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Abstract

Ezxtensive genomic studies on gene duplication in model organisms such as Escherichia
coli and Saccharomyces cerevisiae have recently been undertaken. In these models, it is
commonly considered that a duplication event may include a transcription factor (TF),
a target gene, or both. Following a gene duplication episode, varying scenarios have been
postulated to describe the evolution of the requlatory network. However, in most of these,
the TFs have emerged as the most important and in some cases the only factor shaping
the regulatory network as the organism responds to a natural selection process, in order
to fulfil its metabolic needs. Recent findings concerning the regulatory role played by ele-
ments other than TFs have indicated the need to reassess these early models. Thus, we
performed an exhaustive review of paralogous gene requlation in E. coli and Bacillus sub-
tilis based on published information, available in the NCBI PubMed database and in well-
established requlatory databases. Our survey reinforces the notion that despite TFs being
the most prominent components shaping the regulatory networks, other elements are also
important. These include small RNAs, riboswitches, RNA-binding proteins, sigma factors,
protein-protein interactions and DNA supercoiling, which modulate the expression of genes
inwolved in particular metabolic processes or induce a more complex response in terms of

the requlatory networks of paralogous genes in an integrated interplay with TFs.



Resumen

Estudios extensos se han llevado a cabo sobre la duplicacion genética en organismos mo-
delos como Escherichia coli y Saccharomyces cerevisiae. En estos modelos, se considera
comunmente que un evento de duplicacion puede incluir un factor de transcripcion (TF),
un gene blanco, o ambos. Después de un episodio de duplicacion,se han postulado distintos
escenarios para describir la evolucion de la red de regulacion. Sin embargo, en la mayoria
de ellos, los TFs se han convertido en el elemento mds importante y en algunos casos
el inico elemento que configura la red de regqulacion como respuesta del organismo a un
proceso de seleccion natural, con el fin de satisfacer sus necesidade metabdlicas. Hallazgos
recientes sobre la funcion requladora de otros elementos distintos a los TF's, han mostrado la
necesidad de adecuar los primeros modelos. Por lo tanto se realizé una revision exhaustiva
de la regulacion de genes pardlogos en E. coli y Bacillus subtilis basada en informacion
disponible en la base de datos PubMed del NCBI y en bases de datos sobre regulacion.
Nuestro estudio refuerza la idea de que a pesar de que los TFs son el componente mds
importante que configuran la red de regulacidn, otros elementos son también importantes.
Estos incluyen a RNAs pequenos, riboswitches, proteinas de union a RNA, factores sigma,
interacciones proteina-proteina y super-enrollamiento del DNA, los cuales que modulan
la expresion de genes implicados en procesos metabolicos particulares o induciendo una
respuesta mas compleja en términos de las redes de regulacion de genes pardlogos en una

interaccion integrada con los TFs



1 INTRODUCCION 1

1. Introduccion

El conjunto de genes de un organismo evoluciona a través del surgimiento de funciones o de mecan-
ismos de regulacién nuevos, que permiten una mejor adecuacion de la célula a las fluctuaciones del
medio interno y externo. Eventos como las mutaciones en los nucleétidos de las secuencias de los genes,
pueden originar una nueva funcién en sus productos polipeptidicos, por ejemplo, al modificar los sitios
de reconocimiento o de unién de la proteina hacia su sustrato o a otra proteina. A través de la trans-
ferencia horizontal de genes (HGT) es también posible que el repertorio de genes de los organismos
aumente, adquiriéndose genes con funciones nuevas provenientes de otros organismos. La transfer-
encia de genes ocurre con mayor frecuencia en organismos procariotes y filogenéticamente cercanos,
disminuyendo la probabilidad de integracion del gene fordneo en el genoma del hospedero mientras
més alejados se encuentren [31], [1]. La duplicacién genética es otro mecanismo para la generacién
de nuevos genes, a través de la cual se pueden dar innovaciones tanto en el aspecto funcional de las
proteinas como en la regulacién de los mismos. Gracias a la secuenciacién y anélisis de genomas de los
tres dominios de la vida (eubacteria, arqueobacteria y eucariota), se ha visto la prevalencia e impor-
tancia de los procesos de duplicacion genética. A los genes surgidos por procesos de duplicacion se les
llama pardlogos. El porcentaje de genes pardlogos presentes en los organismos va desde un 17 % para
bacterias como Helicobacter pylori, hasta un 65 % en organimos eucariotes como la planta Arabidopsis
thaliana [99)].

Después de la duplicacion, el destino mas frecuente para los pardlogos es que una de las copias sufra
eventos de mutacién, los cuales se acumulan y convierten a la copia en un pseudo-gene. La acumulacion
de mutaciones en los genes interrumpen su estructura y funcion, lo cual lleva a los duplicados a una
posterior eliminacién del genoma. Los pseudo-genes también pueden ocurrir en genes paralogos que
han sido seleccionados y fijados en la poblacién, pero que pasan por periodos actuales de relajacién en
las restricciones funcionales [99], [79]. Distintos modelos han sido postulados para dar una explicacién
del destino de las copias que permanecen en el genoma, como por ejemplo el de la neo-funcionalizacién,
la sub-funcionalizacién, diversificacién de la seleccion, entre otros. Dichos modelos pueden ser agrupa-

dos en dos, dependiendo el tipo de seleccidn invocada durante la etapa de fijacién de los duplicados.



Los modelos como la neo-funcionalizacién y la sub-funcionalizaciéon invocan una seleccién neutral en
las copias después de duplicadas, dicha seleccién neutral permite a los paralogos permanecer en el
genoma para posteriormente derivar una funcién nueva (neo-funcionalizacién), o bien, la funcién orig-
inal del gene parental ser compartida por las copias (sub-funcionalizacién). Los modelos agrupados en
el segundo grupo como el de la diversificacion de la seleccién, invocan a la seleccién positiva en la etapa
inmediata a la duplicacién. Dicha seleccién positiva actiia sobre los cambios en las secuencias de las
copias, hasta que deriva en la generacién de una nueva funcién o una especializacién mayor del paralo-
go [15], [33], [21]. En los modelos anteriormente descritos, la funcién del gene original es subdividida
entre las copias, o bien, se genera una nueva funcién. Sin embargo, los paralogos pueden permanecer
en el genoma conservando la misma funcién que el gene original. La retencién de la funcién del gene
parental por parte de la copia, puede ser llevada a cabo por un mecanismo de seleccién purificadora
0 bien por un mecanismo de recombinacién entre las copias llamado evolucién concertada, la cual
permite que las secuencias permanezcan homogéneas. La seleccidon purificadora es invocada en el caso
en el que la célula requiere una demanda alta de los productos codificados por los paralogos, a lo que
se conoce con el nombre de dosificacién genética. La seleccién negativa ejercida sobre los paralogos,
asegura que las secuencias de los genes permanezcan sin cambios y conservando la misma funcién, ante
la demanda de poder contar con un nimero elevado de proteina de cierto gene. Entre los ejemplos
de genes que presentan el fenémeno de dosificacién genética més conocidos se encuentran los genes
ribosomales, cuyo producto peptidico es necesario en altas concentraciones para poder llevar a cabo el
proceso de traduccién de todos los genes del organismo. Un segundo ejemplo de genes que presentan
el fenémeno de dosificacidon genética son diversos genes que codifican para proteinas transportadoras,
como es el caso del gene cadA, que es duplicado para que la bacteria pueda adaptarse a ambientes
de aguas contaminadas con altas concentraciones de cadmio [12], [50]. En un estudio de la familia del
gene de la ubiquitina de 28 especies de plantas, hongos y animales, Nei et al. [65] encontraron que
la seleccién purificadora tiene un papel mas preponderante en mantener la misma funcién entre los
paralogos que la evolucién concertada. Asi mismo, Sanchez-Perez et al. [75] han descrito una clase
de genes paralogos, llamados eco-paralogos, que mantienen la misma funcién como respuesta ante

diferentes condiciones ambientales, y no por un fenémeno de dosificaciéon genética. Los eco-pardlogos
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llevan a cabo la misma funcion celular pero bajo diferentes codiciones ecoldgicas. Un ejemplo lo rep-
resentan las proteinas pardlogas glutamato deshidrogenasa de la bacteria haldfita Salinibacter ruber,
las cuales tienen dos distintos intervalos de actividad en sal: una de las copias muestra su maxima
actividad enzimatica en ausencia de sal, mientras que la otra copia requiere de altas concentraciones
salinas para ser activa [75]. De esta forma, la redundancia genética en la célula puede responder a la
necesidad de contar con altas concentraciones de proteina de cierto gene, de adaptacion a variaciones
ambientales (eco-pardlogos), o a la necesidad de innovacién funcional (divergencia funcional), haciendo

mas complejo el genoma de los organismos.

1.1. Paralogos y funcién

Los genes y sus proteinas pueden ser agrupadas en familias funcionales, donde los miembros que
pertenecen a una misma familia, llevan a cabo funciones similares. La presencia de genes pardlogos
en las familias incrementa el niimero de miembros en ellas, y frecuentemente en genomas procariotes
hay de dos a 30 duplicados por familia [71]. El estudio de 127 genomas de eubacterias en el 2004
por Pushker et al. [idem], y el estudio de 200 genomas procariotes realizado por Bratlie et al. en el
2010, muestran una correlacién entre el aumento de genes pardlogos en las familias y el aumento del
tamano del genoma en los organismos [15]. Estudios realizados por Conant y Wagner [20] con genes
paralogos de Saccharomyces cerevisiae y E. coli, mostraron que la duplicacién de genes se presentaba
con mayor frecuencia en ciertas familias funcionales. Analizando la distribucién de los paralogos en
diferentes categorias funcionales de acuerdo a la base de datos Gene Ontology (GO), encontraron una
sobre-representacién de duplicados en las categorias del metabolismo de energia y transportadores, en
ambos genomas. La sobre-representacién de paralogos en ciertas familias funcionales, también ha sido
reportada por Pushker et al. [741] para E. coli, coincidiendo con Conant y Wagner (2002) en que las
familias de transportadores, en especial de metabolitos, contienen un mayor nimero de duplicados.
En estudios similares a los mencionados anteriormente, Bratlie et al. [15] utilizando la clasificacién
funcional de la base de datos de familias de proteinas ortélogas COG, encontré que los pardlogos

de 200 genomas procariotes, se distribuyen de manera preferencial en las categorias funcionales de
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produccién y conversién de energia (categoria COG C), motilidad celular (N), transporte de iones
inorgénicos (P), transduccién de senales (T) y mecanismos de defensa (V). Gevers et al. utilizando
también la clasificacién de la base de datos COGs, encontraron una sobre-representacién de genes
paralogos en las categorfas funcionales de metabolismo de aminodcidos, transcripcién (K), mecanis-
mos de defensa (V) y conversién de energia (C) [29]. La sobre-representacion de los pardlogos en ciertas
categorias funcionales, puede reflejar una impronta histérica de los ambientes diversos con los que se
han encontrado estos organismos durante su historia evolutiva. Muchas bacterias habitan ambientes
diversos, los cuales pueden ser estresantes para el organismo, por ejemplo, al estar contaminados, al
presentar pocos nutrientes o con altas o bajas temperaturas. La duplicacién de genes que han ocurrido
con mayor frecuencia en ciertas categorias funcionales, como por ejemplo los transportadores de iones
inorganicos, permiten a la célula la toma de metales que se encuentran en baja disponibilidad en el
medio, favoreciendo una mejor adecuacién de la célula al ambiente [20], [15].

Los pardlogos dentro de las familias pueden divergir en la funcién, fenémeno conocido como diver-
gencia funcional. La divergencia de la funcién en los paralogos cubre un espectro variado, donde los
cambios pueden ser en el reconocimiento del sustrato o sitio de unién con otras proteinas, en la reaccion
bioquimica o en el producto generado por las copias [78]. La familia de las proteinas cinasas repre-
sentan un ejemplo de variacién en el reconocimiento del sustrato, pero conservando la misma reaccion
bioquimica [63]. En E. coli los genes parédlogos trpE y pabB codifican para las enzimas antranilato sin-
tasa y para-aminobenzoato sintasa, respectivamente. Estas dos enzimas reconocen al corismato como
sustrato, pero los productos de sus reacciones son distintos y participan en vias bioquimicas diferentes
[44], [40]. En cambio las enzimas pardlogas PurK y PurT llevan a cabo reacciones distintas, la primera
es una carboxilasa, mientras que la segunda es una formil-transferasa [(3]. El surgimiento de funciones
nuevas en los duplicados, se encuentra asociado no sélo a los cambios en la regién codificante de los
genes, si no que también pueden ocurrir cambios en las regiones de regulacién de los pardlogos. La

regulacién de los genes pardlogos en las bacterias se encuentra sujeta también a la divergencia.
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1.2. Paralogos y regulacion

La adecuacién de los paralogos no ocurre solo a nivel de la funcién, si no que también suceden
cambios en la regulacién de los mismos, aumentando la complejidad del organismo. La evolucion de los
paralogos dentro de los genomas, incluye a los mecanismos de regulacién que modulan la expresién de
los genes. Dicha modulacién diferencial permite una respuesta adecuada de la célula a las fluctuaciones

del ambiente externo y de los flujos metabdlico internos.

1.2.1. Regulacién transcripcional en procariotes

Aunque la regulacién puede llevarse a cabo a diferentes niveles (transcripcional, traduccional o
post-traduccional), en bacterias la regulacién se efectiia preferentemente al nivel del inicio de tran-
scripcién. La transcripcion en las células procariotes inicia cuando los factores o interactian con la
RNA polimerasa (RNAP) para el reconocimiento de sus correspondientes secuencias promotoras. El
inicio de la transcripcién en la fase de crecimiento exponencial de la bacteria FE. coli, se lleva a cabo
principalmente por el factor ¢’°, llamado también esencial (“housekeeping”). Para el caso de la bac-
teria Bacillus subtilis el factor o equivalente se nombra como o. Los otros factores o se encuentran
asociados a grupos de genes requeridos durante condiciones especificas, como por ejemplo la respuesta

32[]

a estrés por calor que es mediada en F. coli por el factor o , 0 en el caso de la transicién entre

fases de crecimiento, cuando en fase estacionaria el principal factor o que interactiia con la RNAP es

38 [42]. De esta manera a través de los factores o se tiene la oportunidad de mantener una expresion

o
genética basal de los genes esenciales, asi como el redireccionamiento de la maquinaria transcripcional
hacia la expresién de genes de respuesta ante determinado estimulo o fase de crecimiento celular [95],
[16], [60]. Otro elemento de la regulacién de la maquinaria transcripcional son las proteinas de unién
al DNA, llamadas factores transcripcionales (TFs), los cuales pueden regular de manera positiva o
negativa la transcripcién de sus correspondientes genes blanco (Figura 1.A). Los TFs afectan la ex-
presién de los genes bloqueando o favoreciendo el reconocimiento de la RNA polimerasa (RNAP) al

promotor. En términos generales, los TFs estan compuestos de dos dominios, uno de unién al DNA y

otro de regulacién. En el 80 % de los TFs conocidos, el plegamiento predominante que se presenta en
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el dominio de unién al DNA es el de hélice-giro-hélice (HTH), mientras que en el porcentaje restante
se han identificado en menor proporcién otros plegamientos como los dedos de zinc, las hojas-G y el
plegamiento de hélice-asa-hélice, el cual se encuentra restringido a las gamma-proteobacterias [70],
[71]. El dominio de regulacién de los TFs puede interactuar con otras proteinas o metabolitos ante
determinadas senales internas o cambios ambientales [10], [15], [50], consiguiendo de esta forma sensar

los estados celulares de la bacteria.

A Red de regulacion transcripcional (TRN)
i TF
—— Activacion
—— Represion
sitio de union del TF
0 Gene
)
. reaccion

| metabolito

Figura 1: Elementos de la regulacién transcripcional y su representacién como una red. (A) Elementos que componen
la regulacién transcripcional: TF, sitio de unién del TF y el gene blanco. (B) Representacién de las regulaciones tran-
scripcionales como una red, llamada red de regulacién transcripcional (TRN). Figura modificada de [33]. (C) Motivo de
regulacién “feed-forward”, en el cual la accién de X sobre Z puede ser de manera directa, o indirecta a través de Y. TF:

factor transcripcional.
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1.2.2. Red de regulacién transcripcional, TRN

Los elementos de regulacion pueden establecer entre si relaciones de distintos tipos, por ejemplo
el que un gene blanco sea regulado por mas de un TF, el que un TF regule a més de un blanco,
o que un TF se auto-regule. Los TFs, sus genes blanco y las interacciones transcripcionales entre
ellos han sido conceptualizados como una red, por lo que se le ha nombrado red de regulacién tran-
scripcional (TRN) [101], [88] (Fig. 1.B). En dicha red los TFs y sus blancos representan los nodos,
mientras que las interacciones entre ellos representan los enlaces o aristas [37], [5]. Estudios sobre
la regulacion transcripcional, desde la perspectiva de redes, han mostrado ciertas caracteristicas en
comin, como por ejemplo que su arquitectura es libre de escala (muchos nodos con pocas conexiones
y pocos nodos con muchas conexiones), revelando la existencia de reguladores globales (hubs), como
la proteina de represion catabdlica por fuentes de carbono CRP, la cual regula a 359 genes blanco
[10], [36]. También es frecuente encontrar en la estructura de la TRN la presencia de circuitos de
regulacién con interconexiones recurrentes, llamadas motivos. El motivo de regulacion més frecuente
es el “feed-foorward”, en el cual hay 3 elementos involucrados: X, Y y Z (Fig. 1.C). El diseno del
motivo “feed-foorward” permite dos tipos de dindmica, una cuando X, Y son ambos activadores de Z,
con lo que el circuito actia como un filtro ante senales transitorias. Si X regula a Z de manera postiva
v Y regula a Z negativamente, entonces el circuito puede mantener la expresion de Z dentro de un
intervalo deseado [30], [24]. Las TRN han sido estudiadas también desde una perspectiva dindmica,
analizando su comportamineto ante cambios de condiciones especificas. En el caso de S. cerevisiae uti-
lizando datos de expresion genética para cinco diferentes condiciones, se ha visto que la TRN presenta
cambios en su arquitectura, como que los TFs adquieran o pierdan conexiones, con lo cual se modifica
la topologia de la red. Una consecuencia de la modificacion de la arquitectura es que algunos TFs
que son “hubs” en una condicién, no lo son en otra, mientras que algunos TFs “hubs” permanecen
como tales en cualquier condicién [53], [9]. En el caso de E. coli, se han identificado unidades de proce-
samiento de senales ambientales, llamadas origones (“origon”), las cuales son sub-redes dentro de la
TRN. Los origones se encuentran agrupados alrededor de un TF, el cual se encuentra especializado

para la deteccion de cierta senal. La respuesta transcripcional de la célula depende del tipo de per-
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turbacion sensada, lo cual desencadena la activacién de diferentes sub-redes (origones) bajo distintas
condiciones ambientales. En Mycobacterium tuberculosis se han identificado distintos grupos de sub-
redes dentro de la TRN, las cuales se activan en diferentes etapas de adaptacion del patégeno en su
hospedero. Con lo cual también en genomas procariotes la TRN presenta una dindmica que va modi-

ficando la estructura de la red, dependiendo de las condiciones en que se encuentre la célula [7], [3], [1].

1.2.3. TRN y duplicacién

Las relaciones de regulacion que se observan en la TRN son un producto de un proceso evolutivo,
en el cual distintos mecanismos como las mutaciones, la transferencia horizontal y las duplicaciones,
moldean la estructura y generan la diversidad de la red. Los eventos de duplicacién de elementos de
regulaciéon como los TFs, tiene como consecuecia la generacién de una red con interacciones complejas.
El aumento en el nimero de TFs en genomas grandes con respecto a los de menor tamano, no implica
un aumento en la diversidad de las familias de TFs. Lo que se ha observado es un aumento en el niimero
de miembros por familia, muchos de los cuales han surgido por duplicacién [87], [741]. La duplicacién
de TF's permiten una adaptacién més versatil de la divergencia funcional adquirida de la duplicacién
de genes estructurales. Estudios realizados con datos de microarreglos para evaluar la expresién de
genes paralogos en la levadura S. cerevisea, muestran que una alta proporcién de genes duplicados
tienen una répida divergencia en su expresion. 40 % de los pardlogos evolutivamente cercanos muestran
una ausencia de co-expresion, mientras que el 80 % de las copias con tasas de sustituciones sinénimas
(Kg) mayores a 1.5 no son co-expresados. Estos resultados son consistentes con la idea de que la
divergencia en la co-expresién aumenta con el tiempo evolutivo [35]. Después de ocurrida la duplicacién,
la divergencia de la expresion y la regulacién de las copias se incrementa, habiendo una evolucion
asimétrica en los paralogos, donde la expresion de una copia evoluciona rapidamente, mientras que
la otra mantiene su perfil de expresién ancestral [341]. Los cambios en los patrones de expresion estan
asociados a los cambios en los mecanismos de regulaciéon que modulan la activadad de las copias. En
estudios hechos en las TRNs utilizando los genomas de S. cerevisea, Drosophila melanogaster y H.

pylori, han reportado una disminucion de los sitios de unién de los TFs que son compartidos entre
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genes paralogos, observandose una pérdida de 3% de TFs comunes por cada 1% de divergencia en
la identidad de la secuencia de aminoécidos de las copias [658], [58]. Los TFs desempenan un papel
importante en la redes de regulacién de los genes paralogos, siendo los elementos de regulacién mas
destacados y con frecuencia los tinicos tomados en cuenta en los estudios realizados con las TRNs. A
partir del estudio de las TRNs de S. cerevisea y E. coli, Teichmann y Babu [27] han propuesto un
modelo evolutivo ampliamente aceptado acerca de la evolucién de la regulaciéon en genes duplicados.
En dicho modelo, la pérdida o ganancia de interacciones dentro de la red de regulaciéon puede ocurrir
a través de tres escenarios: el primero es la duplicaciéon de un TF, el segundo la duplicacién de un

gene blanco y el tercero la duplicacién tanto del TF como el de su gene blanco (Fig. 2).

a b
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Figura 2: Modelo de crecimiento por duplicacién y sus consecuencias para la evolucién de la red. La unidad bésica
de regulacién se muestra en el centro: el factor de transcripcién (TF), el gene blanco (TG) y el sitio de unién del TF.
Los paneles describen los posibles eventos de duplicacién de la unidad bésica de regulacién y su subsecuente divergen-
cia resultando en una nueva interaccién de regulacién. (a) Duplicacién del TF. (b) Duplicacién del gene blanco. (c)

Duplicacién del TF y del gene blanco. Figura tomada de [37].

Si bien los TFs son los elementos de regulaciéon méas abundantes en la célula, no son los tnicos en
participar en la dindmica y la conformacién de las redes de regulacién. La divergencia en los mecanismos

de regulacion en los paralogos no queda circunscrita inicamente a TFs y sus interacciones proteina-



10 1.2 Parélogos y regulacién

DNA, pudiendo abarcar otros sistemas de regulacién tales como los mediados por RNA (en cis y trans),
RNA-proteinas o interacciones proteina-proteina. El modelo de evolucién de la regulacién de genes
paralogos de Teichman y Babu (2004) puede ser generalizado a otros sistemas de regulacién donde
los elementos reguladores sean distintos a los TFs, asi como a distintos niveles de regulacién aparte
del transcripcional, obteniendo un panorama mas completo y un mejor conocimiento de la evolucion
de las redes de regulacién de genes paridlogos. El presente trabajo examind de manera sistematica la
divergencia en la regulacién de las secuencias paralogas de los genomas de FE. coli y B. subtilis para
identificar mecanismos de regulaciéon adicionales a los operados por TFs, cuyo aporte a la TRN le

proporcionen mayor versatilidad.
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2.

Hipdtesis

La divergencia en la regulacién de genes pardlogos se presenta también sistemas de regulacion
tales como los mediados por moléculas de RNAs (cis y trans), por interacciones del tipo proteina-

RNA o proteina-proteina, aparte de los modulados por TFs.

Objetivos
Identificacion de genes paralogos en los genomas de E. coli y B. subtilis
Identificacion de mecanismos de regulacién por TFs en las secuencias paralogas

Identificacion de mecanismos de regulacion en genes paralogos mediados por otros elementos

distintos a los TF's
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4. Metodologia

4.1. Identificacién de genes paralogos

Para el estudio de la divergencia en la regulacién de genes paralogos se utilizaron los genomas de
E. coli y B. subtilis. La identificacién de proteinas paralogas se llevé a cabo bajo los criterios descritos
en otros trabajos, donde los alineamientos pareados entre las secuencias de aminodcidos presentan al
menos un 30 % de identidad, sobre al menos un 60 % de las longitudes de la secuencias comparadas.
Asf como también el tener un valor de corte de E-val de 10=° [15], [59], [74]. Por medio de una com-
paracién todos-contra-todos (“all-against-all”) entre las secuencias de proteinas de un mismo genoma
y usando el programa BLASTP [3], se identificaron a 477 grupos de genes paralogos en el genoma de

E. coli, en tanto que en el genoma de B. subtilis se identificaron a 483 grupos de genes pardlogos.

4.2. Identificacién de elementos de regulacion basados en TF's

Para indagar sobre los mecanismos de regulacién presentes en los grupos antes definidos, se con-
sultaron tanto base de datos de regulaciéon de organismos modelo, como la literatura disponible sobre
sistemas de regulacion. Para el andlisis de los mecanismos de regulacién mediados por factores de
transcripcién (TF) en el genoma de B. subtilis se utilizé la base de datos DBTBS [¢1] en su versién 5,
la cual compila informacién de datos experimentales. Mientras que el analisis de los TFs en FE. coli se
realiz6 utilizando la base de datos RegulonDB [20] en su versién 6.3, la cual es parcialmente curada

manualmente.

4.3. Identificaciéon de elementos de regulacion en genes paralogos basados en

moéculas de RNA

La busqueda de elementos de regulacién operados por sistemas de RNA, se llevé a cabo utilizando
modelos de covarianza (CM) depositados en la base de datos Rfam (version 9.1) [32], la cual contiene

modelos de 603 familias de RNAs estructurales, con propiedades de regulacién. Los modelos de co-
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varianza modelan de manera simultanea la relacién que guarda la secuencia del RNA con respecto
a su estructura, caracterizando de esta forma a una familia de RNAs, cuyo plegamiento sea impor-
tante para la funcién. Utilizando el programa Infernal [23], se buscaron en las regiones 5’ rio arriba
de los genes pardlogos identificados, secuencias de regulacién que se adecuaran a los CMs utiliza-
dos, cumpliendo con los valores de corte impuestos para cada familia. Otros sistemas de regulacién
como sRNA o sistemas de dos componentes, fueron documentados realizando una busqueda y compi-

lacién de informacion en la literatura cientifica utilizando la base de datos de referencias PuBMed [76].

4.4. Documentacion de funciones de genes paralogos

La documentacion sobre las funciones de los genes y su participacién en rutas metabdlicas se re-
aliz6 con la base de datos KEGG [19], la cual contiene informacién sobre las rutas bioquimicas de los

distintos organismos, asi como los genes identificados en ellas.
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Figura 3: Metodologia utilizada para la identificacién de proteinas pardlogas y sus mecanismos de regulacién en los
genomas de FE. coli y B. subtilis. A partir de las secuencias de proteinas de cada genoma, se identificaron a los grupos de
parélogos utilizando el programa BLASTP. La regulacién presente en cada grupo de paralogos fue obtenida de distintas
bases de datos sobre regulacién. Se clasificaron a los sistemas de regulacién de acuerdo al elemento de regulacién: TFs,
factores o, RNA (cis y trans), sistemas de dos componentes y RNA-proteina. Posteriormente se realizé una aleatorizacién
de las relaciones observadas en cada tipo de sistema de regulacién. Se llevaron a cabo 10,000 simulaciones para cada tipo
de sistema, los valores medios obtenidos de las aleatorizaciones fueron comparados contra los valores reales observados,

en términos de desviaciones estdndar.
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5. Resultados

De los 477 grupos de paralogos identificados en E. coli, el 92 % de ellos esta constituido de dos a
cinco pardlogos cada uno, mientras que el restante 8 % de grupos se encuentra conformado de seis o
més paralogos, siendo 60 el nimero maximo de copias encontradas en un grupo (Fig. suplementaria
12, Cuadro suplementario 2). Los grupos con el mayor niimero de duplicados (60, 28, 22), contienen
proteinas pardlogas cuyas asignaciones funcionales de acuerdo a la base de datos COG, son, trans-
portadores del tipo ABC y reguladores transcripcionales de unién al DNA. 291 grupos se encuentran
regulados por al menos un TF, y en 248 grupos de pardlogos, los TFs que regulan a las copias pueden
ser distintos. Un ejemplo lo representan los genes paralogos zntA y copA de E. coli, los cuales codifican
para proteinas transportadoras de zinc y cobre, respectivamente. La regulacién de zntA y copA se lleva
a cabo por los TFs paralogos ZntR y CueR, ZntR regula la expresién de zntA y CueR la de copA (Fig.
4). Los iones metdlicos son requeridos en cantidades traza por las células, por lo que su disponibilidad
en bajas o en altas concentraciones, provocan alteraciones en el metabolismo celular. La homeostasis
del zinc en E. coli se mantiene por medio de la activacién de un grupo de genes, cuyos productos
codifican para proteinas de transporte y exportacién. Cuando en el interior de la célula hay un exceso
de zinc, el TF ZntR activa la transcripcién de zntA, cuya proteina lleva a cabo la exportacién del ex-
ceso de zinc del citoplasma al periplasma [97], [(9]. En el caso de la homeostasis del cobre, la proteina
exportadora CopA es la encargada de expulsar el exceso de cobre en el citoplasma. El gene copA se
encuentra regulado por el TF paralogo CueR, el cual sensa los niveles de cobre en el citoplasma de
la bacteria. La activacién transcripcional de copA, permite que su producto polipeptidico exporte el

exceso de cobre del citoplasma al periplasma, donde la proteina CueO se encarga de oxidarlo [96], [17],
[35].

Para el caso de B. subtilis, de los 483 grupos de parédlogos que se definieron, el 92 % presentan
de dos a cinco duplicados, mientras que el restante 2% presentan de seis hasta 57 pardlogos por
grupo(Fig. suplementaria 13). Los grupos con el mayor nimero de copias (57, 29, 28) tienen asigna-
ciones funcionales de acuerdo a las categorias COG de transportadores tipo ABC, deshidrogenasas de

cadena corta y reguladores transcripcionales de unién al DNA. En 225 grupos se encontré regulacién
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Figura 4: Genes pardlogos donde la divergencia de la regulacién se debe a la presencia de distintos TFs actuando en
las copias. Los genes paralogos zntA y copA codifican para los transportadores de zinc y cobre, respectivamente. La

regulacién de las copias es ejercida por los TFs pardlogos ZntR y CueR. Figura modificada de [57].

en al menos una de las copias por TFs. Para evaluar la ocurrencia de la divergencia en la regulacion
de los genes pardalogos, se procedié a determinar la posibilidad de igualar el ntimero de interacciones
de regulacion observadas a través del azar. Para lo cual se contrasto la ocurrencia de la divergencia
en las redes de paralogos estudiadas, contra las generadas de manera aleatoria, y observar si el azar
era capaz reproducir los datos obtenidos. Para determinar la significancia estadistica de que diferentes
TFs se encuentren regulando a un par de genes paralogos, se procedio a realizar una evaluacién similar
a la realizada por Teichmann y Babu (2004) [37], para el andlisis de los resultados encontrados en sus
estudios de TRN. Las interacciones de regulacién divergente observadas fueron aleatoriamente bara-
jadas, para lo cual se realizaron 10,000 simulaciones conservando el nimero de relaciones, asi como los
mismos elementos (TFs, genes blanco). Posteriormente se compararon las medias de las interacciones
simuladas contra el niimero de interacciones observadas; el mismo procedimiento se realizé tanto para
E. coli como para B. subtilis. En términos de las desviaciones estdndar (SD), el niimero de interac-
ciones observadas en E. coli se encuentra a 19.5 SD de la media de las interacciones divergentes de las

10,000 simulaciones (Cuadro 1). Para el caso de B. subtilis el nimero de las interacciones observadas
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en la TRN estuvo a 19 SD de la media (Cuadro 1) de las 10,000 aleatorizaciones correspondientes
a su red. Los datos alejados de la media, en unidades de desviaciones estandar, implican eventos es-
tadisticamente significativos, los cuales no se encuentran solamente debido al azar en una distribucion
normal. El drea bajo la curva a la derecha de 3 SD equivalen al 0.5 % de datos y la probabilidad de
obtener al azar datos tan alejados de la media, como los obtenidos de 19 SD, es practicamente nula
(Fig. suplementaria 14). Los resultados obtenidos corroboran lo reportado en otros estudios para los
genes pardlogos ([34], [68], [58]), donde lo que se observa es una divergencia en los mecanismos de
regulaciéon que modulan a las copias. Las relaciones de regulacién surgidas por procesos de duplicacion
son las que predominan en las TRN, reportandose sélo una pequena fraccién de relaciones de regu-

lacién evolucionando por recombinacién o por innovacién [87], [1].

5.1. Divergencia en el tipo de regulacién (activacién/represién) del TF sobre sus

genes paralogos blanco

El modelo propuesto por Teichmann y Babu no considera en su esquema el tipo de regulacién que
ejerce el TF sobre su blanco, si es positiva o negativa, y si se conserva o cambia; Teichmann y Babu
solo consideran el surgimiento o perdida de la interaccién entre los pardlogos y su regulador. En 43
grupos de genes paralogos de los 291 regulados por TFs en E. coli, el TF que regula a las copias se
conserva y ejerce una actividad de regulacién dual sobre las copias: a una lo regula de manera positiva,
mientras que a la otra de manera negativa. Este tipo de escenario evolutivo se observa en la regulacion
de los genes gntK e idnK de E. coli, involucrados en la sintesis de 6-fosfogluconato para las rutas
Entner-Doudoroff y de las pentosas fosfato, respectivamente. Tanto gntK como idnkK, se encuentran
regulados por los mismos TFs, los cuales son CRP, GntR y IdnR. La regulacién que ejerce IdnR
sobre las copias es diferencial, mientras que en gntK el efecto ejercido por IdnR es la de reprimir la
transcripcién, en el paralogo idnK la accién de IdnR es la de ser un activador de la transcripcién [11],
[17] (Fig. 5).

En el caso de B. subtilis, de los 225 grupos de paralogos regulados por al menos un TF, sélo 8

grupos estan regulados por TFs cuya actividad sobre las copias es dual. Un ejemplo que ilustra la
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Cuadro 1: Valores de las simulaciones de las interacciones de los distintos tipos de sistemas de regulacién, descritos

para E. coli (eco) y B. subtilis (bsu). i-real: interacciones reales observadas; Z i-azar: media de 10,000 interacciones al

azar simuladas; NA: No Aplica.

i-real I i-azar SD distancia

Divergencia en TFs

eco 931 239.82 14.91 19.52

bsu 189 45.32 7.55 19.02

Divergencia en tipo de regulacion

eco 136 94.66 11.26 3.67

bsu 16 8.57 3.79 1.96

Factores o, anti-o, anti-anti-o

eco 70 7.01 3.51 17.97

bsu 91 39.72 7.55 6.79

Interacciones proteina-proteina

eco 16 0.23 0.67 23.46

bsu 12 0.29 0.75 15.53

RNAs en cis y trans

eco NA NA NA NA

bsu 16 0.88 1.3 11.64

divergencia en la modulacién en B. subtilis, son los genes paralogos tnrA y ginR. Los productos de
tnrA y glnR son los factores transcripcionales TnrA y GInR, respectivamente, y controlan la expre-
sién de los genes involucrados en la disponibilidad de nitrégeno. Los dominios de unién al DNA de
ambos TFs son similares, variando en el dominio de la transduccién de las senales, por lo que cada
proteina responde ante diferentes condiciones de crecimiento. TnrA activa y reprime la transcripcién
de sus blancos cuando hay una limitante en el nitréogeno disponible, en tanto que que GInR reprime
la transcipcion de sus blancos ante un exceso de nitrégeno. Los genes tnrA y ginR se auto-regulan,

ademas de presentar una regulacién cruzada. GInR reprime a tnrA y a su propio gene, mientras que
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Figura 5: Genes paralogos donde la divergencia de la regulacién se debe al cambio de la actividad reguladora sobre las
copias. El TF IdnR ejerce una regulacién dual en los genes duplicados gntK y idnK, activando en uno la transcripciéon

y reprimiendola en el otro. Figura modificada de [57].

en el caso de TnrA, regula de manera dual a sus blancos: reprime a el gene glnR y activa a tnrA [11],
[98]. El porcentaje de grupos de pardlogos con regulacién diferencial fue menor en B. subtilis con un
valor de 3.6 %, mientras que en E. coli fue de 14.8 %, lo que nos estaria indicando un mayor aporte
a la diversidad de la TRN en éste tltimo organismo por divergencia en el tipo de interaccién (+/-).
En E. coli la actividad de regulacién dual se encuentra con mayor frecuencia asociado a grupos de
pardlogos regulados por TFs globales como ArcA, CRP, FIS, FNR, Huns, IHF y Lrp [55]. En contraste,
s6lo algunos de los TFs globales de B. subtilis como AbrB, CcpA, SpoOA y TnrA [(1] presentan
una actividad dual de represién/activaciéon sobre los pardlogos, mientras que otros actian siempre
como represores (CodY, Fur, LexA y YrzC) o como activadores (ComK). Solamente una porcién muy
pequena de TFs locales presentan una actividad dual (4/-) sobre sus pardlogos blancos. Es el caso
del regulador NtrC de E. coli, el cual reprime la transcripcién del transportador de glutamina glnH,
mientras que activa la transcripcién del transportador de histidina/lisina/arginina/ornitina hisJ y el
transportador de lisina/arginina/ornitina argT [102]. Para evaluar la significancia estadistica de que

un elemento de regulacién del tipo TF, se encuentre modulando de manera divergente (activando a uno
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y reprimiendo al otro) a genes paralogos, se procedio a realizar una evaluacién similar a la realizada
anteriormente a los grupos con divergencia en la regulaciéon por TFs. Las interacciones de regulacién
dual observadas fueron aleatoriamente barajadas, posteriormente se compararon las medias de las
interacciones simuladas contra el nimero de interacciones observadas. el mismo procedimiento se re-
aliz6 tanto para FE. coli como para B. subtilis. En términos de las desviaciones estandar, el nimero de
interacciones observadas en E. coli se encuentra a 3.7 SD (Cuadro 1) de la media de las interacciones
duales de las 10,000 simulaciones. Para el caso de B. subtilis el niimero de las interacciones duales
observadas en la TRN estuvo a 2 SD (Cuadro 1) de la media de las 10,000 aleatorizaciones correspon-
dientes a su red. Cuando los reguladores globales tanto de E. coli y de B. subtilis son removidos y
se realizan de nuevo las aleatorizaciones, las distancias se incrementan 6.5 y 3.4 SD, respectiamente.
Estos resultados remarcan la plasticidad evolutiva de las redes de regulacion, no sélo a través de la
adquisicién o perdida de una interaccion, si no también con la modificacién en el tipo de modulacién
(positiva/negativa) ejercida sobre los pardlogos. Nuestros resultados sugieren que la divergencia en la
modulacién es una de las primeras etapas para la innovacién a un nivel bioquimico en las copias, tal
vez como un paso hacia la modificacién de toda una ruta. Aunque los paralogos pueden retener la mis-
ma funcidn, la expresion diverge de manera rapida entre las copias después del evento de duplicacidn,
implicando que modificaciones en la expresion genética preceden a potenciales cambios en la funcién.
Diversos autores mencionan la contribucién que tiene la divergencia funcional de los paralogos para
la innovacién a nivel bioquimico [25], [34], [100]. Para corroborar nuestras observaciones, analizamos
la divergencia metabdlica de los genes paralogos, a través de la identificacion de las diferencias en la
reaccién bioquimica o ruta metabdlica de las copias. Observamos para E. coli que 198 (42 %) grupos
de paralogos, tienen asignados una reaccion enzimaética o una ruta metabdlica de acuerdo a la base de
datos KEGG [19]. Del conjunto de 198 grupos con un KEGG asignado, 53 (27 %) de ellos comparten
la misma ruta metabdlica y realizan la misma reaccién enzimética; 64 (32 %) presentaron pardlogos
en diferentes rutas metabdlicas; 26 (13 %) grupos estuvieron conformados con genes pardlogos que
se encuentran en la misma ruta metabdlica, pero ocupando diferentes pasos dentro de la misma; 55
(28 %) grupos presentaron ID-KEGGS formados parcialmente por alguna de las categorias descritas

antes (Fig. 6). Con respecto a los 485 grupos de parédlogos de B. subtilis, se encontraron que 178 (36 %)
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de ellos tienen asignados una reaccién o una ruta metabdlica en el KEGG. Del universo de 178 grupos,
79 (44 %) de ellos comparten la misma ruta metabdlica y realizan la misma reaccién enzimética; 52
(29 %) presentaron parédlogos en diferentes rutas metabdlicas; 11 (6 %) grupos estuvieron conformados
con genes paralogos que se encuentran en la misma ruta metabdlica, pero ocupando diferentes pasos
dentro de la misma; y 36 (20 %) grupos presentaron paralogos formados parcialmente por elementos
en distintas rutas o pasos metabdlicos (Fig. 6). La mayor divergencia tanto a nivel metabdlico como
en el tipo de regulacién (+/-), sucede en E. coli. La rapidez con que ocurren los cambios metabdlicos
que originan la divergencia en la ruta o en el paso, es menor en B. subtilis. Mas del 70 % de grupos
de parélogos en E. coli han evolucionado para ser reclutados en vias metabdlicas diferentes, o bien,
estando en la misma ruta, las copias se encuentran realizando pasos metabdlicos distintos. En B. sub-

tilis la mayoria de los grupos (44 %) pardlogos se encuentran conservando la ruta metabdlica.

5.2. Divergencia en sistemas de regulacién distintos a TF's: factores o

Con respecto a la divergencia en la regulacién por factores o, 100 (21 %) de los 477 grupos de
pardlogos en E. coli y 144 (30%) de los 485 grupos paralogos de B. subtilis estdn regulados por
factores ¢ alternativos, o bien anti-o y anti-anti-o. Se procedio a realizar una comparacion de los
datos observados contra las interacciones obtenidas por simulacion, tal como se describié antes para
los TF's con regulacién dual. El valor de las interacciones de regulacién por o alternativos en E. coli y
B. subtilis estuvieron a 18 y 6.8 SD, respectivamente, de la media obtenida para las aleatorizaciones

corespondientes (Cuadro 1). El escenario de evolucién para genes paralogos basado en factores o, se

B F

ilustra con of y of de B. subtilis. 0P se encuentra involucrada en la respuesta a estrés y o en la
esporulacién temprana, la red de regulacién involucra también a factores anti-o y anti-anti-o, haciendo
mas compleja la evolucion de los mecanismos de regulacién. En un primer momento, la actividad de

F sobre sus genes blanco es inhibida por la unién de los factores anti-c RsbW y SpolIAB,

oByo
respectivamente. Posteriormente los factores pardlogos anti-o son negativamente regulados por los

factores anti-anti-o RsbV y SpollAA, finalmente la transcripcion de los genes que codifican para los

factores pardlogos anti-anti-o dependen de los factores o paralogos o y o [41] (Fig. 7).
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Figura 6: Grupos de genes paralogos y su anotacién en el KEGG [19]. Las categorias en las cuales se agruparon son:
SDM (sin divergencia en la ruta metabdlica y la funcién), DMR (divergencia en la ruta metabdlica), DMP (divergencia

en el paso metabdlico). En la categoria de otros hay una combinacién de divergencia en la ruta y/o en el paso metabdlico.

La red de regulacion de los factores o, representa un ejemplo de la extension del modelo de Te-
ichmann y Babu [37], donde los elementos de regulacién divergentes no son TFs. La evolucién de los
motivos estructurales de las TRN se ve enriquecida por la duplicacién de los elementos de regulacién
que participan en el mismo, se ha observado que los motivos del tipo “feed-forward” incorporan a genes
duplicados dentro de sus circuitos, como sucede con los parslogos of" y o de B. subtilis los cuales
son parte de motivos “feed-forward” distintos [72]. Los eventos de duplicacién enriquecen los motivos
estructurales, lo cual permite un reconfiguracién de las relaciones dentro de la TRN, permitiendo al

organismos una mejor adaptacién a su nicho [28].
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Figura 7: Genes pardlogos donde la divergencia de la regulacién se presenta en sistemas mediados por factores o, anti-o

y anti-anti-o. Figura modificada de [57].

5.3. Divergencia en sistemas de regulacién distintos a TF's: sistemas de dos com-

ponentes

Las redes de regulaciéon que evolucionan por duplicacién de genes, no se encuentran reguladas
exclusivamente a nivel del inicio de la transcripcion. La actividad de proteinas pardlogas puede verse
modificada también a nivel post-traduccional, a través de interacciones proteina-proteina. Este tipo de
interaccion estd representada por los sistemas de dos componentes de transduccion de senales. Muchos
de estos sistemas estdn constituidos por una proteina histidina-cinasa unida a la membrana de la
célula, la cual sensa senales especificas del ambiente y cataliza la transferencia de un grupo fosfato
a su correspondiante regulador de repuesta, el cual induce la activacién de sus blancos. Los sistemas
de dos componentes, han surgido en su mayoria por procesos de duplicacién y diversificacién de los
dominios que componen a las proteinas [92]. El dominio sensor de la histidina-cinasa, evoluciona de
manera mas rapida que el dominio de unién al DNA de los reguladores de respuesta. La variacién

de los dominios de regulacién permiten una divergencia en la especificidad de la regulacion, lo cual
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amplia el intervalo de senales ante las que puede responder la célula. La duplicacion y la subsecuente
recombinacién de los sistemas de dos componentes, permiten el desarrollo de la diversidad genética [19],
[2], [90]. Un ejemplo de regulacién por sistemas de dos componentes, son los reguladores de respuesta
pardlogos GInG y AtoC de FE. coli. GInG y AtoC estan involucrados en la activacion transcripcional de

genes de respuesta a la limitacién de nitrégeno y el catabolismo de los acidos grasos de cadena corta,

respectivamente [51]. La actividad de regulacién de GInG y AtoC depende de sus correspondientes
histidina-cinasas paralogas GlnL y AtoS [52], [66] (Fig. 8).
Duplication of regulatory element Transcriptional activation of genes Transcriptional activation of short-chain
telated to nitrogen imitation fatty-acids catabolic related genes

GinL AtoS
A/<kﬂ > A<IL /}7 <L t
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Figura 8: Genes parélogos donde la divergencia de la regulacién se presenta en sistemas mediados por sistemas de dos

componentes. Figura modificada de [57].

Del conjunto de genes paralogos analizados, se encontro que nueve grupos de paralogos tanto en E.
coli como en B. subtilis estan regulados por sistemas de dos componentes. A pesar de que el nimero
de grupos con sistemas de regulacién proteina-proteina representa una fraccion pequena del conjunto
de datos, las interacciones observadas se encuentran a 23.5 y 15.5 SD con respecto de la media de las
aleatorizaciones en FE. coli y B. subtilis, respectivamente. El papel que desempenan las interacciones
proteina-proteina en las redes de genes paralogos, tiene una relevancia jerarquica para toda la red,
ya que se encuentran regulando muchos otros genes o interactiando con otras proteinas para formar
cascadas de regulacién transcripcional. Dichas cascadas permiten la amplificacién de la respuesta [62],

ante determinadas senales externas. Es el caso de los sistemas de dos componentes PhoP /PhoQ, Rs-
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tA/RstB y PhoB/PhoR, los cuales responden a las condiciones dcidas del medio en E. coli [67], y

cuyos reguladores de respuesta son paralogos.

5.4. Divergencia en sistemas de regulacién distintos a TFs: RNAs (cis y trans) e

interacciones proteina-RNA

La importancia de la molécula de RNA en la regulacién de los genes ha sido documentada en afnos
recientes. En bacterias, el mecanismos de regulacién por RNA puede actuar de dos formas, como un
elemento en cis, por ejemplo los riboswitches, los cuales se localizan en la regién lider 5’ del gene que
regulan [94], [93]. O bien en trans, regulando a su mRNA blanco a través del apareamiento de sus
bases, resultando en cambios en la traduccién o estabilidad [30]. Usando los modelos de co-varianza
de la base de datos Rfam [27], se procedio a buscar elementos de regulacién por RNA. En E. coli
los genes pardlogos rpoH y rpoS se regulan a través del RNA. El gene rpoH codifica para el factor
oy estd regulado por un elemento en cis, el cual se encuentra en la regién codificante. A bajas
temperaturas, el plegamiento del termo-regulador sobrelapa y secuestra al sitio de unién del ribosoma
(RBS), inhibiendo la traduccién del mRNA de rpoH. A temperaturas de 42°C, la conformacién del
plegamiento que bloquea la traduccién cambia, permitiendo que el RBS sea reconocido por el ribosoma
e inicie la traduccién [641]. En el caso del gene pardlogo rpoS, la regulacién depende de un grupo de
RNA pequenios actuando en trams, en respuesta a distintos tipos de factores de estrés como bajas
temperaturas (DsrA), choque osmético (RprA) y oxidativo (OxyS). RprA y DsrA tienen un efecto
desestabilizador sobre la estructura que bloquea el acceso al RBS, permitiendo que se lleve a cabo
la traduccion, en tanto que OxyS tiene un efecto negativo en la traduccion por un mecanismo no
conocido [30] (Fig. 9).

Se identificaron 28 y 52 grupos de genes pardlogos correspondientes a F. coli y B. subtilis, con
regulaciéon por moléculas de RNA. Se realizaron simulaciones para las relaciones observadas donde
un RNA participa en la regulacion de dos o més pardlogos, encontrando interacciones de este tipo
solo en B. subtilis, con un valor alejado en 11.6 SD de la media de su aleatorizaciéon. En general los

elementos de regulacion en cis, como los riboswitches, estdn presentes en mayor medida en los genes
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Figura 9: Genes pardlogos donde la divergencia de la regulacién se presenta en sistemas mediados por RNAs en cis y

trans. Figura modificada de [57].

pardlogos del Firmicute B. subtilis. En tanto que la regulacién de genes pardlogos por RNAs en trans
es particularmente importante en E. coli y otras bacterias Gram-negativas. Hay una tendencia en los
RNAs en trans de regular genes que codifican para proteinas de membrana externa, las cuales estan
involucradas en la respuesta a estrés. Algunos de los SRNA se han generado por duplicacién, como el
caso del RNA OmrA de E. coli, el cual es expresado en la fase estacionaria tardia, y su pardlogo OmrB,
el cual se expresa de manera transitiva durante la fase estacionaria temprana [37]. Las interacciones
proteina-RNA también pueden ser incluidas en las redes de regulacién generadas por duplicacién. Un
ejemplo de regulacién por interacciones proteina-RNA son los genes paralogos bglP y sacP de B. sub-
tilis, los cuales codifican para las permeasas que transportan salicina y sacarosa, respectivamente. La
regulacién transcripcional de las copias se lleva a cabo por las proteinas paralogas de unién al RNA
LicT y SacT, las cuales se unen a anti-terminadores que se localizan en las regiones rio arriba de los
genes bglP y sacP [77] (Fig. 10). Dicha unién lleva a cabo la disrupcién de estructuras terminadoras
que bloquean el inicio de la transcripcion de bglP y sacP. Se llevé a cabo la evaluacién de las interac-
ciones observadas RNA-proteina. Dicha evaluacion se realizé sélo en B. subtilis, ya que en E. coli no

se observd la existencia de dicho mecanismo. El niimero de interacciones observadas de RNA-proteina
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fue de 12, dicho valor se encuentra a 11.6 SD de la media de sus simulaciones.
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Figura 10: Genes pardlogos donde la divergencia de la regulacién se presenta en sistemas mediados por RNA-proteinas.

Figura modificada de [57].

5.5. Divergencia en sistemas de regulacion distintos a TFs: super-enrollamiento

Otro mecanismo de regulaciéon que actia en la modulacién de los genes pardlogos es el super-
enrollamiento, el cual ha sido descrito como un regulador global de la expresién genética. La expresion
coordinada de los genes involucra distintos niveles jerdrquicos, como el control individual de genes u
operones, o bien operones organizados en estructuras mayores como los regulones. Se ha propuesto
que los niveles méas altos en la jerarquia de la regulacién genética, son modulados por sistemas de
super-enrollamiento del DNA [35]. El grado de super-enrollamiento del DNA puede ser modulado por
la accion de las topo-isomerasas. Dicha modulacién surge como respuesta a una variedad de condi-
ciones ambientales o nutricionales como lo son la temperatura, osmolaridad, estrés oxidativo, cambios
en el crecimiento de medio aerobio a anaerobio, entre otros [38], [31], [18], [43]. El super-enrollamiento
del DNA ajusta los niveles basales de expresién de todos aquellos genes cuya transcripcién dependa
de promotores que son directamente sensibles al enrollamiento del DNA [35]. Es el caso para algunos
genes cuya transcripcién por o3®, dependen del super-enrollamiento que ocurre ante las condiciones

de crecimiento [13]. El sistema de regulacién por super-enrollamiento forma parte también de las redes
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de regulacion de genes paralogos. De acuerdo a nuestros datos existen en FE. coli 15 grupos de genes
paralogos cuya regulacion estd siendo directamente modulada por super-enrollamiento, mientras que
en B. subtilis no se observo este efecto. Tres de los grupos regulados por super-enrollamiento del DNA,
son reguladores transcripcionales que a su vez regulan a otros genes. El efecto inicial de regulacion por
super-enrollamiento, se expande en la red de regulacién a través de los reguladore transcripcionales. Un
ejempo es el regulador OxyR, el cual esta involucrado en la respuesta a estés oxidativo. El bajo nimero
de interacciones observadas donde dos o més paralogos estuvieran regulados por super-enrollamiento,

no permitio realizar las aleatorizaciones antes descritas.

5.6. Distintos tipos de elementos de regulacion modulan a los paralogos

La respuesta a las diferentes seniales extracelulares y metabdlicas por parte de la red de regulacién
de genes paralogos, involucra la integracién de distintos tipos de elementos reguladores, actiando a
diferentes niveles. Un buen ejemplo sobre la integracién de elementos y mecanismos de regulacién
se encuentra en las porinas pardlogos OmpC y OmpF de E. coli, involucradas en la respuesta a
estrés por osmolaridad, temperatura y oxidativo [37], [73]. Las distintas capas y tipos de elementos
de regulacién de las copias comprende: i) regulacién en el inicio de la transcripcién por 11 TFs que
modulan directamente a ompC y ompF’; ii) regulacién al inicio de la traduccién, efectuada por un
grupo de RNAs pequenos; iii) control post-transcripcional por la chaperona de RNA StpA sobre el
RNA de micF, induciendolo a degradacion; y iv) modificaciones post-traduccionales de la actividad de
la proteina, como en el caso de la activaciéon de OmpR, por medio de su fosforilacién por la histidina-
cinasa EnvZ. Un sélo elemento de regulacién puede actuar a distintos niveles, como por ejemplo,
H-NS el cual regula de manera directa a ompC reprimiendo su transcripcién y de manera indirecta la
traduccién de ompF, reprimiendo la transcipcién del RNA antisentido micF' (Fig. 11). E1 TF OmpR
presenta una actividad de regulacién dual sobre su blanco. OmpR es un regulador de respuesta del
sistema compuesto por OmpR-EnvZ, el cual sensa los cambios de osmolaridad. El estado activo de
OmpR depende de la fosforilacién que lleva a cabo EnvZ, a baja osmolaridad, la proteina fosforilada

OmpR-P se encuentra en bajas concentraciones, y se lleva a cabo la activacién transcripcional de
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ompF. Mientras que a alta osmolaridad, las concentraciones de OmpR-P son altas, y la proteina se

une a sitios adicionales de baja afinidad en ompF, bloqueando la transcripcién del gene [73].
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Figura 11: Ejemplo de integracién de la red de regulacién de genes parslogos, basado en diferentes elementos de
regulacién. Se esquematiza la red de regulacién de las porinas pardlogas OmpC y OmpF'. Los genes y sus correspondientes

productos polipeptidicos estdn con el mismo color. Figura tomada de [57].
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6. Conclusiones

La compilacién y andlisis de los elementos de regulacién de genes paralogos en E. coli y B. subtilis,
nos ha llevado a extender el modelo original de evoluciéon de redes de regulacién, los cuales tomaban
sélo a los TFs en cuenta, a un modelo de tipo mas general, el cual incluye otros reguladores tales
como los RNA pequenios (trans), riboswitches (RNA en cis), proteinas de pegado a RNA, factores
o, sistemas de dos componentes y super-enrollamiento del DNA. A pesar de que los TFs son los
elementos mas extensamente usados en las redes de regulacién, la utilizacién de otros elementos de
regulacion ha resultado en un incremento significativo de la versatilidad de la red. Nuestros anélisis son
consistentes con observaciones previas [21] acerca de la relevancia de los genes pardlogos en las redes de
regulacion, para los procesos de adaptacién de un organismo en respuesta a los cambios ambientales.
Los procesos de duplicacién genética proporcionan no solo el material para la evolucion de los genes,
si no que aportan también complejidad a la evolucién de los genomas [39]. La regulacién de los genes
paralogos ademas de poder divergir [653], [58], [35], puede integrar diferentes sistemas de modulacién,
los cuales actian en distintas etapas del procesamiento de la informacion genética. Tal es el caso de
la regulacion de las porinas OmpC y OmpF, las cuales se encuentran reguladas no sélo a nivel de
la transcripcion, si no que los procesos de regulacién suceden también a nivel post-transcripcional,

mediados por elementos como sRNA e interaciones RNA-proteina (Fig. 11).

Nuestros resultados también destacan la importancia que tiene la modulacién de un TF sobre sus
genes blanco paralogos, donde a una de las copias la puede regular de manera postiva, mientras que
a la otra copia de manera negativa. Este tipo de mecanismo permite incrementar la diversidad de
circuitos de regulacion dentro de la red, sin la necesidad de ganar o perder una interaccion a través del
reclutamiento de TFs nuevos o la perdida de los sitios de unién del TF en los paralogos. La divergencia
en el tipo de regulacién (+/-) que se ejerce sobre genes pardlogos, puede ocurrir como una primera
etapa para una innovacién bioquimica en las copias. La mayoria de grupos de pardlogos que presentan
divergencia en el tipo de modulacién (+/-), presentan también divergencia metabdlica, tanto en E. coli
como en B. subtilis. Dicha divergencia metabdlica hace que los paralogos se encuentren en diferentes

rutas bioquimicas, o bien, si se encuentran en la misma ruta, las copias ocupan pasos distintos dentro de
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la misma. De esta manera los procesos de divergencia en la regulacion de los parédlogos, se acompaiian

de cambios en las funciones metabdlicas de las copias.

7. Perspectivas

La divergencia en los mecanismos de regulacién en genes paralogos [57], preceden los cambios que
suceden entre las copias a nivel de funcién. El proceso de duplicaciéon es un mecanismo por el cual
familias de proteinas homélogas pueden expandirse y diversificarse, generando subfamilias al interior
del grupo. Las subfamilias de genes pardlogos producto de las duplicaciones, son una fuente para la
generacién de divergencia funcional [1], [51], [91]. La correcta identificaciéon de subfamilias dentro de
las familias de proteinas homologas, nos ayudara a definir mejor las funciones llevadas a cabo por cada
subgrupo, lo cual redundara en una mejor transferencia de anotaciones funcionales. Un ejemplo donde
se observa la divergencia funcional entre subfamilias de proteinas, es el de la familia de la fosfatidil-
glicerofosfato sintasa (PgsA) la cual es la encargada de catalizar la conversién de CDP-diacilglicerol
a fosfatidil-glicerofosfato. En la base de datos de proteinas ortélogas (COG) [30], la familia de la
PgsA se encuentra agrupada en el COGO0558, por lo que se considera que todas las secuencias en la
familia llevan a cabo la misma funciéon. PgsA forma parte de una familia de proteinas que utilizan
CDP-DAG como precursor para diferentes compuestos, entre las que se encuentran la fosfatidilcolina
sintasa (Pcs), fosfatidilserina sintasa (Pss) y la fosfatidilinositol sintasa (Pis) [32].

Utilizando las relaciones de bidireccionalidad que se establecen a nivel de secuencias entre las proteinas
del COGO0558, se dividié a la familia en dos subgrupos empleando el programa Markov Cluster Algo-
rithm (MCL) (http://micans.org/mcl/), [39]. El andlisis de los dos grupos obtenidos, nos mostr6 que
uno de ellos estaba constituido por secuencias que contienen un motivo de aminoacidos especifico para
la familia PgsA, mientras que el otro subgrupo presenté secuencias con el motivo de la familia de
proteinas Pis. Debido al incremento de genomas secuenciados en su totalidad y la necesidad de contar
con herramientas més precisas de anotaciéon funcional, desarrollaremos un servidor web para poner
a disposicion del usuario las subfamilias encontradas por nuestras divisiones con MCL. Dicho servi-

dor pretende servir como herramienta de analisis de subfamilias de proteinas surgidas por duplicacién,
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donde a parte de divergir en la regulacién, pueden divergir en su funciéon. Como parte de las estrategias

a seguir se encuentran las siguientes:

= Divisién de familias de proteinas ortélogas utilizando los Bbt y el programa MCL

» Caracterizacion de las subfamilias utilizando perfiles hechos con MEME [6] y HMMER [22]

= Elaboracién de un servidor web que ponga a disposicién del usuario las subfamilias encontradas.
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8. Suplementos

8.1. Figura

Frecuencia de elementos por grupo en Escherichia coli
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Figura 12: Frecuencia absoluta del nimero de elementos (paralogos) por grupo en E. coli. E1 92 % de los grupos estan

conformados de dos a cinco pardlogos, mientras que el restante 8 % presentan de seis a mds copias por grupo.
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Cuadro 2: Valores de las frecuencias absolutas de los niimeros de paralogos en cada uno de los 477 grupos definidos en

E. coli y en los 485 grupos definidos en B. subtilis.

Numero de paralogos Frecuencia en FE. coli Frecuencia en B. subtilis

2 305 311
3 78 94
4 35 31
5) 22 10
6 9 7
7 9 12
8 1 4
9 4 4
10 3 1
11 2 4
12 1 1
13 2 0
14 1 0
15 0 1
16 2 1
19 0 1
22 1 0
28 1 1
29 0 1
o7 0 1

60 1 0
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8.1 Figura
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Figura 13: Frecuencia absoluta del nimero de elementos (paralogos) por grupo en B. subtilis.
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Curva de distribucion normal
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Figura 14: Curva de distribucién normal. Se muestra el drea bajo la curva correspondiente a 1 y 4 desviaciones estdndar,

asi como el porcentaje de casos que se encuentran en ellas.
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New insights into the regulatory networks of paralogous genes in bacteria. 2010.
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Extensive genomic studies on gene duplication in model organisms such as Escherichia coli and
Saccharomyces cerevisiae have recently been undertaken. In these models, it is commonly
considered that a duplication event may include a transcription factor (TF), a target gene, or both.
Following a gene duplication episode, varying scenarios have been postulated to describe the
evolution of the regulatory network. However, in most of these, the TFs have emerged as the most
important and in some cases the only factor shaping the regulatory network as the organism
responds to a natural selection process, in order to fulfil its metabolic needs. Recent findings
concerning the regulatory role played by elements other than TFs have indicated the need to
reassess these early models. Thus, we performed an exhaustive review of paralogous gene
regulation in E. coli and Bacillus subtilis based on published information, available in the NCBI
PubMed database and in well-established regulatory databases. Our survey reinforces the notion
that despite TFs being the most prominent components shaping the regulatory networks, other
elements are also important. These include small RNAs, riboswitches, RNA-binding proteins,
sigma factors, protein—protein interactions and DNA supercoiling, which modulate the expression
of genes involved in particular metabolic processes or induce a more complex response in terms

of the regulatory networks of paralogous genes in an integrated interplay with TFs.

Introduction

Gene duplication is one of the main sources of functional
divergence in organisms (Babu et al, 2004; Conant &
Wolfe, 2008; Gelfand, 2006; Lynch & Conery, 2000;
Teichmann & Babu, 2004). In order to fulfil an organism’s
metabolic needs, selection processes modify the regulation
of the paralogous gene copies, taking advantage of a
repertoire of new functions. Duplication events may
include genes coding for transcription factors (TFs),
permitting a more versatile adaptation of the functional
diversity gained from the duplication of structural genes.
Different aspects of the evolution of the regulatory
networks of paralogous genes have been examined,
including the co-evolution of the upstream regulatory
regions and their corresponding TFs; the likely conse-
quences of gain, loss, and replacement of TFs in the
regulatory networks of paralogous genes (Gelfand, 2006;
Teichmann & Babu, 2004); and also the topological and
dynamic properties of the regulatory networks (Babu et al.,
2006; Balaji et al., 2007; Luscombe et al., 2004). This review

Four supplementary tables are available with the online version of this
paper.

will consider the fascinating repertoire of additional
mechanisms other than TFs, which help regulate the
expression of paralogous genes in Escherichia coli and
Bacillus subtilis. This analysis is derived from an extensive
compilation of the regulatory information available from
the NCBI PubMed database and deposited in the E. coli
RegulonDB Release 6.3 (Gama-Castro et al., 2008), B.
subtilis DBTBS (Sierro et al., 2008) and Rfam version 9.1
(Gardner et al., 2009) databases.

TFs are essential elements in the regulatory
networks of paralogous genes

TFs are the most prominent and usually the only regulatory
element taken into account in any of the aforementioned
studies because of the important role they play in the
regulatory networks of paralogous genes. Teichmann &
Babu (2004) formulated a widely accepted evolutionary
model portraying the regulation of duplicated genes. In this
model, the loss and gain of regulatory interactions may
occur following the duplication of either a TF or a target
gene, or following the duplication of both a TF and a target
gene (Fig. 1a). The Teichmann and Babu model does not
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question whether the regulatory effect (either activation or
repression) of the TFs on the paralogous genes is conserved
or changed in any of these instances; it only considers the
regulatory interactions. An example of a regulatory
conserving effect is found in the E. coli paralogous genes
zntA and copA (Group 393, Supplementary Tables S1 and
S3), coding for zinc and copper transporters, which are
regulated by the paralogous TFs ZntR and CueR,
respectively (Yamamoto & Ishihama, 2005a, b) (Fig. la).
We also identified examples of regulatory systems where
the TF is maintained but a different effect is gained (either
activation or repression) in one of the paralogous genes.
This evolutionary scenario can be observed in the
regulation of the E. coli gntK and idnK gluconate kinase
genes, involved in the 6-phosphogluconate synthesis which
takes place in the Entner—-Doudoroff and pentose phos-
phate pathways, respectively. Although these genes are
regulated by the same TFs, CRP, GntR and IdnR, the last
TF represses the transcription of gntK, whereas it activates
the transcription of idnK (Bausch et al., 2004; Izu et al.,
1997) (see Fig. 1b and Group 449 of Supplementary Tables
S1 and S3).

In order to quantify the divergence in the regulation of
paralogous genes in E. coli and B. subtilis, BLAST
comparisons (Altschul et al., 1990) of their corresponding
protein sequence sets were carried out. Based on these
comparisons, we identified 477 groups of paralogous genes
in E. coli. From this set, 291 groups of paralogous genes
were found to be regulated by at least one TF, and for 43 of
these (14.8%) the TFs were shown to have a dual
activation/repression effect on their corresponding para-
logous target genes (Supplementary Table S3). In B. subtilis
this tendency was considerably less. Out of the 483 groups
of paralogous genes, we found that 225 groups were
regulated by at least one TF, and eight of these (3.6 %)
presented at least one TF with a dual activation/repression
regulatory activity (Supplementary Table S4). In E. coli,
this dual regulatory activity is more frequently found in the
groups of paralogous genes regulated by global TFs: ArcA,
CRP, FIS, FNR, Hns, IHF and Lrp (Martinez-Antonio &
Collado-Vides, 2003) (see Supplementary Table S3). In
contrast, only some of the B. subtilis global TFs such as
AbrB, CcpA, Spo0A and TnrA (Moreno-Campuzano et al.,
2006) exhibit a dual activation/repression activity, whereas
others either act always as repressors (CodY, Fur, LexA and
YrzC), or always as activators (ComK) (see Supplementary
Table S4). Finally, a smaller proportion of local TFs show
dual activation/repression regulatory activity on paralo-
gous genes. This is the case for the E. coli NtrC
transcription regulator, which represses the transcription
of the glutamine transporter subunit glnH gene and
activates the transcription of the histidine/lysine/arginine/
ornithine transporter his/ and the lysine/arginine/ornithine
transporter argT genes (Zimmer et al., 2000) (Group 27 of
Supplementary Table S1).

In order to test the statistical significance of finding a
regulatory element (TFs, sigma factors, protein—protein

interactions, DNA supercoiling, RNAs and RNA-binding
proteins) that regulates two or more paralogous genes in a
regulatory network, we carried out a computer simulation
procedure, similar to the one performed by Teichmann &
Babu (2004), where the regulatory interactions were
randomly shuffled. Having performed the randomization
process 10000 times, we compared the mean values of
these simulations against the number of interactions in the
real regulatory networks of E. coli and B. subtilis (531 and
189 interactions, respectively). These real interactions were
found to be significantly different from the average
interactions of their corresponding randomized E. coli
and B. subtilis datasets (19.5 and 19 standard deviations,
sDs, respectively). The statistical significance of two or
more paralogous genes being regulated by a similar TF, but
having a dissimilar regulation (activation vs repression),
was also evaluated. In this case, the distance of the real
values from the mean of randomly generated networks in
E. coli and B. subtilis was 3.7 and 2 spDs, respectively.
Interestingly, when this analysis was performed excluding
the global regulators of E. coli (ArcA, CRP, FIS, FNR, Hns,
IHF and Lrp) (Martinez-Antonio & Collado-Vides, 2003)
and B. subtilis (AbrB, ComK, TnrA, CodY, SpoOA and
CcpA) (Moreno-Campuzano et al., 2006), both distances
increased significantly, to 6.5 and 3.4 sps, respectively.
These results highlight the evolutionary plasticity of the
regulatory networks: not only as a result of the duplication
of TFs interactions on the regulatory network as
previously proposed by Teichmann & Babu (2004), but
also as a result of the divergent effect of the TF interactions,
activating or repressing the transcription of paralogous
genes.

Divergence of paralogous genes may include the modifica-
tion or acquisition of new regulatory mechanisms, changes
in gene dosage (Gu et al., 2002), subdivision of ancestral
functions and the evolution of new functions (Conant &
Wolfe, 2008). Our results suggest that modulation is one of
the first steps towards evolutionary innovation at a
biochemical level, perhaps as a step towards the modifica-
tion of the entire pathway. In this regard, diverse authors
have proposed that while paralogues may retain similar
functionality, gene expression rapidly diverges immediately
after duplication events (Gu et al., 2005, 2002; Li et al.,
2005), implying that alterations in gene expression precede
potential changes in function. Furthermore, it has been
postulated that paralogous genes which diverge in function
contribute to evolutionary innovation at a biochemical
level (Evangelisti & Wagner, 2004; Gu et al., 2005, 2002;
Zhang et al, 1998). In order to corroborate these
observations, we analysed the metabolic divergence of
paralogous genes. By identifying the differences in the
assigned biochemical reaction or metabolic pathway, we
were able to show that 198 (42 %) of the paralogous groups
in E. coli have a known metabolic function, according to
the KEGG database (Gu et al., 2005, 2002; Kanehisa et al.,
2008). From this set, we identified 53 groups (27 %) that
possess members which share the same metabolic pathway
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and perform the same enzymic reactions; 64 groups (32 %)
which are formed exclusively from proteins that belong to
different pathways; and 26 groups (13 %) which are
entirely constituted of proteins that are part of the same
pathway, although they take different metabolic steps.

Intermediate cases of groups partially formed by any of the
above categories were found on 55 occasions (28 %).
Slightly different tendencies were observed in the 485
groups of paralogous genes in B. subtilis. Finally,
duplication events may not be restricted to individual
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Fig. 1. Regulatory elements involved in the regulation of the paralogous gene copies. (a) Simplification of the model of
Teichmann & Babu (2004), where a new TF is gained in order to regulate one of the paralogous gene copies. TFs are
represented by circles. (b) Extension of the Teichmann and Babu model where the differential regulation of the paralogous
genes depends on the different regulatory activity (either activation or repression) of a TF on its gene targets. The activation and
repression activities of the TFs are represented by circles with green and red perimeters, respectively. (c) Regulatory networks
of paralogous genes dependent on sigma, anti-sigma and anti-anti-sigma factors. These factors are represented by rectangles,
hexagons and triangles, respectively. The inhibitory activity of these elements is represented by T-like lines. (d) Regulatory
networks of paralogous genes dependent on protein—protein interactions. In bacteria, two-component signal-transduction
systems are one of the most common types of regulatory networks. The histidine kinases of the system are represented by ovals,
and the response regulators by circles. (e) Regulatory networks of paralogous genes dependent on cis- and trans-RNA
elements. cis-RNA elements are represented by stem-and-loop structures, whereas different small RNAs are represented by
short undulating lines. (f) Regulatory networks of paralogous genes dependent on RNA-binding proteins (represented by

rhomboids).

genes, but may also involve large parts of metabolic
pathways, as is the case with the leucine, arginine and lysine
biosynthesis pathways, where several enzymes are involved
in related chemical reactions, with analogous but different
substrates (Fondi et al., 2007).

Alternative sigma, anti-sigma and anti-anti-sigma
factors may also be part of the regulatory network
of paralogous genes

Transcription regulation by alternative sigma factors, anti-
sigma factors and anti-anti-sigma factors is a common
strategy used by various organisms in order to accomplish
different cellular processes, including (i) the regulation of
specific biogenesis processes, such as flagellar biosynthesis
in E. coli, which is regulated by ¢** (Chilcott & Hughes,
2000); (ii) the response to a metabolic requirement, as
occurs when E. coli grows in nitrogen-deprived conditions
and gene transcription depends on o°* (Reitzer &
Schneider, 2001); (iii) the response to different kinds of
stress factors, as in heat shock stress in E. coli, which is
regulated by ¢, or in the case of general stress in B.
subtilis, which is regulated by ¢® (Hecker et al., 2007); (iv)
synchronized transcription at a specific growth stage, as
occurs in the stationary phase of E. coli, where transcrip-
tion is regulated by ¢°°® (Hengge-Aronis, 2002); and (v)
coordinated cell differentiation processes, such as B. subtilis
forespore formation, whose regulation depends on genes
transcribed by oF, o, 6%, ¢! and o* (Kroos & Yu, 2000).
Although in general each of the sigma factors recognizes
clearly distinguishable promoter sequences and thus
transcribes different groups of genes, in E. coli the
stationary-phase ¢°° and its paralogous counterpart, the
housekeeping ¢’’, may share overlapping sets of target
genes (Typas et al, 2007). The presence of cis-acting
elements located in the promoter region, as well as the
activity of trams-acting proteins, establishes whether a
promoter is recognized by RNA polymerase containing ¢°°
or ¢’°. This transcription regulation based on ¢°° and ¢”°
constitutes a clear example of an extension of the
Teichmann and Babu model, where the regulatory network
grows by the duplication of regulatory elements other than

TFs, which modulate the expression of common gene
targets.

According to our compiled data referring to the regulatory
networks of paralogous genes, there are 100 out of 477
(21 %) groups in E. coli and 144 out of 483 (30 %) groups
in B. subtilis that are regulated by alternative sigma, anti-
sigma or anti-anti-sigma factors (Supplementary Tables S1
and S2). In order to evaluate the statistical significance of
finding a sigma factor which regulates two or more
paralogous genes, we repeated the simulation procedure
performed in the TF analysis, using the sigma factor
interaction as input data. Our statistical analysis shows that
these sigma factor interactions on paralogous genes in E.
coli and B. subtilis were highly significant, as they registered
18 and 6.8 sps above the mean shown by those obtained in
the corresponding randomized regulatory networks. The
regulatory model of paralogous genes based on sigma
factors is illustrated by the stress response and the early
sporulation stage of B. subtilis, which both depend on the
paralogous sigma factors ¢” and ¢'. The regulatory
network of these systems also involves a set of paralogous
anti-sigma and anti-anti-sigma factors and represents an
excellent example of an extension of the Teichmann and
Babu model, where the regulatory elements are not TFs. In
a first instance, the transcriptional role of ¢® and ¢% on
their target genes is inhibited by the binding of the anti-
sigma factors RsbW and SpollAB (Group 232,
Supplementary Tables S2 and S4), respectively. In a second
instance, these paralogous anti-sigma factors are negatively
regulated by the anti-anti-sigma factors RsbV and SpolIAA
(Group 313, Supplementary Tables S2 and S4). Finally, the
transcription of the genes that encode these paralogous
anti-anti-sigma factors depends on the paralogous sigma
factors o™ and oF (Hecker et al., 2007) (Fig. 1c).

The impact of evolutionary forces on the topological
structures known as motifs has been analysed for different
kinds of networks (Shen-Orr et al., 2002); for example
biological regulatory networks (Kashtan & Alon, 2005;
Shen-Orr et al, 2002) and paralogous gene networks
(Teichmann & Babu, 2004). It has been reported that
duplication of an entirely feed-forward motif (a topological
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structure where a TF regulates a second TF, and both TFs
simultaneously regulate a target gene) has not been
observed in the regulatory networks of model organisms,
although single genes generated by duplication could be
part of a new feed-forward or other kind of motif. For
example, in B. subtilis the paralogues ¢" and ¢" are part of
different feed-forward motifs. In the first case, ¢ forms a
feed-forward motif with the anti-anti-sigma factor
SpolIAA and the anti-sigma factor SpolIAB, as ¢* regulates
the expression of SpollAA and SpolIAB, whereas SpolIAA
modulates the expression of SpolIAB. In a similar manner,
the second feed-forward loop is formed by ¢, PhoP and
PhoR, which are involved in phosphate uptake, post-
exponential growth phase and other stress responses
(Pragai et al., 2004). Duplication events, or mutations in
the duplicated regulatory genes or in the regulatory target
sites, can generate new feed-forward motifs useful for the
rewiring of the regulatory networks of the paralogous
genes, which favours the adaptation process of the
organism as it responds to niche adaptation (Gelfand,
2006).

Protein—protein interactions modulate the activity
of paralogous proteins

The regulatory networks evolved by gene duplication are
not exclusively regulated at the level of transcription
initiation. The activity of paralogous proteins can also be
significantly post-translationally modified by protein—
protein interactions. This kind of regulation is mainly
represented by the two-component signal-transduction
systems. Most of these systems consist of a membrane-
bound histidine kinase that senses a specific environmental
signal and catalyses the transfer of a phosphate group to its
corresponding response regulator, inducing its activation.
An example of this regulation is found in E. coli by the
paralogous TFs GInG and AtoC, involved in the transcrip-
tional activation of genes in response to nitrogen limitation
and the catabolism of short-chain fatty acids, respectively.
The regulatory activity of these TFs depends on their
corresponding paralogous histidine kinases GlnL and AtoS
(Lioliou et al., 2005; Ninfa & Magasanik, 1986) (see Fig. 1d
and Group 8 of Supplementary Tables S1 and S3). Another
well-characterized example of the regulation of paralogous
proteins by protein—protein interaction is observed in the
chemotactic response of E. coli. In this case CheR and CheB
cause the post-translational regulation of the methyl-
accepting chemotaxis proteins Trg, Tap, Tar, Aer and Tsr,
paralogous proteins that undergo changes in their
methylation state in response to chemical stimuli, thus
establishing the swimming pattern (Ferris & Minamino,
2006) (See Group 41 of Supplementary Tables S1 and S3).
From our set of paralogous genes, we found nine groups
regulated by protein—protein interactions in E. coli and
nine groups in B. subtilis (Supplementary Tables S1 and
S2). The numbers of post-translational interactions that
involve one regulator modulating the activity of two or
more paralogous genes in E. coli and B. subtilis were 16 and

12, respectively. Despite the fact that these interactions
represent only a small fraction of their corresponding
regulatory networks, we found these values to be
statistically significant, as they are 23.5 and 15.5 sps above
the means of the corresponding E. coli and B. subtilis
randomly generated networks. It is worth mentioning that
these protein—protein interactions in the networks of
paralogous genes have great hierarchical relevance in terms
of the overall regulatory networks, since the modified
proteins commonly correspond to regulatory proteins that
in turn regulate the transcription of many other genes or
interact among these to form a cascade of transcriptional
regulation, as in the cases of PhoP/PhoQ, RstA/RstB and
PhoB/PhoR, two-component systems that respond to
acidic conditions in E. coli (Ogasawara et al., 2007).

The preceding examples demonstrating the regulatory role
of the two-component system proteins provide evidence of
the relevance of protein—protein interactions in the
evolution of the regulatory networks of paralogous genes
in E. coli and B. subtilis. It has been documented that the
sensor domain of the histidine kinases is subject to a faster
evolutionary process than that of the DNA-binding
domain of the response-regulator proteins (Alm et al,
2006). The plasticity of these elements in terms of their
capacity to change their regulatory specificity as they
respond to the adaptive process may include gene
duplication and specialization (Commichau & Stulke,
2008). Furthermore, it has been proposed that two-
component proteins acquired through duplication may
undergo subsequent domain shuffling, permitting the
development of novel genetic diversity. This may happen
more quickly than that manifested by two-component
systems acquired by horizontal gene transfer, as these
proteins are more likely to retain their original functions
(Alm et al., 2006; Wanner, 1992; Yosef et al., 2009). To sum
up, massive duplication followed by shuffling, faster
evolution in the sensor protein domain, and probably
horizontal gene transfer, all have a significant influence on
the evolution of protein—protein interactions and on the
architecture of regulatory networks in bacteria.

RNA and RNA-binding proteins are important
factors involved in shaping the regulatory
networks of paralogous genes

The important role played by RNA molecules in gene
regulation has been recently documented. In bacteria, RNA
molecules can regulate either in cis, e.g. as riboswitches that
are located in the 5" untranslated leader region (Winkler &
Breaker, 2005) or in trans, acting as diffusible products
which act by base pairing with their target mRNAs,
resulting in changes in their translation or stability
(Gottesman et al., 2006). We identified the participation
of RNA elements in 28 and 52 groups of paralogous genes
in E. coli and B. subtilis, respectively (Supplementary Tables
S1 and S2), by means of computational analysis, using the
co-variance models from the Rfam database (Gardner et
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al., 2009). As an example of the RNA molecules recognized,
Fig. 1(e) shows the regulation of the E. coli rpoH and rpoS
paralogous genes (Group 374 of Supplementary Table S1),
which code for the ¢! and ¢° sigma factors, respectively.
The translation of rpoH is under the regulation of a cis-
acting RNA element located in the coding sequence of the
rpoH gene. At low temperatures, this thermo-regulator
folds into a secondary structure which overlaps and
sequesters the ribosome-binding site (RBS), inhibiting
rpoH translation (Narberhaus et al, 2006) (Fig. le). In
contrast, the regulation of rpoS depends on a set of trans-
acting small RNAs, in response to different kinds of stress
factors, such as low temperature (DsrA), osmotic shock
(RprA) and oxidative shock (OxyS). Interestingly, RprA
and DsrA have a positive effect on rpoS translation by
destabilizing a secondary structure that sequesters the RBS,
whereas OxyS has a negative effect on translation, by an
unidentified mechanism (Gottesman et al., 2006) (Fig. le).

In general, the number of RNA molecules acting in cis as
riboswitches on the regulatory networks of paralogous
genes is greater in the Firmicute B. subtilis than in the
Proteobacterium E. coli. Indeed, there are B. subtilis
riboswitches that do not exhibit a counterpart in E. coli,
which is the case for the T-box element, regulating different
kinds of genes involved in amino acid biosynthesis,
transport and charging onto their corresponding tRNAs
(Gutierrez-Preciado et al., 2005, 2009). On the other hand,
the regulation of paralogous genes by trans-acting RNA
elements is particularly important in E. coli and other
Gram-negative bacteria, where it has been related to the
response to different stress factors such as the aforemen-
tioned low temperature (DsrA), osmotic shock (RprA) and
oxidative shock (OxyS), in addition to the stress caused by
iron limitation (RyhB) and the accumulation of glucose
phosphate (SgrR) (reviewed by Gottesman, 2005). In fact,
there is an important bias of these small RNAs to regulate
paralogous gene coding for outer-membrane proteins
involved in stress response, previously described (see
Groups 19, 58 and 278 of Supplementary Tables S1 and
S3). Interestingly, some of these small RNAs have been
generated by duplication, as is the case of E. coli OmrA
RNA, which is accumulated in the late stationary phase,
whereas its paralogous counterpart, OmrB, is transiently
expressed in the early stationary phase (Guillier et al.,
2006). In higher organisms such as rice, it has been
proposed that some pseudogenes may have acquired novel
regulatory roles as antisense small RNAs, after being
duplicated (Guo et al., 2009). Duplication of regulatory
RNA elements is not restricted to trans-acting RNAs, but
may include cis-acting riboswitches. Such is the case with
tandem T-boxes located in the regulatory regions of the
tryptophan biosynthetic operons in Bacillus anthracis,
Bacillus cereus, Bacillus halodurans and other Gram-
positive bacteria. It has been proposed that these tandem
ribositches may expand the range of regulation of their
respective transcription units (Gutierrez-Preciado et al.,
2005).

RNA-binding proteins can also be included in the
regulatory networks of genes generated by duplication.
An example of this is found in the carbon catabolite
repression system in B. subtilis, which makes possible the
preferential utilization of easily metabolizable carbon
sources, such as glucose. Fig. 1(f) shows the regulation of
the paralogous genes bgIP and sacP, which code for the
permeases responsible for the transport of the f-glucoside
salicin and sucrose, respectively (Group 36 of
Supplementary Table S2). The transcriptional regulation
of these genes is based on the paralogous RNA-binding
proteins LicT and SacT, which can bind and disrupt
potential ribonucleic acid anti-terminators located in the
upstream regions of the bglP and sacP genes (Schilling et
al., 2006). As previously carried out for other regulatory
elements, a statistical analysis was undertaken for the RNA
regulatory interactions of E. coli and B. subtilis. Despite the
participation of RNA elements in different paralogous
groups, we only found 12 examples of an RNA element
regulating two or more paralogous genes in B. subtilis. This
value registers 11.6 sbs above the mean of their
corresponding randomized regulatory networks.

The regulatory networks of paralogous genes are
influenced by DNA supercoiling

Coordinate gene expression involves several hierarchical
levels that comprise local control of individual genes or
operons, multiple operons within a regulon and multiple
regulons within a stimulon. It has been proposed that the
highest level of hierarchical gene regulation is mediated by
DNA supercoiling, which serves as a global regulator of
gene expression (Hatfield & Benham, 2002). Although
chromosomal DNA has slight negative supercoiling, the
degree of supercoiling can be modulated by the action of
DNA topoisomerases, in response to a wide variety of
altered nutritional and environmental conditions, includ-
ing temperature (Grau et al., 1994), osmolarity (Cheung et
al., 2003; Grau et al, 1994), oxidative stress (Weinstein-
Fischer ef al, 2000), aerobic to anaerobic growth shift
(Hsieh et al, 1991) and growth stage in either E. coli
(Cheung et al., 2003) or B. subtilis (Bird et al., 1992). DNA
supercoiling adjusts the basal levels of expression of all
genes whose transcription depends on promoters that are
directly sensitive to supercoiling (Hatfield & Benham,
2002) or indirectly, acting in combination with some TFs
or sigma factors. This is the case for some genes, where
transcription by ¢°® depends on the superhelical densities,
occurring as a function of growth conditions (Bordes et al.,
2003). This fine-tuning of regulation by DNA supercoiling
is also found to form part of the regulatory networks of
paralogous genes. According to our data survey, in E. coli
there are 15 groups of paralogous genes where regulation is
directly modulated by DNA supercoiling. Interestingly,
three of these groups correspond to DNA-binding
transcriptional regulators which in turn exert a regulatory
control on other genes within the network, thus expanding
the regulatory response in a hierarchical manner. One of
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these groups includes the OxyR regulator involved in the
oxidative stress response (Group 4, See Supplementary
Tables S1 and S3). In addition, we found groups of
paralogous genes coding for transporters of amino acids
and other types of metabolite, as well as genes coding for
prophage proteins (Supplementary Tables S1 and S3). It is
interesting that all the genes whose expression is reported
to be modulated by DNA supercoiling belong to different
paralogous groups; thus no statistical analysis was carried
out to determine the probability of finding this regulatory
element acting on two or more different gene targets.

Different kinds of regulatory elements
simultaneously participate in the regulatory
networks of paralogous genes

The response to different external and metabolic signals on
the part of the regulatory networks of paralogous genes
involves the integration of multiple kinds of regulatory
elements, acting at different levels. An excellent example of
this kind of regulatory integration is found in the E. coli
paralogous porins OmpC and OmpF (Group 58 of
Supplementary Table S3) in response to medium osmo-
larity, temperature and oxidative stress (Guillier et al.,
2006; Pratt et al, 1996). Fig. 2 summarizes the different
regulatory layers and types of regulatory elements of this

system, which comprise: (i) regulation at transcription
initiation by at least 11 TFs that act directly on ompC and
ompF, or indirectly regulate the transcription of other
regulatory elements of the system; (ii) regulation at
translation initiation, accomplished by a set of small
antisense RNAs; (iii) post-transcriptional control of the
RNA chaperone StpA on micF RNA, by the induction of its
degradation; and (iv) post-translational modification of
protein activity, as is the case in OmpR activation, by means
of its phosphorylation by the histidine kinase EnvZ.

Furthermore, Fig. 2 shows that a single regulatory element
may act at different levels on more than one target gene.
For example, H-NS may directly regulate ompC expression
by blocking its transcription and indirectly regulate ompF
translation by repressing the transcription of the micF
antisense RNA. Interestingly, a specific TF may have a dual
activity on its target genes and may act as a transcription
activator or repressor, as a result of its interaction with
other regulatory elements of the system. This is the case
with OmpR, where the active state depends on its
phosphorylation by EnvZ, in response to osmolarity. At a
low concentration of OmpR-P (low osmolarity), transcrip-
tion of ompF is activated. At high osmolarity, the
concentration of OmpR-P increases and the protein binds
to additional low-affinity sites, blocking the transcription
of ompF (Pratt et al., 1996).
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Fig. 2. Integrative example of a regulatory network of paralogous genes based on different kinds of regulatory elements. The
regulatory network of the OmpC and OmpF paralogous porins is shown. Genes and their corresponding polypeptide products
are depicted in the same colour. Dashed arrows represent regulatory interactions and are coloured according to their either
positive (green) or negative (red) effect on expression. Small boxes in the intergenic sequences are coloured according to the
regulatory effect of their corresponding TFs. The RNA gene products are represented by short, undulating lines and the protein

products by ovals.
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Concluding remarks

The compilation and analysis of regulatory elements in
paralogous genes of model organisms has led us to extend
the original model of the evolution of regulatory networks,
which took only TFs into account, to a model of more
general type, which includes other regulators such as small
RNAs, riboswitches, RNA-binding proteins, sigma factors,
protein—protein interactions and DNA supercoiling.
Despite the fact that TFs are the most extensively used
element in regulatory networks, the extended repertoire of
other regulatory mechanisms has resulted in a significant
increase in the versatility of the network, accurately
modulating the organism’s gene expression. Our analysis
of the model organisms E. coli and B. subtilis is consistent
with previous observations (Conant & Wolfe, 2008)
regarding the relevance of the regulatory networks of
paralogous genes in the process of adaptation of an
organism in response to changing environments.
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