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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 motifs in the regulatory
regions of genes clustered by their orthologous relationships, as defined in the COG
database. Initially, “seed motifs” were located for each group of orthologous genes,
which were then used to identify other members of the putative regulon by cycling
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 motifs” represent candidate regulatory elements. In order to evaluate the
likelihood that these “refined fnotifs” 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 of how 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 elements, 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




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 biologicamente relevantes, mediante enfoques de
gendmica comparativa. En este caso la motivacion fue identificar elementos conservados
de regulacién sin utilizar conocimiento previo de regulones o caminos metabodlicos,

permitiendo busquedas globales con los menores sesgos posibles.

Se desarroll6 un método para encontrar motivos sobre-representados en las
regiones de regulacion de genes agrupados por sus relaciones de ortologia, 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 regulén ciclando
entre localizar cada motivo en las regiones de regulacion de todas las bacterias y redefinir
el motivo con las nuevas secuencias encontradas. Los “motivos refinados” resultantes son
los candidatos a ser elementos de regulacién. Para evaluar la factibilidad de que estos
candidatos fueran realmente elementos regulatorios de importancia biologica,
primeramente se eliminaron todos aquellos que estuvieran contenidos en algun gene. A
los motivos restantes se les asigné una funcion tentativa, al calcular un valor de
probabilidad de que regularian a los genes de un COG o camino metaboélico del KEGG.
La congruencia del contexto genomico de cada “motivo refinado” se verificé usando
nuestro servidor web GeConT. El conjunto final de motivos se compar6 posteriormente a
la base de datos Rfam, donde se encontrd que el método fue capaz de encontrar todos los

riboswitches reéportados, ademas de varios elementos de regulacion basados en




estructuras en el RNA, como la T-box de organismos Gram positivos. Finalmente, se
desarrollé RibEx, un servidor web que permite buscar riboswitches y elementos
regulatorios predichos en cualquier secuencia. El servidor permite la inspeccion visual de
los motivos encontrados, en relacion a marcos abiertos de lectura y atenuadores

predichos.

Los resultados muestran que para una gran cantidad de elementos regulatorios, su
conservacion permite que sean detectados en un solo grupo de genes ortdlogos, sin
utilizar informacién de regulones o caminos metabdlicos conocidos. El método permite la
deteccion de sitios de regulacion previamente desconocidos y hasta puede agrupar genes
de funcion desconocida en posibles regulones. Los datos generados seran de gran utilidad
para dirigir nuevos experimentos, puesto que definen tanto los genes regulados como la
posicion y secuencia de los elementos regulatorios ademas de posibles funciones, de

acuerdo a las asignaciones del KEGG o COG.




1. INTRODUCCION

Los seres vivos se caracterizan, entre otras cosas, por su capacidad de responder a
estimulos de su exterior. Desde el organismo unicelular més primitivo, hasta el mas
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, requeriran
de cambios en el estado de expresion del genoma: genes que estaban prendidos
necesitaran ser apagados y genes latentes necesitaran ser activados. Uno de los primeros
trabajos en donde se estudio este fenémeno, fue la caracterizacion de como Escherichia
coli mantiene control sobre los genes necesarios para utilizar lactosa [38]. En ausencia de
lactosa, la proteina represora Lacl se encuentra unida al DNA manteniendo reprimido al
operon lacZYA. Cuando la bacteria empieza a internalizar lactosa, ésta se une a Lacl
desactivandolo, causando que se desprenda del DNA y que asi pueda iniciarse la
transcripcion. En este caso la sefial del medio es la concentracion de lactosa y Lacl es el

elemento especifico capaz de percibir la sefial y transformarla en una respuesta.

En general, los reguladores transcripcionales suelen ser proteinas que se unen al
DNA en sitios especificos (regiones operadoras o de regulacion) y que son capaces de
dirigir la expresion de los genes contiguos. Las regiones de regulacion contienen por ende
la informacion de qué genes se deben expresar en qué condiciones. De nada sirve tener
un gene para la asimilacion de lactosa, si no se puede regular apropiadamente: si el gene
esta activo en ausencia del azucar, representa un desperdicio de recursos para la célula y
si estd apagado cuando es requerido, su utilidad es practicamente nula. El descifrar
entonces la informacion contenida en las regiones de regulacién de los organismos,
llevard a entender mucho mejor la manera en que éstos interactan con su medio, sus
capacidades y sus limitaciones. El presente trabajo pretende realizar un analisis
exhaustivo de las unidades de regulacion compartidas entre organismos distantes, es

decir: las mas conservadas, las mas antiguas.




1.1. Busquedas de sitios de regulacion

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 sefial via su region de regulacion
[39]. Adicionalmente, cuando distintas regiones de regulacién comparten un mismo
elemento (el sitio de pegado de un regulador transcripcional), los genes aledafios a estos
sitios pueden responder coordinadamente a un mismo estimulo, a pesar de encontrarse en
regiones distantes del genoma, conformandose asi un regulén. Desde organismos

multicelulares hasta procariontes utilizan esta Gltima estrategia de corregulacién.

La existencia de regulones ha sido aprovechada para encontrar elementos o sitios
de regulacion. Si se conoce gran parte de los genes que forman parte de un regulén, una
estrategia factible es averiguar las secuencias o motivos que estan enriquecidos en las
regiones controladoras del regulon, pero ausentes del resto del genoma [18, 57, 85]. Los
motivos asi obtenidos son muy buenos candidatos a ser los sitios donde se une un
regulador transcripcional. Este tipo de estrategias ha sido sobre todo muy util a partir de
la reciente explosion de resultados de experimentos con microarreglos, de los cuales se
pueden descubrir nuevos regulones, al inferir corregulacion a partir de coexpresion [23,
42]. La limitante de predecir sitios de regulacion se presenta cuando la sefial es muy
débil, ya sea porque el sitio de pegado no esta muy conservado, o porque existen muchos
falsos positivos dentro del conjunto de posibles genes corregulados, diluyéndose asi la
sefial. Para fortalecerla, se pueden agregar regiones de regulacién adicionales
provenientes de genes ortélogos de organismos cercanos. En general, se observa que los
sitios de pegado de proteinas al DNA divergen rapidamente y solamente dentro de un
mismo organismo, 0 en organismos muy cercanos, se conservan lo suficiente como para

ser detectados.




1.2. RNAy regulacion

El momento durante la expresion genética donde la regulacion es més importante
es sin duda el inicio de la transcripcion, viéndose involucrados los promotores y otros
sitios reguladores del DNA. Sin embargo, existen procesos criticos para la regulacion

posterior al inicio de la transcripcion que dependen de RNA.
1.2.1. Atenuacién

Uno de los primeros mecanismos de regulacion en el que se mostréd que el RNA
juega un papel importante es la atenuacion [34]. Descrito inicialmente para el operén
biosintético de triptofano en E. coli [35], hoy se sabe que es una estrategia ampliamente
utilizada por las bacterias para la regulacion de sus genes [58]. La atenuacion
transcripcional se basa en la posibilidad que tiene el lider no traducido de un mRNA para
adoptar diversas estructuras mutuamente excluyentes, una de los cuales es un terminador
intrinseco. El terminador es una estructura tipo tallo y asa el cual ocasiona que la RNA
polimerasa que lo acaba de transcribir haga una pausa, inmediatamente rio-abajo de esta
estructura debera haber una secuencia rica en uracilos, que ocasiona que la polimerasa se
desprenda, dandose por terminada la transcripcion. Para que pueda modularse esta
terminacion, existe una estructura sobrelapada al terminador llamado anti-terminador,
que si se forma impide que se estructure el terminador, permitiendo que continte la
transcripcion. A veces también existe una tercera estructura, un anti-antiterminador, el
cual anadlogamente evita la formacion del anti-terminador, por lo cual el terminador si se
forma y la transcripcidn se ve terminada. Los mecanismos que las bacterias utilizan para
dirigir la estabilizacién de la estructura apropiada en la atenuacién son varios, pero uno
recurrente es que el mismo ribosoma traduzca un pequefio péptido lider, que se localiza
rio arriba del atenuador. El péptido lider es rico en el aminoacido cuya concentracion
regula la expresion de la unidad transcripcional y por lo tanto, en ausencia del
aminoacido (especificamente del tRNA cargado), el ribosoma se detiene. Al ser el anti-
terminador la estructura mas estable, continta la transcripcion de los genes necesarios

para sintetizar el aminodcido en cuestion. Cuando la concentracién del aminoacido




aumenta a cierto nivel, el ribosoma ya no se detiene y al avanzar impide la formacion de
la estructura del anti-terminador, viéndose favorecido el terminador y ocasionando asi la

terminacion de la transcripcion (Figura 1).

Anti-terminacion Terminacion

trpEDCBA bpl trpEDCBA

ribosoma atorado transcripcion \ terminacion
en un codén de Trp continaa : g terminador
. anti-terminador traduccion

fragmento normal

de Trpl.

Figura 1. Esquema de atenuacién mediado por el ribosoma. En ausencia de triptofano, el ribosoma se
detiene en los codones Trp, se forma un anti-terminador y la transcripciéon continia. En presencia de
triptofano, el ribosoma traduce correctamente el péptido TrpL, planchando la estructura del anti-

terminador, ocasionando asi la terminacion del transcrito. Modificado de [34].

1.2.2. RNA no codificante (frans-reguladores)

Recientemente se ha destacado la relevancia de pequefios RNA no codificantes
(ncRNA), que no necesitan ser traducidos para ejercer su funcion [37]. En eucariontes se
ha descrito una familia de pequefios RNA nucleolares (snoRNA) involucrados en la
modificacion de nucledtidos en rRNA y tRNA principalmente [6]. En cambio los micro-
RNA (miRNA) y los pequefios RNA interferentes (siRNA) regulan genes codificantes, al
actuar directamente sobre diversos mRNA [63]. Estas dos ultimas familias de ncRNA son
fragmentos muy pequefios, de alrededor de 21 nucledtidos, que se unen por
complementariedad de bases a su mRNA blanco, dirigiendo asi su degradacién [83]. El
mecanismo por el cual actiian 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 degradacion especifica de cualquier mensajero dentro de una célula,
como el de genes virales u oncogenes [79]. En bacterias se han encontrado también
pequefios ncRNA, algunos de los cuales se unen a sus mRNA blanco para interferir con

la traduccidn o estabilidad, otros interactian directamente con proteinas para modular su




Figura 2. Riboswitch de guanina. a)
Estructura  secundaria, b) estructura
terciaria lateral y c¢) vista superior. Se
puede ver que el RNA envuelve
completamente a la HX, un analogo de
guanina. Modificado de [12]

actividad [50]. En E. coli, el nimero de pequefios
ncRNA conocidos se acerca al 2% del numero de

los genes codificantes [27].

1.2.3. Riboswitches y otros cis-reguladores

Ofra clase novedosa de ncRNA son los
llamados riboswitches (revisado en: [54, 90]). A
los mencionados, los

diferencia de antes

riboswitches no son moléculas libres, sino son
parte integra de un mRNA y presentan su efecto,
de represidén o activacién, exclusivamente sobre
éste. Se caracterizan por unir pequefios
metabolitos, como vitaminas o nucleétidos, con
alta afinidad y especificidad, en total ausencia de
proteinas,

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

mediante una compleja estructura

notoriedad reciente de los riboswitches, se conocen
desde hace alglin tiempo elementos regulatorios
integrados al RNA. Muchas tRNA sintetasas y
otros genes involucrados en el metabolismo de
aminoacidos 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
organismos, varios genes de la biosintesis de
pirimidinas dependen para su regulacion del
acoplamiento entre la proteina PyrR y una
estructura de tipo tallo y asa en el RNA [48]. Y en
Bacillus subtilis la regulacion del metabolismo de

triptofano se da en parte por la proteina TRAP que,



activada por triptofano, se une a la region lider del mRNA [5]. Lo que distingue a los
riboswitches es que reconocen directamente a la sefial o metabolito, sin necesidad de
ningun intermediario, ya sea tRNA o proteina. Sin embargo, dado que todos estos
sistemas funcionan como “interruptores” cuando una molécula (aunque se trate de una
proteina) 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 regulacién de Jacob y Monod [38], parecia muy
claro que las proteinas eran las encargadas de modular la expresion genética. Sin
embargo, existian algunos sistemas regulatorios que no se podian explicar
adecuadamente. Se habia visto que los genes de biosintesis de la vitamina Bi;
(cobalamina) en E. coli y Salmonella typhimurium se reprimian en presencia de este
cofactor, pero el regulador proteico que se suponia debia existir permanecia elusivo [49,
70]. Un caso similar ocurria para la biosintesis de la vitamina B, (tiamina) [59]. En estos
casos se observo que la region lider no-traducida del transcrito era particularmente larga
y contenia regiones criticas para el funcionamiento de la represion. Un andlisis cuidadoso
llevo a la conclusion de que estas regiones podian 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 conocia desde hace algin tiempo la capacidad que tenia
el RNA de adoptar estructuras que podian reconocer con alta afinidad y especificidad a
una variedad de pequefias moléculas [24]. Aunque estos aptdmeros habian sido generados
mediante procesos de seleccion in vitro, parecia plausible que existieran moléculas con
esta capacidad en la naturaleza. El término riboswitch se acufié cuando se probo
experimentalmente que el RNA unia directamente al metabolito, en ausencia de
proteinas, ocasionando la modulacién de la expresion 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-cobalamina (Ado-CBL) [62, 74, 89], S-
adenosil-metionina (SAM) [25, 97] y flavin-mononucleétido (FMN) [88, 95], a los

nucleodtidos adenina [53] y guanina [52], y a los aminoacidos lisina [33, 75, 81] y glicina
[55] (Figura 3).
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Figura 3. Modelos de las estructuras secundarias y de los metabolitos unidos por los distintos

riboswitches conocidos. Modificado de [78].

11




1.4. Origen de los riboswitches

Una de las teorias mas aceptadas del origen de la vida considera que hubo un
periodo donde la molécula mas importante era el RNA. Apoyo para esta idea viene de
que actualmente el RNA est4 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 aminoacidos. Aun los procesos que generalmente se consideran exclusivos de
otras moléculas, son desempeiiados en algunas ocasiones por RNA. Existen virus cuyos
genomas son de RNA en lugar de DNA vy las ribozimas son moléculas de RNA capaces

de catalizar reacciones bioquimicas en ausencia de proteinas [22].

Muchos de los riboswitches actuales pudieran ser remanentes del mundo del
RNA, donde cofactores y otras moléculas podrian haber provocado cierto efecto al ser
reconocidos por una molécula de RNA. Las ribozimas primitivas probablemente
dependian de estos cofactores como reguladores alostéricos, en semejanza a como hoy
ocurre con las enzimas. De esta manera, el aptamero capaz de unir a un metabolito, podia
ser aprovechado de multiples maneras, acoplado a un RNA catalitico o a un RNA génico.
El DNA pasaria a sustituir al RNA como repositorio de la informacion genética y poco a
poco las proteinas irian sustituyendo a las moléculas de RNA, sobre todo las enzimas que
debido a su mayor complejidad pueden presentar ventajas considerables en velocidades
de catdlisis [16]. El RNA empezaria a quedar relegado a ser principalmente un
intermediario en el procesamiento de la informacion genética. Algunos RNA reguladores
se mantendrian, sobre todo aquellos cuya funcion requeria una interaccién con otro
segmento de RNA, como los miRNA y siRNA, puesto que la eficiencia de la interaccién
por apareamiento de bases es mucho mayor que la lograda por una proteina. Los
riboswitches originales, tenderian a verse sustituidos por proteinas mas eficientes. Sin
embargo, en algunos casos, los riboswitches podrian tener ventajas insuperables por las
proteinas, como el hecho de poder reaccionar inmediatamente a una sefial al empezar a
ser transcrito el gene, sin necesidad de que la célula haya invertido previamente en

producir una cantidad de proteina regulatoria. Si una proteina, entonces, no podia
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presentar una ventaja selectiva, el riboswitch probablemente se mantendria. Los
riboswitches que reconocen TPP, Ado-CBL y FMN pudieran caer en esta categoria, por
su amplia distribucidn entre los genomas secuenciados hasta el momento. Cabe notar que
se ha observado la presencia de aptameros funcionales especificos para la TPP acoplados
a genes relacionados con el metabolismo de tiamina en los tres reinos [80]. En
eucariontes, los mecanismos de accion tendrian que ser diferentes, por no tener acoplados
los procesos de transcripcién y traduccion. Ademas, los aptameros se han encontrado en
los intrones y regiones 3’ no traducidas, en lugar de en las regiones 5’ lideres como en las
bacterias. Asi, en eucariontes podrian estar relacionados con el procesamiento o la
estabilidad del mensajero. De hecho se ha visto in vivo que la regulacién y el splicing del
gene thid del hongo filamentoso Apsergillus oryzae depende de un aptdmero 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 mas parsimonioso pensar que se
origind justo previo a la separacion de este grupo y que se transfirié horizontalmente a los
demas organismos aislados que lo contienen. Recientemente se descubrieron cuatro
nuevos riboswitches, cuya distribucién es mucho mas reducida y su funcién ain no muy
clara [10]. Estos también pudieran ser casos de riboswitches surgidos mas recientemente,
pues de lo contrario habria que invocar muchisimos eventos independientes de pérdida, lo

cual no resulta muy convincente.

1.5. Mecanismo de accion de los riboswitches

Los rboswitches 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 aminoacido o un nucledtido. La parte mas
conservada es por consiguiente el aptdmero o elemento sensor, que es la region que
reconoce al metabolito. Adicionalmente, para llevar a cabo su funcion biologica
regulatoria, un riboswitch debe poder prender o apagar la expresion de los genes con los

cuales esta asociado. El segmento del riboswitch que de esto se encarga, el elemento
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efector, se basa generalmente en la formacién en el RNA de estructuras mutuamente
excluyentes. De tal modo, la uniéon del metabolito estabiliza una de las estructuras,
impidiendo la formaciéon de otra. Las estructuras que hasta ahora se han descrito constan
de atenuadores transcripcionales, secuestradores del sitio de entrada del ribosoma
comunmente conocido como Shine-Dalgarno (SD) e inclusive un caso de una ribozima
integrada al mensajero que se activa con la union del ligando [65, 96]. Es comin 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. Deteccion de nuevos riboswitches

Al inicio de este proyecto, en el laboratorio se estaba planteando realizar un
método de busqueda de nuevos riboswitches, el cual llevé a un trabajo de tesis de
licenciatura [67]. La idea fue tomar todos los genes para los que se tuviera informacién
funcional relacionada con el proceso biosintético de algun metabolito y buscar en sus
regiones de regulacion un patrén conservado. Se empezo a hacer una lista de vitaminas,
nucledtidos y cofactores para realizar las busquedas, cuando surgié la idea de
paralelamente intentar desarrollar un método mas completo y robusto, que no dependiera
de funciones conocidas y con el cual se pudiera explorar la mayor parte del universo
bacteriano conocido. Asi, se propuso analizar todos los genes de todos los genomas
completos, agrupados por ortologia, con la hipétesis de que de existir un nuevo
riboswitch, éste probablemente estaria regulando al menos uno de estos grupos de genes

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

Los trabajos que hasta ahora se habian propuesto la identificacion de riboswitches
constaron en analisis dirigidos a un sistema de regulacién en particular. En varios casos,
como se menciona en la seccion “Descubrimiento de los riboswitches”, existia el
conocimiento de un regulon pero no se encontraba el regulador. Muchos grupos

realizaron andlisis de genémica comparativa y en caso de haber evidencia de una
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estructura secundaria conservada, se prosiguié a probar experimentalmente si esta
estructura podia unir al metabolito regulador. Durante el desarrollo de esta tesis, un grupo
realizé un trabajo con un enfoque bastante similar, de buscar riboswitches en un gran
numero 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. HIPOTESIS

e Los riboswitches y otros elementos regulatorios muy conservados y ampliamente
distribuidos tenderan a regular al menos un grupo de genes ortélogos, se conozca

o no la funcién de estos genes.

e Algunos genes ortdlogos, a pesar de encontrarse en genomas filogenéticamente

distantes, presentardn un mismo sistema de regulacion conservado.

3. OBJETIVOS

e FElaborar un método general para la deteccion de elementos regulatorios muy
conservados (especificamente de tipo riboswitch), que no requiera utilizar
informacién de anotacién para tener la cobertura mas amplia posible.

o Redescubrir riboswitches conocidos para probar la efectividad del método.
o Descubrir nuevos candidatos de riboswitch, para dirigir posteriores

andlisis computacionales y experimentales.

e Realizar un analisis sobre la naturaleza de los elementos mas conservados en las

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

los riboswitches.

e Presentar los resultados de tal forma que puedan ser aprovechados por la mayoria

de la comunidad cientifica.

4. DESARROLLO Y METODOS

A grandes rasgos, el procedimiento seguido consistié en obtener grupos de
regiones de regulacion ortélogas y aplicar un algoritmo de descubrimiento de patrones o
motivos. Los motivos encontrados posteriormente son localizados dentro de todas las
regiones de regulacion de los genomas completamente secuenciados, dejando atras la
limitante de los grupos de ortélogos iniciales. Como producto final del analisis, se
obtiene una serie de motivos, que corresponden a los posibles elementos conservados de
regulacion, junto con una lista de los genes que son candidatos a ser regulados por estos

elementos (Figura 4).
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Figura 4. Resumen del método para detectar elementos regulatorios conservados. a) Se toman todas
las regiones intergénicas de las proteinas 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. ¢) Al final, se obtiene una lista de genes regulados por el
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motivo refinado, incluyendo miembros de otros COGs ademas del inicial. Se presume que todos éstos

pertenecen a un mismo regulon.

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
economico: causantes de enfermedades (Helicobacter pylori, Mycoplasma genitalium,
Streptococcus pneumoniae), productores de enzimas (Bacillus halodurans/subtilis),
antibioticos (Streptomyces avermitilis/coelicolor), etanol (Zymomonas mobilis), de
importancia para la industria agricola (Agrobacterium tumefaciens, Mesorhizobium loti,
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 genoémica
comparativa donde se desea dilucidar las bases de las diferencias de patogenicidad de las
distintas cepas, puede ser perjudicial en un analisis 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 patrén més sobre-representado. Se
asume que las secuencias son independientes, es decir, que no hay redundancia en ellas
mas alla 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 empled CVTree (Arbol de Vectores de Composicion, 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 arboles filogenéticos que son equiparables al arbol estandar construido a
partir del RNA ribosomal de la subunidad pequefia. Con los datos arrojados por CVTree,
se eligié 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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agrupacion que se empled, 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 regulacion exclusivamente intergénicas

Para analizar regiones de regulacién bacterianas, se suele tomar un fragmento de
secuencia equivalente a 400 nucleétidos rio arriba de cada gene mas 50 nucleétidos rio
adentro, al cual se le ha denominado MUR (Regién Minima Rio-arriba, por sus siglas en
inglés) [Gabriel Moreno-Hagelsieb, comunicacién personal]. La MUR contiene en
general la mayoria de los elementos regulatorios del gene en cuestién 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 “contaminacion” alguna de secuencias mas conservadas que los motivos que se
desea encontrar. En este caso, se debe eliminar toda region codificante de las MUR, ya
que estas regiones presentan por mucho una mayor conservacion que los elementos de
regulacion. Para ello, se construyé una base de datos de regiones llamadas iMUR (MUR
intergénica) de la siguiente manera. Primeramente se extrajeron todas las posiciones de
genes (tanto de proteinas como de RNA) de los archivos GenBank de los genomas
completamente secuenciados [14], mediante el programa GBKencoder [Ricardo Ciria,
comunicacién personal]. Adicionalmente, se produjo para cada replicén un archivo donde
la secuencia nucleotidica de los genes estuviera marcada (colocada en mayusculas, por
ejemplo), pero las secuencias intergénicas se mantuvieron intactas. Posteriormente, se
procesaron estos archivos y cada region intergénica fue asignada al gene que le
correspondia. En caso de ser muy grandes las regiones intergénicas, se recortaron a 400

nucledtidos en semejanza con las MUR.
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4.3.  Grupos de genes ortélogos

Una hipotesis sobre la cual descansa el presente trabajo, es que algunos genes
ortologos en genomas distantes son regulados por un mismo elemento. Esto en general no
ocurre cuando la regulacion se da por proteinas que se unen al DNA, o si ocurre, €l sitio
de unién de dicha proteina generalmente varia tanto que no es distinguible como un
patrén conservado. Sin embargo, para los riboswitches conocidos, esta hipdtesis parece
cumplirse, por lo cual se espera que en el presente proyecto se recuperen
mayoritariamente sefiales tipo riboswitch, en lugar de elementos de regulacion que

dependan de interacciones DNA-proteina.

Aunque la definicién de ortélogo implica una relacion de descendencia vertical,
donde solamente un evento de especiacion separd a los genes, computacionalmente se
suele definir ortologia mediante un concepto conocido como mejor hit bi-direccional.
Dos genes de organismos diferentes son mejores hits bi-direccionales, y por lo tanto
ortélogos, si a) el primer gene encuentra al segundo con la mejor calificacion al
compararse contra todos los genes del segundo organismo y b) el segundo gene encuentra
al primero con la mejor calificacion al compararse contra todos los genes del primer
organismo. Como grupos iniciales de genes ortélogos se tomo la base de datos COG
(Clusters de Grupos de genes Ortologos, por sus siglas en inglés) [82]. Esta se construye
inicialmente tomando los mejores hits bi-direccionales entre tres genomas de linajes
diferentes. Posteriormente, se van agregando a este tridangulo mas proteinas siempre y
cuando sean mejores hits bi-direccionales de al menos dos proteinas que ya se encuentren
en el grupo. La versién mas reciente agrupa las proteinas de 66 genomas en 4,873 grupos
de ortologos o COGs. La asignacion de COG se realiza por dominio proteico, por lo que
una proteina puede tener mas de un COG si presenta mas 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 proteinas del resto de los
genomas. Primeramente se tomé las asignaciones extendidas a 179 organismos
disponibles en los datos del servidor STRING version 6 [91]. Para este servicio, asignan
COGs a las proteinas de genomas nuevos con un proceso muy similar al que se empleo6

para la construccion de la base de datos original. Ademas, 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 Ortologos No-supervisados, por sus siglas en
inglés). Posteriormente, se empled una rutina para procesar €l resto de los genomas, en la
cual un COG es asignado a una proteina siempre y cuando al menos 3 de sus ortélogos
tuvieran asignados dicho COG y que el numero de sus ortdlogos pertenecientes a este
COG representara al menos el 30% del total de las proteinas con el COG. Esto ultimo con
el fin de evitar expandir los COGs con muchas proteinas paralogas. Al final de todo el
proceso se logré contar con 477,320 proteinas con al menos un COG o NOG asignado, de

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

4.4. Regiones de regulacion ortélogas

Al tener definidos un conjunto de regiones de regulacion intergénicas (iMUR) y
asignaciones de ortologia de acuerdo a los COGs, se realiz6é una combinacién de ambas
para producir grupos de regiones de regulacion ortdlogas. Para hacer esto de la mejor
manera posible, se tomé en cuenta la agrupaciéon en operones que presentan los genes
bacterianos, donde la regién de regulacion de cada gene de un operon es realmente la
misma: la correspondiente al primer gen del operén. Debido a que no se cuenta con una
informacién detallada de la estructura de los operones de todos los genomas, se eligio
trabajar con predicciones computacionales basados principalmente en distancias
intergénicas [61]. Asi, para cada COG o NOG, se tomaron todas las proteinas asi
asignadas dentro del conjunto de genomas no-redundantes y para cada una de estas
proteinas se localiz6 el operdn al cual pertenecia y se tomo6 el iMUR correspondiente al
primer gene de este operon. Cada conjunto de iMURS asi obtenidos representa un grupo

de regiones de regulacion ortélogas.

4.4.1. Depuracion de los grupos de regiones de regulacion ortélogas

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

genomas, aun puede existir debido principalmente a fenomenos 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 regulacion ortdlogas y eliminarlas de ser encontradas.
Para esto se emple6 una rutina que utiliza BLAST [3] para comparar cada par de
secuencias dentro de un conjunto. Si la regién alineada correspondia al menos al 90% de
la secuencia mas chica con un valor de expectancia significativo (10™'%) las secuencias
fueron consideradas redundantes. Después de todas las comparaciones, se realizé un
proceso de agrupacion o clustering y para cada grupo redundante se eligié una sola

secuencia, la mas larga en caso de existir diferencia de tamafio.

Debido a la eliminacién de secuencias redundantes a varios niveles, primero por
genoma y posteriormente por comparacion de secuencias, muchos grupos ortélogos ya no
contenian suficientes secuencias como para realizar correctamente un proceso de
descubrimiento de patrones. Se eligio arbitrariamente un corte de minimo 5 secuencias
no-redundantes para que el grupo fuera considerado en el estudio. Asi, se comenzé el
analisis con 4,781 grupos de regiones de regulacion ortélogas 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
regulacion ortdlogas se utilizoé un programa del dominio publico: MEME (EM Muiltiple
para Elicitaciéon de Motivos, por sus siglas en inglés) [8]. Este programa regresa de un
conjunto de secuencias, uno 0 mas 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 tamafio
del motivo, mientras que el modelo de fondo es mas sencillo, recibiendo solamente las
frecuencias de cada caracter (nucledtidos en este caso). Se prueba con un ciclo del
algoritmo EM [46] todos los puntos de partida para elegir el mas prometedor y para
afinar la mezcla de modelos se prosigue a realizar ciclos de EM hasta convergir. MEME
ademas compara los motivos que encuentra de distintos tamafios, para elegir el que mas

probablemente sea de relevancia bioldgica, con la ventaja de que el usuario no tiene que
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conocer exactamente el tamafio. En general, se elige un E-value de corte, el rango de
tamafo del motivo y el nimero maximo 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 distribucion 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 solo
algunas, o (c) en mas de una copia por secuencia. De acuerdo a lo que se esperaba de los
elementos de regulacion, se empled el parametro (b) que optimiza a MEME para
encontrar motivos presentes en solo algunas de las secuencias de entrada. Ademads, se le
pidié que buscara hasta 8 motivos, de cualquier tamafio entre 8 y 30 nucleotidos y con un
valor de corte de 10°. Estos parametros fueron elegidos después de hacer multiples
pruebas. En general el valor de corte empleado permite encontrar elementos de
regulacion presentes en solamente unas pocas de las secuencias de un grupo ortdlogo. El
cortar los motivos en un maximo de 30 nucleétidos es para evitar que motivos diferentes

(pero contiguos) queden mezclados en uno sélo.

Existen grupos de ortdlogos que pueden presentar méas de un motivo de
regulacion, en algunos casos relacionados (motivos que son parte de un mismo elemento
de regulacién) y en otros independientes (un subconjunto de secuencias contiene un
motivo y otro subconjunto un motivo totalmente diferente), por lo cual resultd
conveniente permitir a MEME buscar hasta 8 motivos, los cuales fueron separados antes
de continuar con el andlisis. De no aplicarse este paso, uno de los motivos podia “opacar”
a los demds, los cuales se perderian durante el resto del proceso. Ademas, motivos que
constaran de mas de 95% de G/C o A/T 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 regulacion, por lo que no son del
todo independientes. Cabe mencionar que el procedimiento es sumamente robusto, por lo
que si se varian un poco los parametros de tamaflo de motivo o valor de corte, los

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

Para cada motivo encontrado por MEME se realizé una busqueda usando MAST
(Herramienta para Buscar y Alinear Motivos, por sus siglas en inglés) [9]). Esta
herramienta es la contraparte d¢ MEME; toma precisamente un motivo encontrado por
éste (en forma de una matriz de peso posicion-dependiente), una base de datos de
secuencias y regresa las secuencias que contienen el motivo, la posiciéon del motivo y una
calificacion de probabilidad. La busqueda con MAST fue efectuada contra la base de
datos completa de iMURs, es decir todas las regiones de regulacién intergénicas de todos
los genomas completos. De esta manera, para cada motivo, originalmente encontrado en
un subconjunto de las regiones de regulacién de un grupo de genes ortélogos, MAST

localizé todos los genes que podrian estar regulados por el mismo elemento.

4.7.  Agrupamiento inicial de motivos redundantes

Al tener la lista de genes que contienen cada motivo, se realizé otro proceso de
agrupacion. En este caso, se tomo cada uno de los grupos de genes y se compararon sus
elementos. Si el 70% del grupo mas pequefio estaba contenido en el grande y el 60% del
grande estaba contenido en el pequefio, se consideré 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 sigui6 el trabajo. Cada uno de estos grupos representa ya no un conjunto de
genes ortdlogos, si no un conjunto de genes aparentemente regulados por un mismo

elemento.

4.8. Refinamiento de los posibles elementos de regulacion
Una vez contando con una serie de grupos para los cuales suponemos existe un

mecanismo de regulaciéon en comin (por tener al menos un motivo conservado en sus

regiones rio-arriba), es posible aplicar un proceso de refinamiento para definir estos
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elementos de regulacién de la mejor manera. El método que se siguid se parece bastante
al empleado por PSI-BLAST [4], en donde se construye una matriz inicial con las
secuencias mas parecidas y con esta matriz se realizan ciclos de busqueda seguido por
una regeneracion de la matriz tomando en cuenta los nuevos elementos identificados. De
esta manera, utilizando PSI-BLAST se pueden recuperar homologos més distantes que
los que se pueden encontrar con BLAST. En este trabajo, los ciclos se realizaron
construyendo matrices con MEME (en este caso pidiendo s6lo un motivo y utilizando el
modelo inicial de que el motivo estuviera presente una vez en todas las secuencias),
seguido por una busqueda 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 nimero de elementos encontrado convergiera. Al final de
los ciclos, se realiz6 nuevamente un proceso de agrupamiento de los redundantes,

obteniendo asi 663 grupos de genes con motivos refinados.

4.9. Definicion final de los motivos de regulacion

Después de los ciclos de refinamiento, se realizé un tltimo ciclo de MEME-
MAST, para definir al elemento completo de regulacion. Para esto, se permiti6 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 asi definidos, se
hizo una ultima busqueda con MAST, pero esta vez utilizando tanto el conjunto de
iMURs como una base de datos de regiones codificantes. Esta comparacion permitio
eliminar aquellos motivos que no fueran realmente intergénicos. A pesar de las
precauciones que se tomaron para evitar incluir elementos génicos en el analisis, se
encuentran adin por varias razones. Existen genes muy pequefios (y algunos muy
conservados, como la proteina ribosomal L36 de ~35 aminodcidos), que durante el
proceso automatizado de anotaciéon 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

24




pseudo-genes que, a pesar de ya no ser funcionales, mantengan suficiente conservacion
de secuencia como para ser detectados. Todos estos casos pueden ser descartados si se
encuentran motivos que estdn presentes en la base de datos de regiones codificantes. Con

esto se eliminan 51 casos, reduciendo el nimero de grupos de motivos de regulacién a
612.

4.10. Procesamiento y anotacion de los motivos de regulacion

Una de las primeras cosas que es interesante saber de los motivos de regulacion
predichos, es su distribucion filogenética. Se contd para cada conjunto de motivos a
cuantos operones diferentes estaba regulando, el nimero de genomas (no-redundantes),
ordenes y finalmente phyla. Ordenando por estos valores, es posible saber cuales de los

elementos de regulacion encontrados son los mas ampliamente distribuidos.

Para empezar a caracterizar funcionalmente a los elementos, se considerd las
funciones de los genes que regularian de acuerdo a los COGs, asi como a los caminos
metabdlicos, de acuerdo al KEGG (Enciclopedia de Genes y Genomas de Kyoto, por sus
siglas en inglés) [40]. Esta relacién se hizo mediante el cdlculo de un valor de
probabilidad o p-value, asumiendo una distribucion hipergeométrica. Esta distribucion 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 evaluacidn, se cuenta con un
numero total de F genes (los de todas las bacterias), de los cuales M estan asignados a un
COG o KEGG determinado. Un motivo regula a n genes, de los cuales p pertenecen al
COG o KEGG en cuestion 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 combinaciones para obtener
los p genes reguladosde los  x  los n-p genes regulados de
M pertenecientes al COG los F-M fuera del COG

combinaciones con las que se pueden obtener

grupos de n genes de un total de F

Matematicamente se representa con la siguiente férmula:
PAR—P
F
n

Con estos p-values por un lado se define la posible funcion del elemento de regulacion

p —value =

(dada la funcidn del COG 0 KEGG con mejor p-value) y por otro lado se pueden ordenar

todos estos elementos para considerar primero a los mas 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 regulacion basados en RNA. Se tomaron los modelos para
cada elemento de Rfam para comparar con las predicciones de este trabajo y asi anotar
los elementos conocidos. Con los resultados iniciales, se encontraron todos excepto uno
de los riboswitches conocidos, el elemento ykoK, cuya distribucién es tan restringida que

no fue significativa su presencia dentro de un COG.

Al asignar funcién de estas maneras, resultd evidente que alin existia cierta
redundancia entre los resultados. Esto se daba por tener matrices diferentes, que eran mas
especificas a cierto grupo taxondmico, como Gram positivas o negativas y que a pesar de
definir realmente a un mismo elemento de regulacién, encontraban suficientes genes
diferentes como para mantenerse como grupos independientes. Asi, de todos los grupos
de genes enriquecidos con un mismo COG, se tom6 solamente el que mas

significativamente estuviera asociado con éste (el de menor p-value). Se terminé entonces
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con una prediccion de 358 elementos de regulacion 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 nimero de elementos encontrados

en cada paso del método).

4.11. Prediccion de estructura secundaria

conservada

Se emplearon dos estrategias con el
proposito de evaluar si cada elemento predicho
presentaba evidencia de conservacion a nivel de
estructura secundaria. En la primera se tomaron
lo tres motivos mas significativos de cada grupo
y se generd0 para ellos un alineamiento
incluyendo hasta las 20 mejores secuencias del
conjunto no-redundante. Sobre estas se corri6 el
programa RNAalifold que predice una estructura
secundaria consenso para una serie de secuencias
alineadas [36]. La segunda estrategia consistio
en tomar todas las secuencias que presentaban
los motivos de un grupo (incluyendo secuencias
de genomas redundantes) y se corriéo un BLAST
entre todas estas, generando una serie de
regiones alineadas. Se prosiguié a eliminar las
regiones idénticas y se empled 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].

L 2 @ .lo @
. o 09, 89 ¢
2% o 0 009, o
477,320 proteinas

3.778 motivos iniciales

s
A é ¢ v L] b

1,042 motivos iniciales
no redundantes

—

663 motivos refinados

B
y 4

612 motivos intergénicos

———

358 grupos de motivos
independientes

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

La informacion que mayormente determina los motivos que se encuentran son las
secuencias iniciales de un grupo de ortdlogos. La razén por la que un riboswitch no pudo
ser encontrado es que no esta presente en suficientes secuencias de un mismo grupo. Esto
ocurrird con cualquier motivo que no se encuentre tan ampliamente distribuido. Sin
embargo, existen variantes muy sencillas con las cuales se pueden recuperar mas
elementos de regulacion. Dado que existiran aquellos que estén principalmente presentes
en firmicutes o en proteobacterias, si se parte inicialmente de los genomas que pertenecen
a s6lo uno de estos grupos, la representatividad de los motivos serd mucho mayor y se
facilitara su deteccion. El elemento ykoK que no habia sido recuperado inicialmente es

encontrado dentro de las firmicutes de esta manera.

4.13. Servidores web

Para el andlisis y la presentacion de los resultados, se elaboraron algunos
servidores web donde el usuario puede consultar los resultados del proyecto de una
manera muy detallada asi como buscar los motivos predichos en cualquier secuencia. Los
servidores se programaron en Perl, utilizando el mddulo de CGI para generar cédigo de
HTML al momento de ejecucidn. Se empled la libreria de graficos GD para cuando se
necesitaba producir imagenes y Javascript para las tareas mds avanzadas, como
intercomunicacion de ventanas y algunos efectos graficos. Para incluir predicciones de
atenuadores transcripcionales y traduccionales, se emple6 un algoritmo ya publicado

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

Como producto final del trabajo de esta tesis se produjeron tres articulos que
fueron aceptados en revistas internacionales de alto impacto. En los articulos se describe
el método, algunos de los resultados obtenidos y los servidores web que se crearon para
que la comunidad pudiera disponer facilmente de la informacion generada. A

continuacion se presenta un recuento de como fueron producidos estos articulos.

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 mas motivos
conservados. No se contd con la informacion de la base de datos Rfam desde el principio,
por lo que inicialmente el proceso de evaluaciéon fue un poco diferente. En primera
instancia, se buscaron manualmente los riboswitches hasta entonces reportados, para ver
si se habian encontrado. Esto resulté tedioso, ya que requeria localizar el COG al que
pertenecia cada gene reportado como regulado por un riboswitch, seguido de la
enumeracion de los grupos con buenos p-values para ese COG y posteriormente la
comparaciéon 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 habian sido encontrados por el método y los motivos coincidian
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 anélisis tanto de los riboswitches conocidos, como del resto de las
predicciones, resultdé sumamente Gtil analizar el contexto genomico 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 rio abajo como rio arriba del gene en cuestion. Se desarrollé una herramienta web
para este fin (GeConT [19]) y con el despliegue grafico del contexto fue mucho més fécil

descubrir las funciones en comuin de un grupo de genes.
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Durante esta primera etapa del trabajo, se intenté anotar automaticamente los
resultados de varias maneras. Se compararon tanto las secuencias intergénicas de los
genes de cada grupo, como los motivos mismos, contra todas las proteinas y los RNA no
traducidos de los genomas disponibles y después contra una base de datos generada con
todos los sitios de regulacion presentes en RegulonDB [76]. De este modo, grupos
corregulados que presentaran, en sus secuencias anotadas como intergénicas,
coincidencias con proteinas 0 RNA conocidos, fueron catalogados como posibles falsos
positivos. Todos estos resultados fueron vaciados a una enorme tabla disponible por
Internet (http://www.ibt.unam.mx/biocomputo/conserved_motifs.html) que incluia para
cada grupo:

e Un identificador, de la forma GROUP###H.

e Numero de operones, especies y phyla que contienen los motivos.
e Los cinco KEGG y cinco COG con p-values més significativos.

e Lalista desglosada de las phyla que presentan los motivos.

e Resultados de las comparaciones contra proteinas y RNAs.

e Resultados de las comparaciones contra sitios de RegulonDB.

e El consenso de cada motivo y el orden tipico de estos.

En la tabla, cada renglén que corresponde a un grupo particular de motivos, se
colored con un cdédigo para indicar si se habia catalogado como un riboswitch conocido
(manualmente), como una probable proteina, como un RNA o por exclusion se trataba de
un elemento regulatorio putativo. Ademas de la informacion 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 calificacion y las matrices de los motivos mismos. También se
incluy6 una liga directa para mandar a GeConT la lista de los genes corregulados. Todos
estos datos pretendian 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 articulos. El
primero presenta GeConT, el servidor web que se desarroll¢ inicialmente para analizar la

congruencia por contexto gendmico de los grupos de genes corregulados que el método
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arrojo, pero que es de una gran utilidad para analizar la conservacion de la sintenia de
genes ortdlogos y en general para visualizar el contexto gendmico de cualquier grupo de
genes. El segundo discute el método desarrollado asi como algunos de los resultados mas
importantes [2], inclusive propuso un nuevo candidato de riboswitch, relacionado al
metabolismo de glicina, cuya existencia fue paralelamente comprobada

experimentalmente [ 10]. A continuacién se anexan los dos manuscritos.
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ABSTRACT

Summary: The fact that adjacent genes in bacleria are often
functionally related is widely known. GeConT (Gene Context
Tool} is a web interface designed to visualize genome context
of a gene or a group of genes and theijr orthologs in alf the
completely sequenced genomes. The graphical information of
GeConT can be used to analyze genome annotation, func-
tional ortholog identification or to verify the genomic context
congruence of any set of genes that share a common property.
Availability: hitp:/~Avww.ibt.unam .mx/biocomputo/gecont.html
Contact: emorett@ibt.unam.mx

Graphical representations have bean widely used to comple-
ment theoretical and experumental analyses of many biological
processes, such as networks of gene regulation and protein—
protein interactions. metabolic pailiways or whole genome
comparisons. toulention a few. Here we present a web applica-
tion, named GeConT. for visualizing the genome context of
aenes. Some of its applications are described.

Genome annotgtion and idemificarion  of funciiona!
orthologs.  Significant progress has been made in the assign-
ment of protein function based on sequence similarity using
programs such as BLAST (Altschul er of.. 1997), or FASTA
(Pearson, 1990). Nevertheless, in many cases the identifica-
tion of functional orthologs is not straightforward owing to
protein sequence divergence. Also. the presence of para-
logs with hngh similarity scores can hinder the identification
of stiict orthologs. To overcome these problems. different
algorithms have been developed bLased on the analysis of
zene ueighborhood (Overbeek ef al.. 1999: Wolf er al., 2001
Kolesov er ai.. 2002). These algorithms are based on the fact
that adjacent genes in bacteria, organizad in operons. are often
functionally related. Furthermore, in some cases. conserved
occuirence of neighboring genes. phylogenetic profiling wnd
gene fusions can be abserved and identified. as in the case
of the web servers STRING (von Mering ¢f af.. 2003) and
Predictome (Mellor af ar/.. 2002). GeConT is a web applica-
tion thit can be used to explore the general neighborhood of
any gene ol set of genes given by the user, and their orthologs,

*To whom cormrespondence should be addressed.

as defined m ibe COG database (Tatusov e al., 2003). For
zenes of the newly sequenced genomes that are not yet in the
COG database. GeConT assigns their most likely orthologous
group based on the COG number of their closest hamologs. In
contrast to the other available applications. GeConT displayvs
the genomic contex! of the query genes regardless of its con-
servation. This 1s critical in cases where a gene is associated
witlt different genes of a common process. An example of
GeConT in the correct re-annotation of some genes involved
in thiamine biosynthesis is given in the figure. We have pre-
viously shown that some 7 genes, as thiF, tiiE and thiO.
have been mis-anuotated on several occasions since they have
paralogs witl lugh sequence similarity (Morett er al.. 2003a).
As shown i the Figure 1. this problem can be overcome by
gene context analysis.

Genome context of any sequence. GeConT can also per-
form BLAST searches with an input protem sequence against
all publicly available completely sequenced genomes. With
this option the search 1s not biased by any previous annota-
ton. Consequently. homologs with no finctonal annotation
can be analyzed based on their context.

Verifving ihe genome context congrnence of a ser of genes.
As aresult of a sequence analysis. a set of genes that possess a
comunon feature might be 1dentified. such as being regulated
by a certain protein or RNA structure (Abreu-Goodger, C.,
Ontiveros-Palacios. N.. Ciria, R. and Merino, E. manuscript i
preparation). In these cases, the neighborliood for these genes
can help to discern uue from false positives. This approach
has been successfully used in the identification ot new genes
regulated by a TH7 box (Morett er a/.. 2003b).

THE PROGRAM
GeConT was written in Perl, generating HTML code ‘on the
fiy” and it is available at hitp://www ibt.unam.mx/biocomputo’
gecont.html

The classification schewne that we followed to search and
color the genes is based on the clusters of orthologous groups
{COGs) of proteins {Tatusov ef @/.. 2003). GeConT can high-
light genes based either on theiy COG nuimber or on a broader
functional classification. Searches can be performed using any
of the following crateria.

Bioinoimatics 20{14) & Oxtard University Press 26€4: ali rights reserved
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Fig. 1. Usc of GeConT in genome analysis and correct gene anuotation, The figure was generated using COGO352 (rhiE) as mput (only a
tragment of the cutput is shown). Genes and intergenic distances are deawn to proportion. It is clear that the genes annorated as mioe3, a paralog
of 1 F wiith high sequence similarity. ferl, a paralog of UnE. and goxB. a paralog of #inO. have been mis-annotated in several genomes. Gene

context analysis 15 a very useful tool for comect gene annotation.

Searches based on COG. There are two different ways
to select a COG: (i) by COG nunber or {ii) by a keyword
that matches the COG functional annotation. With either of
these options. the genomic context for all the members of the
selecred COGs 1s displayed.

Searches In: GeneBuank identification (G 1) numbers or gene
irames.  When one or more GI munbers or conumon names
are given, GeConT displays the gene context for every enuy
regardless of its COG assigiment.

Searches with a protein sequence. 1u tlus case, a protein
sequence 18 used to perform a BLAST search against the data-
base of fully sequenced genomes. The user can then seleet the
matches to be displayed.

Otlier options include determining the nuniber of genes fo
be displayed on either side of the inpur, a full description
of each gene with a ‘mouse-over’ function and clicking on
any gene to display, in a new page. the neighborhood of its
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
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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, enabling 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 genomic approaches are central to analyzing
the increasing number of whole-genome sequences.
Although using this kind of analysis to find regulatory
elements is not new, the focns has usually been on one
genome or group of clogely related genomes [1-3] because
sequence consevvation of functinnal intergenic regions
{promoters, protein binding sites) 1z usually low, and
quickly diverges.

fi came as a surprige to many scientists when specific
RNA riboswitches’ were shown to be capable of regulating
gene expression by divectly sensing a metabolite without
the intervention of a protein {4]. RNA riboswitches have
since been shown to be invelved in various metabolic
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processes inclading thiamine, riboflavin, cobalamine,
adenine, guanine and lysine biosynthesis [5-11]. We
assumed that this tvpe of regulatory sequence would be
easily identified given their broad phylogenetic distri-
bution and highty conserved nature.

Searching for interesting motifs

The starting point for our work is a set of orthologous
regulatory vegions. To abtain these we used the Cluster
ol Orthologous Groups (COG) of proteins database
{hitp:#www.nehi nlmonih.gov/COG/ [12] together with
aoperon predictions based an intergenic distances {13]. In
this manner, every protein from 164 fully sequenced
bacterial genomes that was associated with a COG was
asstgmed to the intergenic minimal upstream region
IMTIR) of the first gene of the predicted operon wo which
it helongs. Toavoid over-representation of similar sequences
from related genomes, redundant sequences were elimi-
nated. We abtained ~4000 clusters of orthologous regulai-
ory regions, each belonging to a different COG.

We used the puhlic domain motitf discovery tool
Multipte EM for Motil Elicitation (MEME) (14] to find a
set of over-represented ‘seed motifs’ for each COG
(Figure 1a). These motifs were used to identify other
members of the putative regulon by searching in all
npstream regions using the MEME counterpari Mol
Alignment and Search Tool (IMAST) {15]. As a result of this
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Figure 1. Ganeral procedure w identify conserved regulatory mosifs. {3l The intergenic Minimal Upstream Regions iIMUR} of the operons that code for each COG ({in this
exanmple thi€, COG0422) fram fully sequenced geromes are grouped and over -reprasarted motifs identifed using MEME [14], These motifs constitute the Inftial, or “seed
motifs’ of the group. (b} These motits are used 10 identity new marmbers of the putative regulon in the entire set of IMURs using MAST {16]. To obtain ‘refined moude that
butter represantthe expandad group, we unce again used MEME. This cycle is iteratively parformed uritil no naw slemants are added, {¢} At the final step of the process ati the
genes located by the ‘refined motifs’ are collected. In the example, the genes dre tound to betong to the thiarsine liosynthesis metabolic pathway, snd the conserved motits

corraspond (o impostant structural elemants of the THE elemant, Abbravistions: MEME, Multiple EM for Motil Elicitation; MAST, Motif Alignment and Search Tool.

search, new membars were added to each group (and some
original ones were removed), and a new and more specific
set of motifs was obtained, again using MEME. This cycle
of locating over-represented motifs (with MEME) followed
by searching for new genesx containing the motifs
twith MAST) was repeated until no new members were
found (Figure 1b). The resuliing ‘refined maotifs’ are vur
candidate regulatory elements. Because many of these
results are redundant. a clustering process was applied
based on the number of genes in common for cach motif,
resulting in 672 different groups of motifs {for more details,
see httpdwwwibtunam mxhiocompute/conserved motifis.
huml). Tt ig worth mentioning that each group can have
several motifs (up to four), and that the motits are larger
than usual protein binding sites (the average length of our
matif 18 43 nucleatides). For example, the ‘thiamine ribo-
switch’" Group 0012 thitp:/Avww.ibt.unam. mx/biocormpute/
conserved_motifs hem!) was obtained from 20 different
COGs that converge to form a connnon set of genes.
Following analysis of the four different motifs that define
this group, we found that the most significant one contains
the thi box and the next two overlap with part of the
structure of the THI-elenient: the fourth moaf appears to
contain part of the transcriptional terminator with its
poly-U tract (Figure 1c).

wayw stiencediregz.nom

Evaluating the motifs

To evaluate the likelihood that the ‘refined motifs’ in our
groups represent hiologically important regulatory
elements, we first eliminaied those that matched known
proteing (from the non redundant GenBank database) or
RNA genes irRNA, tRNA, scRNA, snRNA and 20 on) from
fully sequenced genomes. This step was necessary given
the possible existence of unannotated small genes or
erroneously assigned {ranslation start sites vesulting from
automatic genome annotation. For example, ribosomal
protein L36 (~40 amino acids long} is not annotated in
> 15 genomes but is picked up by our method, when
analyzing the upsiream region of ribosomal proteins $13
and 811 (htip:fwww.ibt. unam.mybiocomputo/congerved
motifs.html, Group 0011 marked as a false positive). The
groups of ‘refined motifs’ were then assigned to operons
and their statistical significance was evaluated as tollows.
A P-valne tassuming a hypergeometrical distribntion) was
caleulated for each motif to be over-represented in a
given Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG)
pathway (hitp/feww.genome.ad jphegg/pathway html}
{16]. The lower the P-value, the more likely it is that the
motifs can be considered 10 be hislogically relevant for
the regulation of that pathway. A similar evaluation was
performied using COG assignations. We were able to
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Table 1. Representative exarmnples of conserved regulatory motifs®
Group and description®  Operons, organisms Reprosentative KEGG Representative COGs® |P-valuel’ Refs
and phyfa® pathways? (P-value)’
Group 0118; V-box 408; 37; 3 (firmicutes) 00970 AatRNA (RNA synthatases: COGODB0 isoteucyl, COGO013 {18)
biosynthesis (2 107%'%  alanyl, COG0172 seryl, COG0441 threony!,
and other amino-acid COGNO16 phenylaiany! and others (gl < 6x 10729
pathways
Group 0012; thiamine 218; 106 12 00730 thiamine COGO422 THIC {8 % 107 '%5), COGR3S1 ThiD {455
riboswitch metabolism (1 <10 ™8 (5:210 "'9%), COGO352 ThiE {2X 10~ ®) and COG4143
TbpA (7105}
Group 0033; 168, 27, 7 00271 methioning COG1135 Meth ATPase (3X1079%, COG2011 Meti 18}
methioning riboswilch metaboiisre (4 X 10 °®1) permease 2% 107 %%, COG0192 MatK SAM-
synthetase (1 x107%) and COG1464 MetQ
periplasm {2x 107 ¥
Group 0013; 188; 7712 00860 porphyrin and COGA2086 cobatamin receptor {1 107 %), COG2087 {6}
cobatamin riboswitch chioraphyli CobP {11073, COG1120 cobatamin transposase
metabotism (2 % 107%) ATPase (6X 107 %), COGO620 Melk cob-
independent (3x 107"} and COG1492 cobyric acid
synthase {8:< 107 %)
Group 0218; 1S911 8g; 18: 2 COG2963 transposasas {5X 10~ ') and COG2801 {24}
tiansposases {1x107%
Group 0034; fboflavin 100; 79; 6 00740 rhofiavin COGO108 RibB (7x.107%), COG3601 membrane {71
riboswitch metabolism {21029 {3%107 %) COGO8OT GTP cyelohydrotase i
t1:410 "%}, COG0307 RIbE {6x 107} and COGOO54
RivH (32107
Group 0027; giycine 86; 68; 7 00260 giycine C0G0404 glycine cleavage T {1107 %%, COG1003
cleavage metaboiism {1 X107 glycine cleavage P (8 107 %) and COGO403 glycine
cleavage P {(1x10° %)
Group 0045; PyrR site 92: 41; 8 {firmicutes 00240 pyrimidine COG2065 pyrimidine attanuation {8107 %), [21;
and/or actinobacteria) metabolism (2x1077% COGO540 aspartate carbantoyl (210759,
COGN044 cyclic amidohydrotase {1X10 7% and
COG2233 xamhine or uract perrmaase (2x10 %Y
Group 0017; heat shock  194; 84; 11 C0G0234 GroES HSP10 (3% 107 '5%, C0G1420 {22}
CIRCE haimpin ragulator of HS {3X 10~ %), COGES GroEL HSP6R
{2107 %} snd COGU576 GrpE 18 X 10 ")
Group 0079; copper 99: 46, 4 COG2217 cation transposases ATPase (310 %),
transport {proteobacteria) COG2132 multicapper oxidases (3% 10 3!} and
COG2608 copper chaperone {3x 10729
Group 0023; K*- 66; 66, 8 COG2060 KdpA {8X 10" '}, COG2156 KdpC {25}
transport ATPase Ox 1017, 00G2216 KdpB (1X10™ %% ynd COG2205
Kdpd {7107 %%
Group 0388; Thr-tRNA 6; 24; 1 00280 threonyl COGO44 1 threonyl tRNA synthetase (2X 107 7Y {19}
synthetase {protecbactaria) metaboiism 46X 107 %)
00970 As-tANA
hiosynthesis
{5x 107 *)
Group 0391; Git, gin 24; 231 00251 glutarnate COGO008 giutamyl- and glutaminyl-tRNA
tRNA synthatases {proteobactaria) metaboiism (4 X102} synthetasas (65X 10~ 5)
00970 As-IRNA
biosynthe sis
(2x10° 2%
Group 0204; ribosomal 30; 30; 2 {firmicutes) 03010 ribosome Ribosomal proteins: COGO051 $10, COGU0EY 123, {203
oparon with self- {1x107 % COG0088 L4, COGU087 L3 and COGOOYO0 L2
regulation fali < 6X107%
Group 0262, ribosomat 9,9 2 03019 ribasome Riirogomal proteins. COGO089 L23, COGO0S8S L4, {20}
operon with self- {proteobacteria) 14107y COGO051 $10, COGO087 L3 and COGO185 §19
reguintion (alt <1x10°'%

®A table containing the entire list of notifs can be found at Btip:dwwn R chamamxbiccomputoiconserved matifs himl,
“Unigue group refated to the tabie on vur web page, tollowed by (he known o probable regulatory system.

“Tie number of apecons, argamsros and phyla in which the motifs are found. I case of a matked predorinance of one of tvo phyla, it appesrs in parenthesis

“Metabolic pathway (as defined by the Kyots Encyclopedia of Genes and Genomes IKEGG] 116]1 of the genes containing the motifs.

“Represantative groups of orthologous genes fas defined by Closter of Orthatogaus Groups (COG) {3121 i which our motits aze tound.
"The statistical signiticance of over-rapresentation of a glven patway ot COG is expressed sg a Pvshug (indicated in parenhesis), and was calculated assuming a
hypergeometricat distribution of the dgnals.

assign a COG or KEGG with a P-value <1x10°% in
all the cases with the exception of only ten examples
that are most probably false positives (motifs found by
MEME ihat do not have any biological meaningi.
However, because many of the genes in these groups
are not functionally annotated, they might still
represent biologically relevant elements of unknown

wsew.seinesdirect. com
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function. Finally, the genome context congruence of
our putative regulons was verified using gene context
analysix (GeConT) i17], a web tool that enables the
user ta view the neighbours for any set of genes
together with their functions and orthelngous relation-
ships. The data on our web page (http//www.ibt.unam.
mx/biocompuin/conserved motifs. html iz hyperlinked



to this application s0 that the co-regulated groups can
be visualized easily.

Analyzing the nature of the conserved motifs

When sorting our results by P-values or by conservation,
we realized that many of ithe first groups coniain motifs
that correspend to previously described viboswitches,
known to regulate genes involved in fhe biosynthesiz of
different metabolites such as thiamine, riboflavin. cobal-
amine, adenine and guanine, in addition to the T-hox
regulator [18] of aminoacyl-tRNA synthetases from Gram
positive bacteria (Table 1). Interestingly, we also found
important sequence conservation in diffevent families of
aminoacyl-tRNA synthetases in Gramn negative hacteria,
For example, in Escherichia coli threonyvl-tRNA synthe-
tase. it is known that the mRNA leader region can adopt a
tRNA-like structure that is specifically recognized by the
corresponding threonyl-tRNA synthetase, establishing an
auto-regulatory cycle 119]. The conserved motits that we
identified fov this regularory system correspond to parts of
the stem-loop structure that resembles the threonine-
tRNA anticodon CGU and to a stable structuve that is
similar to the aceeptor arm of tRNATY, Although it has not
heen reporied previously, the motits that we found for
glutamyl end glutaminyl-tRNA synthetases could pactici-
pate in a similar mechanism. We also found that many of
our groups correspond Lo ribosomal protein operons — we
detected 43 different groups of such operons, most of which
correspond to specific phyla iTable 1), Self-regulation has
been deseribed for these cases because riboxomal protein
L4 is known to bind to its operator, where a complex
secondary structure appears to mimic the natwral binding
site of 14 in the ribosome {20]. We expect that most, if not
all, of these operons to be aute-regulated by one of their
proteins. Other well-known examples in Table 1include a
pyrimidine hiosynthesis group, where our identified
motifs correspond to the conserved RNA secondary
structure that comprises the hinding site for PvrR §21]
and the ‘Controlling Tnvarted Repeat for Chaperon
Expression’ (CIRCE), which constitutes the binding site
for the HorA repressor [22]. Tn all these examples (as oceurs
with riboswiiches), sequence conservation in the regulatory
region is a consequence of the constraints imposed by the
reguired RNA stiueture,

Another case that we found interesting was glycine
cleavage. Although regulatory mechanisms have been
described for the gev operon in E. coli 23], we found a
completely different regulatory systent. The organisms
that present our glycine cleavage motifs do not include
E. coli but ave mostly actinobacteria, firmicutes and % and
f proteobacteria, and most of tham do not encode orthelogs
of GevA or GevR, the two reported specific regulators of
the gev operon {23]. Furthermore, the reported hinding
sites for GevA, do nat mateh our motifs. Interestingly, the
same glycine cleavage motifs are present in several
proteins that are assigned to a Na+and alanine sym-
porter COG. This could be part of a glycine transport
system, and would make this putative regulon more simi-
lar to several riboswitches, where metabolic and tcans-
porfing proteing are regulated by the same element. Many
other examples of proposed regulatory systems with their

wianwscienceditect. com
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conserved motifs can be found on our web page thitp:.#/
wwwibt.unam.mx/biocomputeiconserved motifs,html).

Concluding remarks

We have developed a computer method that detects pre-
viously reported riboswitches, other already known con-
served elements and > 600 statistically significant groups
of conzerved motifs thar would appear to be biologically
relevant. We have shown that for a great many regulatory
elements their conservation is sufficiently strong %o be
detected in a single orthologous cluster of genes, without
the need to consider additional elements of the regulon or
metabolic pathway. In many cases, our motifs coincide
with vegulatory clements thar nve reported for specific
model organisms such as E. coli or Bacillus subtilis. We
are now able to propose the extent to which these systems
have been conserved smong fully sequenced hacteria,
Several of the signals detected by our methods were
related to an RNA secondary strueture rather than classie
DNA-binding regnlatorz. Although we did not expecn to
find many conventional protein hinding sites (ihe conserved
portion being too small to be detecied by our method), we
were surpriged by the number of structure-dependant
regulatory elements that were also highly conserved ai the
sequence level.

Our study highlights potential new motifs to be further
experimentally characterized in terms of their ability to
form RNA secondary structures, such as attenuators, and
thetr ability to bind amall RNAs, cellular metabolites
or regulatory proteins. All this will further help us to
understand and define the regulatory mechanisms of
these systems.
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5.2. Evaluacion los casos conocidos

Uno de los principales avances se logro al encontrar la base de datos Rfam. La
informacién ahi contenida permitié anotar de una manera automatica a todos los
riboswitches ya conocidos que se fueron encontrando con el método. Ademas de anotar
correctamente los distintos elementos regulatorios que se conocian de acuerdo al Rfam,
tambié€n se realizé una evaluacion formal al comparar las matrices generadas por MEME
contra los modelos del Rfam. Estos modelos son curados manualmente por expertos y
utilizan una combinacién de estructura secundaria y elementos de secuencia primaria
para determinar si una secuencia tiene o no un riboswitch. Computacionalmente, es
mucho mas tardado realizar una busqueda empleando uno de estos modelos de
covarianza que utilizar MAST. Sin embargo, al incluir la informacién de la estructura
conservada, se espera que los modelos de Rfam sean mucho mas sensibles y sean capaces
de detectar elementos regulatorios que las matrices d¢ MEME no podrian encontrar. La
version 7.0 del Rfam anota una gran parte de la base de datos EMBL version 80 [41],
incluyendo secuencias de genomas de bacterias, hongos, plantas, invertebrados,
vertebrados y hasta de humano. De esta manera, Rfam contiene la posicién de cada uno
de los riboswitches presentes en todas estas secuencias. Para realizar una comparacion
valida de estos datos contra las matrices obtenidas con MEME fue necesario elaborar una
base de datos ad hoc para realizar busquedas con MAST, debido a que éste presenta una
funcionalidad limitada cuando se usan secuencias muy largas. Para ello, se tomé el
mismo conjunto de secuencias que empled Rfam, pero se partieron en fragmentos de 500
nucledtidos, permitiendo un sobrelape de 150 nucleétidos. Con el conjunto de 68 x 10°
secuencias resultantes y las matrices generadas por MEME coincidentes con un elemento

regulatorio de Rfam, se realizé una bisqueda exhaustiva. Los resultados se presentan en
la Tabla 1.

Nombre® [ #enRfam® | Recuperados® | %VP° | extra® | p-value®
T-box 475 467 98 % 358 1077
TPP 382 319 83 % 16 107’
Ado-CBL 249 225 90 % 34 107
SAM 219 219 100 % 11 107
Glicina 163 161 99 % 11 107
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FMN 136 136 100 % 4 10
yybP-ykoY 127 14 11 % 0 1077
yybP-ykoY 127 31 24 % 6 10"

Purinas 100 81 81 % 2 10"

Lisina 98 55 56 % 1 10"
ydaO/yuaA 74 73 99 ¢/ 1 10"

glmS 37 30 81 % 7 10"
ykkC-yxkD 21 20 95 % 0 10"

Tabla 1. Comparacién de las matrices obtenidas con MEME vs. Rfam. Las columnas contienen: el
nombre del regulador o la molécula reconocida *, el nlimero de elementos independientes reportados en
Rfam °, la cantidad de estos recuperados ¢ (mostrado también como % de verdaderos positivos 4, los

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

Se puede observar que para 10 casos, la cobertura alcanzada es mayor al 80%
(mostrado en negritas), por lo que se espera que la mayoria 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 tamafio 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 niimero de adicionales), practicamente todos los elementos
detectados con MAST estan en la region 5 de genes de tRNA sintetasas o relacionados
de alguna manera con la biosintesis o transporte de aminoacidos. Ademas, Rfam advierte
que para el caso particular de la T-box, su modelo de la estructura secundaria no esta
completa, sugiriendo que la mayoria de los elementos aqui encontrados realmente sean
verdaderos positivos. Debido a que el namero de motivos definidos con MEME varia, el
p-value optimo de corte para MAST también variara, como puede verse en la Tabla 1. No
obstante, se puede ver que usando el valor de corte de 107 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 recupero el 56% de los riboswitches conocidos de lisina y para el elemento yybP-ykoY
se encontrd este partido en dos grupos (especificos para firmicutes y proteobacterias)
logrando tan solo recuperar el 35%, ain tomando en cuenta ambos conjuntos de motivos.

La estructura secundaria propuesta para ambos elementos es particularmente dependiente
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de largos tallos, los cuales pueden ser representados muy bien usando modelos de
covarianza, pero de no presentar suficiente conservacion a nivel de secuencia, MEME no

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

3.3.  Servidor web para encontrar elementos regulatorios

La exitosa comparaciéon con Rfam, permitié tener mayor confianza sobre la
especificidad de las matrices generadas con MEME, por lo que se decidi6é crear un
servidor web donde los usuarios pudieran aprovechar todas las predicciones aqui
realizadas. Asi surgié RibEx (Explorador de Riboswitches) [1] el cual resume la
informacion obtenida para cada elemento regulatorio encontrado, incluyendo el COG y
KEGG maés significativo, su distribucion filogenética, ligas a GeConT para visualizar el
contexto genomico y ligas a Rfam para aquellos elementos ya reportados. Pero la
contribucion mas importante de RibEx es que permite hacer busquedas sobre cualquier
secuencia, representando de una manera grafica los marcos abiertos de lectura, elementos
regulatorios y atenuadores predichos ahi encontrados. La imagen resultante es interactiva,
pudiéndose escoger una probable proteina o un motivo de regulacién para ver su
secuencia y enviarlo a BLAST o elegir un atenuador para ver su estructura secundaria.
Ademas, para fines de comparacion se incluye la opcion de ver una imagen con la
distribucion de motivos y la calificacion de todos los genes de los genomas completos no-
redundantes en los cuales se encontré anteriormente el elemento regulatorio en cuestion.

Se publico un articulo describiendo a RibEx en el numero especial de servidores

web de Nucleic Acids Research el cual se incluye a continuacion.

41




W690-W692 Nucleic Avids Research, 2008, Vol. 33, Web Server issue

doi 101093 nurigkid45

RibEx: a web server for locating riboswitches and
other conserved bacterial regulatory elements

Cei Abreu-Goodger and Enrique Merino*

Departamento de Microbiologia Molecular, Instituto de Biotecnologia, Universidad Nacional Auténoma de México,

Cuemavaca, 62210 Morelos, México

Received February 14, 2005; Revised and Accepted March 30, 2005

ABSTRACT

We present RibEx (riboswitch explorer), a web server
capable of searching any sequence for known
riboswitches as well as other predicted, but highly
conserved, bacterial regulatory elements. It allows
the visualinspection of theidentified motifsin relation
to atienuators and open reading frames (ORFs). Any
of the ORF’s or regulatory 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 same element can be explared with
our genome contextioo! (GeConT). RibEx is available
at http://www.ibt.unam.mx/biocomputo/ribex.html.

INTRODUCTION

Ribonucleie acids have become lashionable lately. Apant from
their fundamental participation in transerption and transla-
tion, RNAs are clearly same of the most functionally diverse
muolecules in the cell. Recently, non-translated regions of sev-
eral MRNAs have been found to be capable of regulating their
own expression by binding specific metabolites with high
affinity in complete absence of proteins [(1). reviewed in
£2)). These regulatory clements, termed riboswitches. appear
to be highly conserved. the extreme case being that of the
thiamine pyrophosphate (TPP) riboswitch, which has been
found in all three kingdoms of lite (3). Riboswitches comprise
twa parts, a sensing clement or gptamer, which forms a
complex structure capable of binding the metabolite, and an
effector element, or expression platfonm capable of trunsform-
ing the sipnal into a biclogical response. The apramer ix the
most vonserved. having been selected to bind an unchanging
molecule such as a vitamin or an wnino actd. Upon binding. a
shift between two mutually exclusive RNA secondary struc-
tures ia the effector etement oceurs. These pairs of structures
of the expression platforny can represent a transcriptional
termipator/anti-terminator, a Shine-Dalgarmo sequester/anti-
sequester or even an active/insctive ribozymie (2:4). R s

not uncommon for different organisms to use the same sensing
element, yet different effector elements.,

FINDING RIBOSWITCHES

Although the wsual method 10 define a riboswitch mvolves
locating a conserved secondary  structure in the RNA
molecule. the heghly restricted nature of the sensing element
argues that sequence atone should be enough o locate
ribuswitches correctly, We have previously developed a com-
puter algorithm capable of tinding bacterial regulatory moufs,
based exclusively on sequence conservation in the regulotory
regions of arthologous groups of genes (5). The main restric-
tions of cur method are that a regulatory element must be
closely assoctated with wt lexst one COG (cluster of ortholog-
ous groups of proteins) (6) and 1t must be present mat least five
non-redundant genomes, On the other hand. the advantage is
that it i an aulpmatic process. fequiring no previous regulat-
ory information to produce relevant results, and as such, can be
casily run every time that new genomes or annotations are
available.

We updated our previous results (3). taking into account 223
complete genomex. From these, a reduced set of 145 aon-
redundant organisms was obtained using CViree (7). We
were able to recover 10 ow of the )1 currently neported
riboswitches. Additionally, our resolts included many regutat-
ory elements that are also known to depend on structured RNA
for recognition, such as the Gram-positive T-box and the PwR
protein binding site. We thux call our set of regulatory
elements: riboswitch-like elements (RLEs). given the fact
that almwst all the ideatified conserved signals were
RNA-dependant regulatory elements.

RibEx Is a web server that allows any user to eastly find any
RLE ia the sequence of hisfher interest. Since most known
riboswitches are associated with attenuators, we have included
the option of searching for transeriptional and translaticnal
attenuators, which can help i selecting the most likely can-
didates, as has been shown by Barrick ef of. (4). Additionally.
our web server displays representative drawings of the vpen
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reading frames (ORTS) and their corresponding regulatory
efements. any of which can be selected, in order to acquire
its sequence for submission o NCBI's BLAST server (8).
Every RLE is linked to a list of genes that are predicted to
be subject to its regulation. The genome context of these
genes, analyzed with our local GeConT web server (9). in
addition 1o the scores of the pre-computed RLEs, can be of
great assistance when evaluating the likelihood of 2 new
prediction,

A great resource when working with RNA families is the
Rfam database (10). We have used their models to annotate
our RLEs. As of version 7.0, Rfam contains a total of 503
families, 125 of them arc non-coding, and 11 of these are
annotated as riboswitches, We wene able to recover automat-
ically all but onc of these riboswitches, missing the ykoK
element, Our matrices for the most abundant riboswitches
perform very well when compared with the co-variance mod-
els used by Rfam (~90% coverage when anatyzing hacterial
sequences), Less common riboswitches (e.g. lvsine and pur-
me) are more ditficult to model with sequence-based weight-
matrices. Our method thus tends o recover berween 70 and
B0% of these Rfam mewmbers. Our dala set also contains six
more RLEs that coincide with an Rfam ¢is-reguluting member
and 341 RLEs that do not have a malch and thus remain as
predicted elements, We have caleulated a P-value. assuming a
hyper-geometrical distribution, for each RILI to be over-
represented in a given COG or KEGG pathway (11). Thus,
we provide every RLE with a tentative fuactional assignation,

As far as we kXnow there are only two servers, beside ours,
that can be used to locate riboswitches in a given sequence:
riboswitch finder (12} which, in its current implementation,
anly searches for the purine-semsing riboswitch, and Rfam.,
that has an option to locate riboswitches in any sequence,
but as co-variance searches have high computational require-
ments, the sequence length is limited © 2 kb. RibEx, in addi-
tion to performing searches on larger sequences, allows the
user a greater view of the regulatory potentisl of his sequence,
by shuwing the ORFs and predicted attenuatoss. The 341
predicted RLEs also make RibEx a great complement to
the curated familics contained in Rfam.

DN, ragion lram B. carauss ATOC 14579

THE WEB SERVER

The server is divided into modules, which are written in, and
tied together with Perl. A brief dexcription of each module
follows:

Riboswitch-like elemenrs. The program takes the seguence
provided and splits it into overlapping windows of S00 nt,
Each of these smaller sequences are searched for the selected
RLEs with MAST (1 3), using mamces obtained as detailed in
our previous work (5. Our methed defines each RLE as sev-
eral non-overlapping motifs, so we resirict the search o 500 nt
to avoid false positives where the individual motifs are too far
apart. When an RLE passes the selected £-value cutoff, the
positions. size of each motif and final score of the regulatory
element are recorded.

Open reading frames, ORFs are predicted. as is commonly
done for bacterial genomes. The defanlt options are for a
resulling protein of at least 80 amino acids beginning with
a slari codon (ATG. GTG or TTG) and ending with & stop
codon (TAA. TAG or TGA). By default. fully overlapped
ORFs are not shown.

Attenuators. These are predicted accoeding to an algorithm
developed in our group and described elsewhere (14), The
predicied secondary structure of cach attenuator and its free
energy is recorded, Upon clicking on the image of the attenu-
atar, an additional window will be opened showing this
information. To avoid false positives, atenuators are only
searched for in the region proceding each predicted ORF.

Web outpur. The web page is generated “on the fy” by a Perl
script that controls all the other modules. The images are
generated using the GD graphics library. and the interactivity
between windows and frames is provided with Javaseript.

AN EXAMPLE

Figure | shows a typical RibEx output. The input sequence
was a region of 4000 nt from around the rC gene of Baciflus
cereus ATCCI4579. Immediately upstream from ene of the
ORFs (drawn gs blue wrrows) the three motifs that comprise
the TPP riboswitch {red boxes) can be seen, as well as

Pradgesed GAF. ferwan strand

| Dradicied GRF. 1svarse strane

| '? Trmuuptbnaﬂar'zmtwhi'nmlaitanustz\.m

* TP? nborwiten (TH4 slement: (€ 22-13)

24 S A e M R S R

amn b - R el & e

Figere 1. RibEx locutes a thiamine riboswitch,
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a transcriptional attenuator (black lollipop). A separate win-
dow acts as a figure legend indicating the score for cach
regulatery  element found (in this case. only the TPP
nboswitcht, A typical scenatio might include clicking on
the second ORI, and sending the sequence o the BLAST
weh server, showing it 1o be Wentical 1o several ThiC! profeins,
Clicking en the TPP riboswitch motif in the fizure legend box
opens a1 window with the geaes that are predicted to be regn-
lated by his rthoswitch, wheie the user can see how Lhe moifs
are clistributed in difterent genomes. Taken fogether. and
strengthened by the presence of a transcripional atlenuator,
the wser would have no trouble at @l concluding that his
sequence contains a bona hide riboswitch.
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S5.4.  Descripcion de algunos resultados

Todos los resultados, en forma de tabla, estdn disponibles desde la pagina
principal de RibEx (http://www.ibt.unam.mx/biocomputo/ribex.html). En esta seccion se
describiran algunos casos interesantes que se recuperaron, algunos previamente
reportados, otros candidatos a ser nuevos elementos de regulacién. Todos los

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

5.4.1. Recuperacion de elementos regulatorios conocidos

En la Tabla 2 se incluye informacion sobre los distintos elementos detectados por
el método, pero que ya se conocian. La mayoria de éstos fueron anotados mediante la
comparacion automatizada con Rfam, el resto fueron encontrados manualmente al
analizar los resultados. Para la revision y comparacion manual fueron de suma utilidad
los siguientes recursos disponibles por Internet: RegulonDB [76], BioCyc [44] y DBTBS

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

[51].

ID* Nombre ® COG*® [ Mot. ¥ | Estruct. © | Phyla’ | Ref.®
COGO0609 ABC-type
Fe3+-siderophore .
RLEO0O1 | Ado-CBL trailgpo rt system (27/220) 4 * # ACFP | [62, 74]
le
COGO0422 Thiamine [60 73
RLEO0002 | TPP biosynthesis protein ThiC 3 * * ACFPr R0 ’94]’
(49/89) 3¢ | OV
Sitios HrcA COG0234 Co-chaperonin
* * P 68
RLE0003 (CIRCE) 36(;?55 (HSP10) (64/128) 1 ACF. [68]
COG1135 ABC-type 30,72
metal ion transport » 14y
RLEO0OS | SAM system, ATPase 5 * % AcFp 97]
component (17/85) 3¢’
COG2065 Pyrimidine
RLEOOO8 | Sitios PyrR | operon attenuation 2 * K AF [48]
protein (23/54) 1¢'
COG0108 3,4-dihydroxy- [26, 88
RLEOO11 | FMN 2-butanone 4-phosphate 4 * %k AFP 9’5] ’
synthase (31/123) 6¢”"'
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ID*®

Nombre °

COG ¢

Mot. ¢

Estruct.

Phyla '

Ref. &

RLE0012

Glicina

COG0404 Glycine
cleavage system T protein
(22/123) 6

& K

[55]

RLE0013

Sitios Fur-
Fe*

COG1629 Outer
membrane receptor
proteins, mostly Fe
transport (20/518) 6™

ACFP

[7, 86]

RLE0OI5

Sitios DnaA

COG0592 DNA
polymerase sliding clamp
subunit (PCNA homolog)
(33/139) 46

AF

[66]

RLEO019

glmS

C0OG0449 Glucosamine
6-phosphate synthetase
(16/129) 6e™°

* %

[96]

RLE0022

T-box

COG0060 Isoleucyl-
tRNA synthetase
(24/135) 7¢®

* %

[29, 31]

RLE0044

ydaO/yuaA

COG3773 Cell wall
hydrolyses involved in
spore germination (4/41)
9e!!

* K

ACFp

[10]

RLE0045

ykkC-yxkD

COG3665
Uncharacterized
conserved protein (7/16)
4

% K

cFP

[10]

RLE0072

1S200

COG1943 Transposase
and inactivated
derivatives (103/231)
9e-} 18

*

FP

[15]

RLEO109

Lider de
treonina

COGO0083 Homoserine
kinase (10/72) 3¢’

[43]

RLEO112

Lisina

COG1757 Na+/H+
antiporter (10/88) 4e

PF

[33, 75,
81]

RLEO118

Purinas

COG2252 Permeases
(8/113) 6e'®

pF

[52, 53]

RLE0129

Sitios LexA

COG1974 SOS-response
transcriptional repressors
(11/104) 7¢

[17, 47]

RLE0139
RLE0223

yybP-ykoY

COG2119 Predicted
membrane protein
(12/39) 5¢™*

AcFP

[10]

RLE0253

Sitio S15

COGO0184 Ribosomal
protein SI15P/S13E
(10/128) 1™

[13]

RLE0277

Sitio S4

COGO0100 Ribosomal
protein S11 (9/133) 8¢

* K

[77]

RLE0343

Represor
Heat-Shock
(ROSE)

COGO0071 Molecular
chaperone (8/146) 1™

*

[64]

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

tomado de RibEx ?, el nombre del regulador o la molécula reconocida (en caso de ser riboswitch) b COG
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mas significativo , nimero de motivos encontrados con MEME ¢, si presenta estructuracién de RNA
predicho por dos métodos (% sélo por un método, * * por ambos métodos, * implica que una prueba fue
poco convincente) °, principales phyla que lo contienen (A = Actinobacteria, C = Cyanobacteria, F =
Firmicutes, P = Proteobacteria, R = Archaea) donde una letra miniscula implica que sélo aislados
organismos de ese phylum lo contienen "y referencias bibliogréafica ®. Reguladores que actiian a nivel de

DNA se encuentran en italicas.

5.4.1.1. Reguladores que actiian a nivel de RNA

En general se puede observar en la Tabla 2 que los riboswitches y otros
reguladores que actuan a nivel del RNA presentan varios motivos. Esto es reflejo de su
gran tamafo, y de que existe conservacion de secuencia a lo largo del elemento. Puesto
que el tamafio maximo de motivo permitido en la blsqueda es de 30 nucleétidos se
espera que un riboswitch, que por lo general cubre méas de 100 nucleodtidos, 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
region complementaria es suficiente para garantizar afinidad y especificidad. Ademas,
pudieran existir otros elementos que a pesar de tener un gran tamafio (debido por ejemplo
a que conforman un atenuador), tuvieran tan solo una corta regiéon conservada encargada

de unir directamente a su ligando.

Una amplia distribucion filogenética, al contrario de lo que se pensé al empezar el
trabajo, no es garantia de un elemento tipo riboswitch, ya que se conocen al menos dos
casos (los sitios de HrcA y de Fur) que se encuentran en practicamente todas las phyla
analizadas (ver Tabla 2). Pareceria que los elementos mas conservados ya han sido todos
descritos. Durante el trabajo se encontrd un elemento con amplia distribucién filogenética
asociada a genes de transporte y degradaciéon de glicina, el cual se propuso como un
nuevo riboswitch [2] y fue comprobado paralelamente [10]. Sin embargo, ningin otro
elemento tan promisorio ha sido encontrado, y pareceria que los riboswitches aun no
encontrados estaran asociados a grupos filogenéticamente mas cercanos o simplemente
no presentan una buena asociacién con algiin 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 mas
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factible que los riboswitches que se iran descubriendo de ahora en adelante serdn de
clados mas especificos, lo cual hablaria posiblemente de un origen evolutivo més
reciente. En todo caso, la distribucién filogenética no puede ser utilizada como unico
criterio para elegir posibles riboswitches. En la Figura 6 se muestra la distribucion
filogenética de los riboswitches mas importantes, los sitios HrcA y la T-box, sobre el
arbol gendmico de los 145 organismos no-redundantes generado utilizando CVTree [69].
A pesar de que este arbol no es necesariamente indicativo de la evolucion de las especies
(por ejemplo, las mycoplasma, chlamydiae y spirochaetes se separan del resto por ser
parasitos obligados con genomas sumamente reducidos), se pueden observar ciertos
patrones indicativos de como han sido heredados y perdidos los distintos elementos
regulatorios. El riboswitch que une TPP pareceria haber estado presente en el ancestro
comun del reino Bacteria, aunque se haya perdido independientemente en algunos
organismos. Los elementos de este tipo presentes en archaea (y en eukaryota, aunque no
se muestra) se pueden explicar por transferencias horizontales. En contraste, €l riboswitch
de purinas pareceria haber tenido un origen mucho mas reciente, previo a la separacion
de las firmicutes. Fuera de ese phylum, so6lo existe un riboswitch de esta clase presente en
el género Vibrio, asociado a una adenosin-deaminasa. Pareceria 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. Distribucién de algunos elementos regulatorios conservados. Arbol genémico 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 sefial 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 palindrémicos como el de HrcA que son
estructuras perfectas. Secuencias de insercion, 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 nimero 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 lider y el ribosoma para actuar (RLE0109), sitios de unién de
proteinas ribosomales al lider de su propio transcrito (RLE0253 y RLE0277) y un termo-
sensor (RLE0343). Todos estos elementos actian a nivel del RNA y se espera que el

método pueda recobrar mas elementos de cada una de estas categorias.

5.4.1.2. Sitios de interaccion DNA-proteina

Como se ha mencionado antes, el protocolo desarrollado no pretendia encontrar
sitios de pegado de proteinas al DNA, los cuales por su corto tamaifio y poca conservacion
son mucho mas dificiles de localizar que elementos tipo riboswitch. Después de una
cuidadosa revision de los resultados, fue aparente que algunos motivos si se trataban de
regiones de unidén de proteina-DNA. Aun asi, el sitio individual de pegado no parece
contener suficiente informacion para ser detectado, mas bien fueron localizados casos
donde existen dos o més sitios contiguos, generando asi una regioén conservada mucho

mayor.

El resultado RLEO0O3 fue uno de los casos mas significativos en todas las
medidas empleadas, ya que el motivo conservado se encuentra practicamente en todas las
bacterias (con la excepcion de la mayoria de las gamma-proteobacterias). Se trata de un
motivo palindrémico que coincide perfectamente con CIRCE, una estructura invertida

repetida que alguna vez se creyd funcionaba como un termo-sensor, pero ahora se sabe
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contiene dos sitios invertidos de unién de HrcA, una proteina represora de genes de
choque térmico [93]. Esta es una de las proteinas méas conservadas en el mundo
bacteriano y por lo tanto su sitio de union en el DNA se encuentra bastante conservado.
El hecho de que siempre sean dos sitios a una misma distancia ocasiona que sea muy facil

de encontrar con métodos como el descrito en este trabajo.

RLEOOI3 es un caso muy similar al de HrcA, por constar de dos sitios de pegado
de la proteina Fur formando una estructura invertida repetida o palindrome. Fur
(Regulador de la Asimilacion Férrica, por sus siglas en inglés) es un represor de genes de
asimilacion de hierro [7]. Sistemas que alteran la concentracién 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]. Ademas de apagar genes
que aumentan la concentracion de Fe', Fur prende indirectamente a proteinas que
almacenan hierro. Esto lo logra reprimiendo un RNA pequefio llamado RyhB, que
normalmente mantiene apagados a los genes que codifican para estas proteinas [56].
Dada la vital importancia de mantener un control preciso sobre la concentracion de
hierro, no resulta sorprendente que dos sitios contiguos de Fur representen una de las

sefiales mas conservadas y extendidas en el mundo bacteriano.

Otro sitio de unidn de proteina-DNA particularmente conservado es el de LexA,
represor en la respuesta SOS [17]. En algunas gamma-proteobacterias el gene lexd se
encuentra autorregulado por dos cajas contiguas para el pegado de LexA. Esta ampliada

region fue la que se localizd como el motivo de RLE0129.

Curiosamente, RLE0O15 que parecia interesante por tener 3 motivos conservados,
estar presente en la mayoria de las firmicutes y estar siempre relacionado con genes de un
mismo proceso (inicio de la replicacion), resultd ser causado por sitios de unioén de la
proteina DnaA [66]. El inicio de replicacion esta controlado por varios sitios de pegado
de DnaA que se encuentran rio-arriba y rio-abajo del gene drnad, donde el cumulo de
sitios ocasiond que fuera reconocido por el método como un motivo conservado. En este
caso, se detecté un primer motivo compuesto por 2 sitios consecutivos de DnaA, seguido
por una region conservada rica en A/T, un segundo motivo compuesto por 2 sitios

separados por tres nucleotidos y un Gltimo compuesto por 1 sitio en la cadena contraria.

51




Este tipo de casos son dificiles de distinguir automaticamente, ya que la correlacion que
existe entre los motivos, por incluir un mismo sitio, podria también interpretarse como la

sefial de covarianza presente en una molécula estructurada de RNA.

5.4.2. Analisis de algunas predicciones

Finalmente, en esta seccion se describen algunos de los resultados encontrados
que no parecen haber sido descritos anteriormente. En la Tabla 3 se retne la informacion
pertinente para estos elementos putativos de regulacion, agregando principalmente
aquellos que presentan evidencia de estructura secundaria. Por lo que se observo en la
Tabla 2, se espera que los elementos mas promisorios sean aquellos con al menos 3
motivos y una buena prediccién de estructura secundaria. Aquellos elementos que
ademads de cumplir con estas dos condiciones presentan un atenuador predicho en mas 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 pagina principal de RibEx

(http://www.ibt.unam.mx/biocomputo/ribex.html).

ID* | Descripcion® COG°® | Mot. * | Estruct. © | Phylum '
RLE0004 | Terminador g‘/’ﬁ‘;ﬁz.&r‘“m’d il * % acFP
| COG2001 Uncharacterized
RLEO0006 | Divisién celular | protein conlszeorved in bacteria 2 AFP
(45/65) Te
. COG1186 Protein chain
RLE0014 | ORFhuédano | o factor B (40/136) 46 | 2 ORF | acFP
divergente e
Regulador COG 1733 Predicted
RLEO0017 | divergente de transcriptional regulators 2 * acFP
enzimas NADPH | (30/197) 6¢™
ORF huérfanoy | COG2740 Bredicted * %
nucieic-acid-pinding protein
RLE0018 p.romOtor implicated in transcription 3 ORF F
sigmaA termination (11/47) 2¢%
Division, COG1192 ATPases involved
RLEO0020 | particion de in chromosome partitioning 1 * K AFP
cromosomas (18/259) 2™
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de GntR

(7/34) 2¢

e Descripcion ° COG° Mot. ¢ | Estruct. © | Phylum '
Palindrome, COG 1017 Hemoglobin-like
RLEO023 | ¢iress oxidativo | flavoprotein (13/39) 3¢ : ot} M
Autorregulacion | COG0244 Ribosomal
RLE003S | o omal protein L10 (26/129) 6¢™* 3 *x cFP
Autorregulacién | COG0360 Ribosomal protein
RLE0036 ribosomal $6 (297107) 7¢7® 3 * %k acFP
. c COG0290 Translation
RLE0040 A-Etorregulaclon initiation factor 3 (IF-3) 3 * % aF
ribosomal (19/116) 4e-49
Dos palindromes, | COG0366 Glycosidases
RLEO042 | itosa (©9/211) 76" 2 * akp
COGO0504 CTP synthase
RLE0048 A.ten.u ador, (UTP-ammonia lyase) 3 * F
citosina (8/131) 16-22
COG4668 Mannitol/fructose-
Sitio FruR specific phosphotransferase
RLE0062 extendido system, IIA domain (7/50) 3 * fp
o8
Palindrome, COG1960 Acyl-CoA
RLE0064 coenzima-A dehydrogenases (11/502) 6¢*° I * P
Operén
molibdeno COG2896 Molybdenum
RLEO0O73 | . d di ’ cofactor biosynthesis enzyme 3 * P
lr.l 'epen tente a (10/90) 56-28
sitio ModE
Atenuador, alfa- | COG0541 Signal recognition
RLE0077 proteobacteria particle GTPase (6/131) 1e'” 2 * * fP
. COG3157 Hemolysin-
RLE00O81 Pe(szIbLe : coregulated protein 5 * % P
redaundancia (uncharacterized) (6/55) 6™
Divergente, COG0254 Ribosomal
‘ RLE0089 ribosomal protein L31 (6/130) 9¢™*® 3 *x aP
COG3385 FOG: Transposase
RLEO0097 | ISHS transposasa | and inactivated derivatives 4 * pR
(37/211) 8e*"
Autorregulacién | COG0051 Ribosomal
RLE0110 ribosomal protein $10 (22/130) 3¢™*¢ 5 * % FP
En medio de
operén COG0085 DNA-directed
. RNA polymerase, beta
RLE0116 | ribosomal con subunit/140 kD subunit 4 * * P
promotor (13/133) 4¢*°
interno
Motivo 2 trpL, COG0134 Indole-3-glycerol
RLEO130 | motivo 1 posible ph(;gphate synthase (9/106) 2 * % fP
elemento mévil | %
2 palindromes, COG3265 Gl te ki
RLEO131 | motivo 1 es sitio teonate kinase 2 * P
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ID®. Descripcién ° COG * Mot. ¢ | Estruct. © [ Phylum "
COG4708 Predicted
RLEO133 | Transporte membrane protein (6/17) 1¢™** 2 i Fp
COG0445 NAD/FAD-
RLEO134 | Division celular | 2li4ing enzyme apparently 3 * P
involved in cell division
(12/111) 5¢™*
Transporte de COG1621 Beta-fructosidases
RLEO135 | sucrosa, (le\zlfnase/invertase) (8/45) 3 & K F
divergente 3¢
Divergente, COG0211 Ribosomal
*
RLE0136 ribosomal protein L.27 (10/117) 2¢28 4 P
Atenuador COG0040 ATP
RLEO137 | histidina, con phosphoribosyltransferase 2 * P
hisL (11/94) 1e7°
Atenuador de 1932 Phosohosers
. osphoserine
RLE0140 Sentna’balf?- ) aminotransferase (7/64) 2e™% 2 * * P
proteobacteria
Degradacién de
nué(;lreétidos sélo C0OG0274 Deoxyribose-
RLEO149 — ga’mma phggphate aldolase (6/91) 2 * % Pr
- | e
proteobacteria
Divergente, COG0035 Uracil
< . raci
RLEO153 blOSln’tG?SIS de phosphoribosyltransferase 2 * % fP
nucleotidos, no 33
R (10/101) 5S¢
sitio Pur
COG118S Polyribo-
RLE0154 | sraG RNA nucleotide nucleotidyl- 3 * % P
transferase (9/107) 8¢
COG1448
RLEO163 | Aspartato Aspartate/tyrosine/aromatic 2 * * fP
aminotransferase (5/45) 3¢
-/ COG3513 Uncharacterized
RLEO168 I;uncmn d protein conserved in bacteria 4 %k Fp
Posible COG 1189 Predicted rRNA
‘ RLEOI72 redundancia methylase (5/70) le'? 5 * aF
‘ COG0724 RNA-binding
RLE0174 | Proteina-RNA proteins (RRM domain) 4 * Cp
(8/60) 3¢
COGO0219 Predicted rRNA
RLE0178 | Atenuador methylase (SpoU class) 3 * F
(6/96) 5e’®
COG0742 N6-adenine-
RLEO183 | Adenina speZ%iﬂc methylase (7/111) 3 * aF
2¢
Divergente,
RLEO189 'blg COG1539 Dihydroneopterin 5 - p
p:;‘ ; . aldolase (5/87) 3¢™¢
reaundancia
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de union a DNA

(7/100) 5¢*

ID* | Descripcién COG ¢ [ Mot. ¢ | Estruct. ® | Phylum '
Divergente, COG3115 Cell divisi
RLE0192 | posible >3 ~e8 Qg Son 3 * P
) protein (5/20) le
redundancia
COGO578 Glycerol-3-
RLE0195 Afenua;dor, phosphate dehydrogenase 3 * % aF
glicero (6/83) 1¢
ileS de alfa- COGO0060 Isoleucyl-tRNA
RLE020 . . * P
! proteobacterias synthetase (6/135) 2¢™"” 2
Autorregulaciéon | COG0048 Ribosomal
RLE0206 ribosomal protein S12 (5/131) 1™ 5 * % F
. COGO0711 FOF1-type ATP
RLE0209 | Operon ATP synthase, subunit b (6/99) 3 * Fp
sintasa 47
Divergente, COG1217 Predicted
RLEO0212 | posible membrane GTPase involved 5 * K aP
redundancia in stress response (5/97) Se™!’
. COG0024 Methionine
RLE0224 | Divergente, con | " ptidase (12/162) 3 * P
Ribosomal 3¢
Divergente con | COG1738 Uncharacterized
RLE0229 | proteina que une | conserved protein (10/58) 2 ¥ K p
RNA 2¢”
Biosintesis COGIS16 VP
RLE0236 | PUrinas, motivo | ;o0 i ogenase/GMP 3 * FP
1 coincide con el reductase (10/139) 178
promotor
Palindrome, C0OG1292 Choline-glyci
oline-glycine
RLE0247 re.'gUIador .. betaine transporter (6/70) 1 * p
divergente, sitio 1676
Betl
Autorregulacion | COG1841 Ribosomal
. *
RLE0258 ribosomal protein L30/L7E (9/84) 1e’ 4 * P
Divergente,
glucosalina, COtGll 8120 N- ¢
. sy acetylglucosamine-6- *
RLE0269 | varios sitios CRP phosphate deacetylase (7/76) 2 P
sobrelapados en | 5o20
ambas cadenas
Divergente, 2 C0G0241 Histidinol
RLEQ278 | sitios Met] en phosphatase and related 2 * p
cadena opuesta phosphatases (7/83) 3e**
| Posible sitio COG0104 Adenylosuccinate
2 *
RLEO0280 GadE synthase (8/120) 2™ 2 P
Operon con COG0820 Predicted Fe-S-
RLE0290 | posible proteina | cluster redox enzyme 3 * P
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TR Descripcion COG ° Mot. ¢ | Estruct. ® | Phylum "

Divergente,
ambos sitio -speci

RLE0295 S s1f108 COG1‘194 A/G spemﬁsc DNA o) * P
sobrelapan con glycosylase (6/94) le
un promotor
Riboswitch COG2021 Homoserine

RLE0303 SAM-II acetyltransferase (5/50) 1e’® 4 * P
Funcién
desconocida, s6lo | COG3831 Uncharacterized

RLE0309 en alfa- conserved protein (7/15) 5 2 * ok P
proteobacteria
Transporte de COG0598 Mg2+ and Co2+

: ( g2+ and Co .

RLEO310 | metales, p951b1e transporters (7/135) ¢ 5 * K P
redundancia
Sobrelapa co 5

RLE0319 relap n COG'l 734 DnaK_‘s(}Jppressor 3 * P
promotor protein (6/96) 6e
Divergente’ COG3317 Unch terized

RLEO0327 | posible ; [ Lneharactenze 2 * P

. lipoprotein (6/18) le
redundancia
COGO0205 6-
RLE0329 | Posible sitio FruR ph(ﬁphofmctokjnase (5/102) 2 % P
Te

Sobrelapa con | COG0361 Translation

RLE0333 | promotor initiation factor 1 (IF-1) 3 * P

. -17

sigma32 (5/135) Se
Posible COG1674 DNA segregation

RLEO0336 Jundanc; ATPase FtsK/SpollIE and 4 * K P
redundancia related (5/158) 5S¢
Divergente, s6lo | COG1052 Lactate

RLEO350 | en alfa- dehydrogenase and related 2 * p

proteobacteria

dehydrogenases (6/147) 4¢%°

Tabla 3. Ejemplos de otros elementos predichos. Las columnas contienen: identificador tomado de

RibEx °, una descripcion posible dado un analisis del elemento °, COG mas significativo ©, niimero de

motivos encontrados con MEME ¢, si presenta estructuracién de RNA predicho por dos métodos (% solo

por un método, * % por ambos métodos, * implica que una prueba fue poco convincente, ORF en caso de

que ademas 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

minuscula implica que sélo aislados organismos de ese phylum lo contienen .

Dentro de la Tabla 3 se pueden observar una gran variedad de funciones,

incluyendo division celular, reguladores transcripcionales, enzimas asociadas a procesos

redox, proteinas ribosomales, metabolismo de azticares, aminoacidos, nucleétidos, etc. A
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continuacién se describen algunos resultados puntualmente, empezando por algunos

ejemplos que se eliminarian y siguiendo con casos mas interesantes:

e Un tipo de elemento que no se esperaba encontrar eran los terminadores
transcripcionales, como RLE0004. Estos terminadores estdn realmente asociados
al extremo 3’ de los genes y son levantados erréneamente por el método. Pueden
ser descartados porque generalmente incluyen sélo un motivo y la asociacién con
cualquier COG es mas débil que la mayoria del resto de los elementos, sin

embargo dentro de los resultados existen varios como RLE0004.

¢ Los resultados incluyen muchos elementos méviles, que por su gran repetitividad
son faciles de localizar y se incluye RLE0097 ejemplificando esto. En particular
este transposén es casi exclusivo de Archaeas. En total, se encontraron 21

elementos conservados asociados a transposasas.

e En algunos casos (RLE0081, RLE0172, RLE0212 y RLE0310) pareceria que la
conservacion se debe a la falta de divergencia entre las secuencias. Al constar de
5 motivos, practicamente toda la region intergénica estd conservada. Esto habla
posiblemente de que la eliminacion de redundancia no fue lo suficientemente
estricta y que debieran eliminarse ya sea mas nimero de genomas, o tener un

filtro adicional al final.

e 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 conservacion también

pudiera deberse a esta estructura de regulacion.

e Existen muchisimos pares de genes divergentes con motivos conservados.
Algunos de estos motivos coinciden con sitios proteina-DNA ya reportados
(RLE0247, RLE0269, RLE0278, RLE0280) y muchisimos otros no, sobre todo
por estar presente solamente en organismos poco caracterizados. Posiblemente
existan constricciones funcionales en promotores divergentes que ocasionen una

mayor conservacion en estas regiones intergénicas. En el laboratorio se esta
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realizando un andlisis més extenso de la conservacién de motivos entre genes

divergentes.

Un ejemplo interesante de regulacién divergente se presenta en RLEOI13S5,
especifico 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 proteinas al DNA (RLE0062 y RLEO131) cuya conservacion es

inusual por alguna razén, como por incluir mas 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 RLE0OO18).
La ausencia de codones de paro en estas regiones pudiera ser una casualidad, o se

podria tratar de pequetios péptidos que no han sido caracterizados hasta ahora.

Puesto que se sabe que muchos operones de proteinas 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 RLEOI16 es curioso sin embargo, por estar presente en medio del
oper6on rplJL-rpoBC que incluye proteinas ribosomales y las subunidades 8 y 3’
de la RNA polimerasa. Existe un reporte de que esta region interna incluye un
sitio de procesamiento que pudiera ser lo que se esta recobrando [11]. Esta fue la
categoria en la que se encontraron mas elementos conservados, llegando a un total
de 26. Se puede observar en la tabla que muchos de los mejores elementos,

marcados en negritas, estan asociados a proteinas ribosomales.

Como ejemplos de atenuadores que emplean péptidos lider se encuentra uno de

triptofano (RLE0O130) y uno de histidina (RLE0137).

No siempre sera posible asignar funcion tentativamente. RLE0168 es un

candidato interesante pero que regula genes de funcién desconocida.




Algunos de los ejemplos que seria interesante estudiar experimentalmente:

e Existe al menos un caso que coincide perfectamente con un pequeiio RNA sraG,
el cual ya habia sido identificado, pero no caracterizado (RLE0154). Se encuentra

divergente de pnp, una de las subunidades del degradosoma de RNA.

e Cuando se asocia la sefial significativamente con un regulador o con una proteina
que une DNA o RNA, se puede tomar el motivo conservado como candidato del
sitio de union de la proteina. RLEOO17 es un buen ejemplo de esto, el motivo
conservado esta siempre asociado a un miembro del COG1733 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 proteina no

caracterizada y otra que en un caso fue catalogado como que putativamente une
RNA.

e Otro elemento entre genes divergentes es RLE0042, donde la funcién en comun
gira alrededor de maltosa, encontrandose reguladores, transportadores y enzimas
involucradas en su metabolismo. A pesar de estar sumamente distribuido entre los
Firmicutes, no esta presente en B. subtilis, lo cual es probablemente la razén de

que no ha sido caracterizado previamente.

e Existen algunos ejemplos que podrian contener mecanismos de atenuacion
(posiblemente riboswitches), debido al numero de motivos y la presencia de
atenuadores predichos. RLE0048 pareceria depender de alguna manera de
citosina, RLE0140 de serina y RLEO195 de glicerol.

e RLE0064 es un palindrome ampliamente distribuido en alpha y beta-

proteobacterias, regulando a varias enzimas asociadas a la coenzima-A.

e A pesar de que se conoce un regulador (ModE) especifico para el operén de
biosintesis del cofactor para molibdeno, RLE0073 parece incluir sitios diferentes,

conservados en la region lider del transcrito.
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e RLE0149 podria tratarse de un regulador en la degradacion de nucleoétidos, pero
al solo estar presente en Yersinia, Erwinia y Vibrio, no parece haber sido
estudiado. El Archaea Haloarcula. marismortui contiene €l mismo gene, deoC,
con el mismo motivo conservado, sugiriendo una posible transferencia horizontal,

a pesar de que los genes aledafios no sean los mismos.

e Otro par de operones divergentes, involucrados en la biosintesis de nucleodtidos,
parece ser regulado por el elemento RLE0153. A pesar de que para E. coli K12 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.

e Por ultimo 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 especifico para SAM,
haciéndolo el primer caso donde se conocen dos aptameros naturales diferentes

que han convergido en una misma funcion [20].

6. CONCLUSIONES

El método desarrollado parece ser sumamente robusto siendo capaz de encontrar
todos los riboswitches reportados hasta el momento, atin aquellos que fueron encontrados
posteriormente al desarrollo de esta tesis. Definitivamente conviene aplicar el método en
grupos de organismos mas relacionados, como firmicutes o proteobacterias (o inclusive
subdivisiones de éstas), para que mecanismos de regulaciéon especificos se encuentren
conservados y asi pueda detectarse un mayor nimero de sefiales. Por ahora, las Unicas
phyla con suficientes miembros son estos dos, sin embargo, al aumentar el numero de
organismos completamente secuenciados serd 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 regulacion,
entre los cuales seguramente habra 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 actiian a nivel del RNA.
Ademis, varios de los riboswitches descubiertos recientemente estan poco conservados y
distribuidos, lo cual dificulta aun mas la clasificacion de los resultados. Falta todavia
mejorar los criterios automatizados de evaluacion para que se pueda confiablemente
plantear experimentos sobre los mejores candidatos sin necesitar demasiados analisis
manuales previos. Sin embargo, el conjunto de resultados presentado es de por si una
seleccion bastante enriquecida en elementos regulatorios bona fide y seria muy

interesante que se analicen a fondo para completar su descripcién.

Por ahora, el presentar los resultados en el Internet, permite a toda la comunidad
cientifica tener acceso al fruto de este trabajo. La descripcion detallada de todos los
elementos regulatorios, tanto conocidos como predichos, incluyendo su posible funcién,
distribucién 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 buisquedas sobre cualquier secuencia para visualmente localizar elementos
regulatorios conocidos y predichos, ademas de atenuadores y marcos de lectura abiertos,
permite que hasta los usuarios mas casuales averiglien nuevos sistemas de regulacion en

las secuencias de su interés.

El presente ha sido un trabajo que demuestra el gran poder de las herramientas
computacionales para explotar la informacion disponible gracias a las técnicas masivas
de secuenciacion. Se vislumbra que en un futuro la cantidad de informacién siga
creciendo exponencialmente, sobre todo con los proyectos de secuenciacién de
metagenomas [84, 87], por lo cual enfoques como el de esta tesis seran cada vez mas

importantes.
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PERSPECTIVAS

Implementar una mejor automatizacion del proceso, para que los resultados

puedan mantenerse actualizados con la menor intervencion humana.

Aprovechar todos los resultados, ain los que se descartan por no ser elementos
regulatorios. Si se encuentran genes no anotados, o mal anotados, proveer esta
informacién a las bases publicas.

o Buscar correlaciones con genes, para encontrar candidatos a unirse en el

sitio.

Realizar busquedas dirigidas para encontrar nuevos sistemas regulatorios en

aquellos clados que se sabe que carecen del elemento regulatorio clésico.

Optimizar la determinacion automatizada de estructuras secundarias conservadas,

para la seleccion de mejores candidatos a ser riboswitches.

Realizar un andlisis més cuidadoso de la distribucion de los distintos elementos
regulatorios encontrados. Tratar de dilucidar el origen, asi como el patron 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

separacion de los reinos, o llegaron por transferencia horizontal?

Localizar elementos de regulacion en bases de datos menos caracterizadas, como
los metagenomas, para extender el conocimiento de su distribucién y encontrar

posibles genes analogos (sustituciones no-ortélogas).

Implementar modificaciones del método para realizar busquedas en eucariontes,

donde se buscaria conservacion en intrones y regiones 3’ no traducidas.

Utilizar otro método de agrupacion inicial, como por KEGG o grupos mas

especificas de ortdlogos, cuidando de no incluir paralogo alguno.




Al. GLOSARIO

Ado-CBL.....ooorrrriereeene, Adenosil-cobalamina, forma de la vitamina B, reconocida
por un riboswitch.

APEAMETO.....oeeiveeiireereeiienas Region de RNA capaz de reconocer especificamente y con
alta afinidad a un metabolito.

BioCye .o Conjunto de bases de datos con informacién acerca de
regulacion y caminos metabolicos.

BLAST ..ot Basic Local Alignment Search Tool. Herramienta utilizada
para comparar y alinear secuencias.

CIRCE......cociiivrireeeerene Controlling Inverted Repeat of Chaperone Expression.
Operador de genes de choque térmico, sitio de unién de dos

proteinas HrcA.

COG ..o, Cluster of Orthologous Groups of proteins. Grupos de
proteinas organizados por ortologia.

DBTBS......cciiiireineneenin DataBase of Transcriptional regulation in Bacillus subtilis.

DNA oo Acido Deoxirribonucleico, material genético.

FMN e, Flavin-mononucleétido.

GenBank ..........cooevveiereeenenne Base de datos de nucleétidos, publicamente disponible por
el NCBIL

GEeNE ..vvvvriecieeieree et Unidad basica de informacién genética, que codifica para

un RNA o una proteina.

Hipergeométrica..................... Distribucién binomial sin reemplazo.

IMUR .. Intergenic Minimal Upstream Region. Una MUR recortada
para incluir solamente nucledtidos intergénicos.

Mejor Hit Bi-Direccional....... Criterio para definir computacionalmente que dos genes
son ortélogos. Se cumple cuando el primer gene encuentra
al segundo con la mejor calificacion, al ser comparado
contra todos los genes del segundo organismo y que el

segundo encuentre al primero con la mejor calificacion, al
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ser comparado contra todos los genes del primer
organismo.

Multiple EM for Motif Elicitation. Herramienta utilizada
para descubrir patrones o motivos en un conjunto de
secuencias.

Experimento para analizar simultdneamente la expresion de
un gran nimero de genes de un organismo.

Micro RNA, involucrado en la represion de mensajeros.
Patron o segmento continuo de letras (nucledtidos o
aminoacidos).

Minimal Upstream Region. Region de 400 nucledtidos rio
arriba de un gene y 50 rio adentro. Contiene la mayoria de
los elementos regulatorios de ese gene.

National Center for Biotechnology Information.
Organizacién que entre otras cosas provee al publico de
BLAST y GenBank.

RNA no codificante. Cualquier molécula funcional de RNA
que no es traducido a una proteina.

Non-suppervised Orthologous Group. Grupos de proteinas
que no pertenecen a ningin COG, organizadas
automaticamente por criterios de ortologia.

Genes homologos cuya separacion fue debido a un evento
de especiacion.

Conjunto de genes transcritos en una sola unidad y que
comparten por lo tanto una regién de regulacion.

Valor que representa la probabilidad de que algo haya
ocurrido al azar.

Genes homologos cuya separacion fue por un evento de
duplicacién.

La siguiente divisién taxondmica después de reino.



Procariontes...........c..cccovvrneen. Organismos sin nucleo, incluye a los reinos eubacteria y
archaeabacteria.

PSI-BLAST ..ot Position-Specific Iterated BLAST. Una herramienta basada
el BLAST que mediante iteraciones logra encontrar
homologos remotos.

Regulon......c.ccvieinencncnnnne. Conjunto de genes regulados por un mismo elemento.
RegulonDB ..........ccccvveienne. Base de datos que reune informacién sobre regulacion
transcripcional de E. coli K12.
Rfam....c.ccooveeiiiiciieee, Base de datos de familias de RNA, tanto codificantes como

no codificantes.

Riboswitch ....cocceevruieireninenne. Elemento regulatorio presente en el RNA que reconoce

directamente a un metabolito, sin necesidad de un

intermediario.

Ribozima.........ccccocveeneeennes Molécula de RNA capaz de catalizar una reaccion
bioquimica.

RNA .o Acido ribonucleico, anteriormente considerada como una

molécula intermediaria, ahora se sabe que tiene muchisimas
mas funciones.
RNAI...ccoiiiiniicerieene RNA interference, proceso en que un siRNA ocasiona la

represion de un mensajero.

SAM ..o S-adenosil-metionina.

Shine-Dalgamno ...................... Sitio de union del ribosoma.

SIRNA (o Small interfering RNA, involucrado en la represién de
mensajeros.

SNORNA....cooiiiirireree e Small nucleolar RNA, relacionado con la modificacion de

nucledtidos en RNA ribosomal y de transferencia.

SPliCINg ..eevvvieiviriereecieinns Proceso post-transcripcional en que se eliminan los intrones
y se empalman los exones.

TPP.i, Tiamin-pirofosfato, forma activa de la vitamina B,

reconocida por un riboswitch.
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