemento RLE0153. A pesar de que para E. coli Kl2 se 

conoce un sitio de PurR para uno de estos operones, los motivos conservados no 

coinciden con ese sitio, sugiriendo la existencia de otro elemento regulatorio. 

• Por último vale la pena mencionar a RLE0303, que se asocia a genes divergentes 

involucrados en el metabolismo de metionina de alpha-proteobacterias, que acaba 

de ser descrito independientemente como un riboswitch específico para SAM, 

haciéndolo el primer caso donde se conocen dos aptámeros naturales diferentes 

que han convergido en una misma función [20]. 

6. CONCLUSIONES 

El método desarrollado parece ser sumamente robusto siendo capaz de encontrar 

todos los riboswitches reportados hasta el momento, aún aquellos que fueron encontrados 

posteriormente al desarrollo de esta tesis. Definitivamente conviene aplicar el método en 

grupos de organismos más relacionados, como firmicutes o proteobacterias (o inclusive 

subdivisiones de éstas), para que mecanismos de regulación específicos se encuentren 

conservados y así pueda detectarse un mayor número de señales. Por ahora, las únicas 

phyla con suficientes miembros son estos dos, sin embargo, al aumentar el número de 

organismos completamente secuenciados será interesante aplicar estas estrategias para 

encontrar novedosos sistemas regulatorios exclusivos de actinobacterias, cyanobacterias, 

archaeas y otros. Inclusive se puede pensar en una estrategia relacionada para estudiar 

elementos regulatorios en eucariontes. 
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----------- - -

Efectivamente, se pudo encontrar muchos candidatos a elementos de regulación, 

entre los cuales seguramente habrá muchos elementos tipo riboswitch. Sin embargo, no 

todos los motivos resultantes se encuentran tan conservados ni tan ampliamente 

distribuidos y es dificil asegurar que se traten de elementos que actúan a nivel del RNA. 

Además, varios de los riboswitches descubiertos recientemente están poco conservados y 

distribuidos, lo cual dificulta aún más la clasificación de los resultados. Falta todavía 

mejorar los criterios automatizados de evaluación para que se pueda confiablemente 

plantear experimentos sobre los mejores candidatos sin necesitar demasiados análisis 

manuales previos. Sin embargo, el conjunto de resultados presentado es de por sí una 

selección bastante enriquecida en elementos regulatorios bona fide y sería muy 

interesante que se analicen a fondo para completar su descripción. 

Por ahora, el presentar los resultados en el Internet, permite a toda la comunidad 

científica tener acceso al fruto de este trabajo. La descripción detallada de todos los 

elementos regulatorios, tanto conocidos como predichos, incluyendo su posible función, 

distribución filogenética y el contexto de los genes que son regulados, es de una gran 

utilidad para cualquiera que desea profundizar en estos sistemas. El ofrecer un servicio 

que realiza búsquedas sobre cualquier secuencia para visualmente localizar elementos 

regulatorios conocidos y predichos, además de atenuadores y marcos de lectura abiertos, 

permite que hasta los usuarios más casuales averigüen nuevos sistemas de regulación en 

las secuencias de su interés. 

El presente ha sido un trabajo que demuestra el gran poder de las herramientas 

computacionales para explotar la información disponible gracias a las técnicas masivas 

de secuenciación. Se vislumbra que en un futuro la cantidad de información siga 

creciendo exponencialmente, sobre todo con los proyectos de secuenciación de 

metagenomas [84, 87], por lo cual enfoques como el de esta tesis serán cada vez más 

importantes. 
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• Implementar una mejor automatización del proceso, para que los resultados 

puedan mantenerse actualizados con la menor intervención humana. 

• Aprovechar todos los resultados, aún los que se descartan por no ser elementos 

regulatorios. Si se encuentran genes no anotados, o mal anotados, proveer esta 

información a las bases públicas. 

o Buscar correlaciones con genes, para encontrar candidatos a unirse en el 

sitio. 

• Realizar búsquedas dirigidas para encontrar nuevos sistemas regulatorios en 

aquellos clados que se sabe que carecen del elemento regulatorio clásico. 

• Optimizar la determinación automatizada de estructuras secundarias conservadas, 

para la selección de mejores candidatos a ser riboswitches. 

• Realizar un análisis más cuidadoso de la distribución de los distintos elementos 

regulatorios encontrados. Tratar de dilucidar el origen, así como el patrón de 

herencia vertical y horizontal de cada uno. 

o Profundizar en la presencia de riboswitches bacterianos en genes de 

eucariontes. ¿Existe evidencia para soportar un origen previo a la 

separación de los reinos, o llegaron por transferencia horizontal? 

• Localizar elementos de regulación en bases de datos menos caracterizadas, como 

los metagenomas, para extender el conocimiento de su distribución y encontrar 

posibles genes análogos (sustituciones no-ortólogas). 

• Implementar modificaciones del método para realizar búsquedas en eucariontes, 

donde se buscaría conservación en intrones y regiones 3' no traducidas. 

• Utilizar otro método de agrupación inicial, como por KEGG o grupos más 

específicas de ortólogos, cuidando de no incluir parálogo alguno. 



Al. GLOSARIO 

Ado-CBL. ............................... Adenosil-cobalamina, forma de la vitamina B12 reconocida 

por un riboswitch. 

Aptárnero ................................ Región de RNA capaz de reconocer específicamente y con 

alta afinidad a un metabolito. 

BioCyc ................................... Conjunto de bases de datos con información acerca de 

regulación y caminos metabólicos. 

BLAST ................................... Basic Local Alignment Search Too!. Herramienta utilizada 

para comparar y alinear secuencias. 

CIRCE .................................... Controlling Inverted Repeat of Chaperone Expression. 

Operador de genes de choque térmico, sitio de unión de dos 

proteínas HrcA. 

COG ....................................... Cluster of Orthologous Groups of proteins. Grupos de 

proteínas organizados por ortología. 

DBTBS ................................... DataBase ofTranscriptional regulation in Bacillus subtilis. 

DNA ....................................... Ácido Deoxirribonucleico, material genético. 

FMN ....................................... Flavin-mononucleótido. 

GenBank ................................ Base de datos de nucleótidos, públicamente disponible por 

el NCBI. 

Gene ....................................... Unidad básica de información genética, que codifica para 

un RNA o una proteína. 

Hipergeométrica ..................... Distribución binomial sin reemplazo. 

iMUR ..................................... Intergenic Minimal Upstream Region. Una MUR recortada 

para incluir solamente nucleótidos intergénicos. 

Mejor Hit Bi-Direccional.. ..... Criterio para definir computacionalmente que dos genes 

son ortólogos. Se cumple cuando el primer gene encuentra 

al segundo con la mejor calificación, al ser comparado 

contra todos los genes del segundo organismo y que el 

segundo encuentre al primero con la mejor calificación, al 
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ser comparado contra todos los genes del pnmer 

organismo. 

MEME .................................... Multiple EM for Motif Elicitation. Herramienta utilizada 

para descubrir patrones o motivos en un conjunto de 

secuenCIas. 

Microarreglo .......................... Experimento para analizar simultáneamente la expresión de 

un gran número de genes de un organismo. 

miRNA ................................... Micro RNA, involucrado en la represión de mensajeros. 

Motivo .................................... Patrón o segmento continuo de letras (nucleótidos o 

aminoácidos). 

MUR ...................................... Minimal Upstream Region. Región de 400 nucleótidos río 

arriba de un gene y 50 río adentro. Contiene la mayoría de 

los elementos regulatorios de ese gene. 

NCBI ...................................... National Center for Biotechnology Information. 

Organización que entre otras cosas provee al público de 

BLAST y GenBank. 

ncRNA ................................... RNA no codificante. Cualquier molécula funcional de RNA 

que no es traducido a una proteína. 

NOG ....................................... Non-suppervised Orthologous Group. Grupos de proteínas 

que no pertenecen a ningún COG, organizadas 

automáticamente por criterios de ortología. 

Ortólogos ................................ Genes homólogos cuya separación fue debido a un evento 

de especiación. 

Operón .................................... Conjunto de genes transcritos en una sola unidad y que 

comparten por lo tanto una región de regulación. 

p-value .................................... Valor que representa la probabilidad de que algo haya 

ocurrido al azar. 

Parálogos ................................ Genes homólogos cuya separación fue por un evento de 

duplicación. 

Phylum ................................... La siguiente división taxonómica después de reino. 
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Procariontes ............................ Organismos sin núcleo, incluye a los reinos eubacteria y 

archaeabacteria. 

PSI-BLAST ............................ Position-Specific Iterated BLAST. Una herramienta basada 

el BLAST que mediante iteraciones logra encontrar 

homólogos remotos. 

Regulón .................................. Conjunto de genes regulados por un mismo elemento. 

RegulonDB ............................ Base de datos que reúne información sobre regulación 

transcripcional de E. coli K12. 

Rfam ....................................... Base de datos de familias de RNA, tanto codificantes como 

no codificantes. 

Riboswitch ............................. Elemento regulatorio presente en el RNA que reconoce 

directamente a un metabolito, sin necesidad de un 

intermediario. 

Ribozima ................................ Molécula de RNA capaz de catalizar una reacción 

bioquímica. 

RNA ....................................... Ácido ribonucleico, anteriormente considerada como una 

molécula intermediaria, ahora se sabe que tiene muchísimas 

más funciones. 

RNAi ...................................... RNA interference, proceso en que un siRNA ocasiona la 

represión de un mensajero. 

SAM ....................................... S-adenosil-metionina. 

Shine-Dalgamo ...................... Sitio de unión del ribosoma. 

siRNA .................................... Small interfering RNA, involucrado en la represión de 

mensajeros. 

snoRNA. ................................. Small nucleolar RNA, relacionado con la modificación de 

nucleótidos en RNA ribosomal y de transferencia. 

Splicing .................................. Proceso post-transcripcional en que se eliminan los intrones 

y se empalman los exones. 

TPP ......................................... Tiamin-pirofosfato, forma activa de la vitamina Bt 

reconocida por un riboswitch. 
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