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RESUMEN

Geobacter sulfurreducens es una bacteria anaerébica del suelo con un papel relevante en
los ciclos biogeoquimicos del Fe y Mn. Ademas, posee caracteristicas metabodlicas y
fisiologicas que han servido para el desarrollo de aplicaciones biotecnoldgicas,
principalmente en la produccion de bioelectricidad y biorremediacién de suelos
contaminados con metales pesados. Diversos trabajos se han enfocado a estudiar aspectos
de regulacion genética implicados en estos procesos; sin embargo, estudios dirigidos a la
identificacion de small RNAS (sRNA) en este organismo aun no han sido reportados. El
principal objetivo de este trabajo fue la identificacion de SRNA en G. sulfurreducens
durante la reduccion de Fe(lll) y fumarato utilizando herramientas de secuenciacion
masiva. En una primera aproximacion, se realizé un mapeo global de sitos de inicio de la
transcripcion mediante el cual fueron identificados 2479 y 1247 sitos durante la
reduccion de Fe(lll) y fumarato, respectivamente. Posteriormente, se realizé un analisis
del transcriptoma mediante RNA-seq. Con los datos obtenidos se buscaron transcritos
localizados en regiones intergénicas que pudieran corresponder a SRNA. Con esta
aproximacion fueron detectados 45 transcritos, los cuales fueron considerados como
candidatos a sRNA. Posteriormente fueron seleccionados 12 candidatos para su
validacién mediante ensayos de q-PCR, 5'RACE y northern blot. Se observé que de los
45 candidatos a sSRNAs, 5 presentaron expresion diferencial durante la reduccion de
Fe(lll) y durante la reduccion de fumarato. Ademas, se observo que en la mayoria de los
casos, los SRNAs identificados no presentan secuencias homdélogas mas alla del género
Geobacter. Los resultados obtenidos en este trabajo presentan evidencia de la expresion
de sRNA durante la reduccién de fumarato y Fe(lll) en G. Sulfurreducens, lo cual
representa una contribucién significativa para estudios futuros de RNA reguladores en

otras especies de Geobacter.
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ABSTRACT

Geobacter sulfurreducens is an anaerobic soil bacterium with a relevant role in the
biogeochemical cycles of Fe and Mn. In addition, G. sulfurreducens has metabolic and
physiological characteristics that have served for the development of biotechnological
applications, mainly in the production of bioelectricity and bioremediation of soils
contaminated with heavy metals. Several studies have focused on the genetic regulation
involved in these processes; however, studies aimed at the identification of SRNAs in this
organism have not yet been reported. The main goal of this work was the identification of
SRNA in G. sulfurreducens during the reduction of Fe (111) and fumarate using massive
sequencing tools. In a first approximation, a global mapping of transcription initiation
sites was carried out through which 2479 and 1247 sites were identified during the
reduction of Fe (Ill) and fumarate, respectively. Subsequently, a transcriptome analysis
was performed by RNA-seq. With the obtained data, we searched for transcripts located
in intergenic regions that could correspond to SRNA. With this approach, 45 transcripts
were detected, which were considered as candidates for sRNA. Subsequently, 12
candidates were selected for validation using g-PCR, 5’RACE and northern blot assays. It
was observed that of the 45 candidates for SRNA, 5 presented differential expression
during the reduction of Fe (I11) and 1 during the reduction of fumarate. Furthermore, it
was observed that most of the identified sequences are rarely conserved beyond the genus
Geobacter. The results obtained in this work present evidence of the expression of SRNA
during the reduction of fumarate and Fe (II1) in G. sulfurreducens as well as provide a
significant contribution for future studies of regulatory RNAs in other species of

Geobacter.
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CAPITULO |

Introduccién

1.1 Caracteristicas generales de las bacterias pertenecientes al género Geobacter.

Las microorganismos pertenecientes al género Geobacter son Delta-Proteobacterias
anaerobicas que se encuentran ampliamente distribuidas en una gran diversidad de
ambientes sedimentarios (Coates et al. 1996). Las bacterias del género Geobacter son las
més abundantes en ambientes donde se lleva a cabo la reduccion de Fe(lll) y Mn(IV),
participando activamente en los ciclos biogeoquimicos de estos elementos (Melton et al.
2014; Lovley et al. 2004).

Ademas de llevar a cabo la reduccién de éxidos de Fe(lll) y Mn(lV), las especies de
Geobacter son capaces de reducir otros iones metélicos, como por ejemplo U(VI)
soluble, TC(VII) y Co(lll) (revisado en: Lovley et al. 2011). Estos iones metalicos son
reducidos por las especies de Geobacter utilizando una amplia gama de donadores de
electrones, como son acetato, 4cidos grasos de cadena corta, hidrdégeno, acidos humicos y
algunos compuestos aromaticos (Caccavo et al. 1994). Esta capacidad de reducir metales,
conjuntamente con la degradacion de compuestos aromaticos ha hecho que las especies
de Geobacter sean utilizadas en el desarrollo de estrategias de biorremediacién de sitios

contaminados con metales pesados o con hidrocarburos aromaticos (Lovley, 2003).

Otra caracteristica interesante de las especies de Geobacter es su capacidad de transferir
electrones extracelularmente hacia electrodos para generar energia eléctrica (Bond and
Lovley 2003), lo que ha impulsado al desarrollo de dispositivos para la generacion de
bioelectricidad utilizando cultivos de Geobacter (Lovley 2006; Lovley 2012). En este
sentido, Geobacter sulfurreducens es el organismo modelo de este géenero bacteriano
para el estudio del metabolismo, fisiologia, transferencia de electrones y regulacion
genetica (Lovley et al., 2011); debido a que es cultivable, fue la primer especie de este
género con el genoma secuenciado (Methé et al. 2003) y cuenta con un sistema de

manipulacion genética (Coppi et al. 2001).
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1.2 Transferencia extracelular de electrones a 6xidos de Fe(l11) en Geobacter
sulfurreducens.

En ambientes anaerobios del suelo, las especies de Geobacter son capaces de transferir
los electrones producidos de la oxidacién de compuestos organicos al ambiente
extracelular donde se localizan los iones metélicos. G. sulfurreducens utiliza el acetato
como donador de electrones preferentemente, el cual se oxida completamente por medio
de reacciones del ciclo de Krebs (Galushko and Schink 2000).

Los electrones producidos son transferidos a través de la membrana interna via las
enzimas NADH deshidrogenasa y succinato-deshidrogenasa y posteriormente estos
electrones se transfieren del periplasma a la membrana externa a través de citocromos
tipo ¢ y con la ayuda de pili, el cual es eléctricamente conductivo (Malvankar et al.
2011), se hace contacto con los 6xidos de Fe(lll) para su reduccién como se indica en la
Figura 1 (Mahadevan et al. 2006; Malvankar and Lovley 2012; Butler et al. 2010)

E 3
PR Cricos
P ; *
@‘ =
5 ¢

S —=Pili

Ambiente Externo
C___
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mqu«l M .*—'«m g T

| Exten f f e I »MW'M» zrd

Periplasma @ w @@ w j _.PIII
@ . m / e

bl G

Citoplasma

.,

Figura 1. Modelo propuesto de la transferencia de electrones a los 6xidos de Fe(lll) en G. sulfurreducens
Modificado de Lovley (2006).
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G. sulfurreducens posee 89 citocromos codificados en su genoma (Butler et al. 2010), de
los cuales, OmcS es el citocromo méas abundante durante la reduccion de Fe(l11) insoluble
(Ding et al. 2008) y se encuentra localizado tanto en la membrana externa como a lo
largo de los pili (Leang et al. 2010). La capacidad de transferir electrones con su entorno
extracelular es una de las caracteristicas mas interesantes del género Geobacter y es el
mecanismo clave involucrado en las aplicaciones biotecnoldgicas en las que es utilizado
(revisado en Lovley et al. 2011). La transferencia extracelular de electrones en G.
sulfurreducens ha sido ampliamente estudiada evaluando la respuesta metabdlica de
diferentes donadores y aceptores de electrones. Sin embargo, para un mejor
entendimiento del mecanismo de transferencia de electrones es necesario ampliar nuestro
conocimiento acerca del mecanismo de regulacion, asi como de los elementos que

participan en dicho mecanismo.

1.3 Regulacidn genética de la transferencia de electrones en G. sulfurreducens.

A la fecha, se han identificado en G. sulfurreducens algunos elementos de regulacién
genética, tales como factores sigma alternativos (NuUfez et al., 2004), el regulador pilR
(Juérez et al. 2009), sistemas de dos componentes (Hernandez-Eligio et al. 2016),
riboswitches (Tremblay et al. 2011; Kellenberger et al. 2015) y algunos reguladores
globales como el caso de Fur (Embree, Qiu, Shieu, Nagarajan, O’Neil, et al. 2014).
Ademas, se han realizado estudios dirigidos a caracterizar la organizacion estructural de
genoma de G. sulfurreducens, en los cuales fue posible la identificacion de algunos sitios
de inicio de la transcripcion (TSSs por sus siglas en inglés) en regiones intergénicas que
posiblemente correspondan a SRNAs (Qiu et al., 2010). Sin embargo, no se han llevado a
cabo estudios dirigidos especificamente la identificacion y caracterizacion de sRNAs

presentes en el genoma de bacterias pertenecientes al género Geobacter.

1.4 sSRNAs bacterianos y sus mecanismos de regulacion.
En afos recientes se ha demostrado que los SRNAs juegan un papel clave en los circuitos

de regulacidn en los tres dominios de la vida (Michaux et al., 2014). Particularmente en
las bacterias, los SRNAs estan involucrados en la regulacion genetica de diversos
procesos fisioldgicos y metabdlicos (Bobrovskyy and Vanderpool 2013), tales como

quorum sensing (Bardill et al., 2011), virulencia (Krdger et al. 2012) y adquisicion del Fe

14



(revisado en Oglesby-Sherrouse & Murphy, 2013), entre otros. Los SRNAs actian en
respuesta a sefiales ambientales y su mecanismo de accién se da a nivel transcripcional o
post-transcripcional mediante la union complementaria con un gen blanco, ya sea

incrementando o reprimiendo su expresion (Waters and Storz 2009).

Este grupo de RNAs pueden ser clasificados dependiendo de su localizacién genémica en
tres categorias: cis, trans y antisentido (Zorgani, Quentin, and Lartigue 2016). Los
SRNAs tipo cis (Figura 2) usualmente se encuentran codificados en las regiones 5' UTR
de los mMRNA que regulan (Mellin and Cossart 2015). Dentro de este grupo se encuentran
los riboswitches, los cuales se encargan de regular la expresion del gen que se encuentra
rio abajo (Mellin and Cossart 2015).

RIBOSOMA
Transcripcion 1
- Transcriggién
5’ S uuuULU q 5’ Res
anti-terminador L l
Ligando Ligando

Terminador
No hay transcripcion

—a

No hay transcripcion

sau“

5 UUUUUU ¥ 5’ i
Aptamero Aptamero
Plataforma de expresion Plataforma de expresion

Figura 2. Mecanismos de regulacion de un Riboswitch. A) Terminacion de la transcripcién: un ligando se
une a la region del aptamero y forma una estructura de horquilla que abre el bucle anti-terminacién y ayuda
en la formacién del bucle de terminacién. B) Bloqueo del inicio de la traduccién: la unién al ligando
conduce a la formacién de una horquilla que bloquea el RBS (sitio de unién a ribosoma) el cual no esta
disponible para iniciar la traduccion.

El segundo grupo corresponde a sRNAs del tipo trans (Figura 3), los cuales se
encuentran codificados en sitos alejados de su mMRNA blanco. Estos SRNAs presentan
secuencias que son parcialmente complementarias al gen blanco (Bobrovskyy and

Vanderpool 2013) con una region de unidn tipicamente de 10 a 25 nucle6tidos (Peer &
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Margalit, 2011). Se ha reportado que este tipo de SRNAs requieren de la interaccion con
proteinas chaperonas (por ejemplo Hfg en E. coli y bacterias relacionadas) que

promueven la unién con su mRNA blanco (Vogel and Luisi 2011).

A —EEEm)—/—EE)- B —)— —m)-

Transcripcion <
Transcripcion
mRNA SRNA
Emmmme——
sSD SRNA
O -.'- ______ »
L~ U mRNA mRNA inestable
Q4 \ 13
y
\ @
RNAsa E @ \
Pareamiento imperfecto F Activacion traduccional o
T ili; i0
 — ﬂ estabilizacion de mRNA
LS g e
LA
Represion de la Silenciamiento por Traduccion & los: DsrA, RprA, GImz
traduccion degradacion 1 Jempros IRy

Ejemplos: SgrS,RyhB,Qrr1-5, MicA

iy,

Transcripcion

a

Ejemplos: 65, CsrB/C/D, GImY

-
Actividad de la
proteina inhibida /—o

Figura 3. Diferentes tipos de SRNAs basados en su mecanismo de accion. A) Represion B) Activacion de
la traduccion y C) Interaccion con proteinas. Imagen modificada de (Liu and Camilli 2010).

Proteina (por
ejemplo factor de
transcripcion)

Por ultimo, los RNAs antisentido (asRNA) son aquellos que se transcriben en la hebra
opuesta de su blanco, uniéndose con complementariedad total (Figura 4). Presentan un
tamafio aproximado entre los 100 y 700 nucle6tidos y son capaces de regular la expresion
de su gen blanco a nivel transcripcional, traduccional o tener efectos en la estabilidad del
MRNA blanco (Thomason and Storz 2010; Georg and Hess 2011).
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Figura 4. Mecanismos de regulacion de un RNA anti-sense. A) asRNA codificado en la hebra opuesta a la
region 5' UTR de su mRNA blanco que inhibe el sitio de union a ribosoma (RBS). B) El asRNA se une a su
mRNA separando dos genes de un operon 6 propiciando la terminacién de la transcripcion. Imagen
modificada de (Waters and Storz 2009).

Debido al creciente interés en el estudio de los SRNAs en afios recientes se han
desarrollado diferentes estrategias para su identificacién. La identificacién de novo de
SRNAs se ha realizado principalmente mediante herramientas bioinformaticas basadas en
la blsqueda de homdlogos y patrones de conservacion. Sin embargo, estas
aproximaciones tienen una alta tasa de falsos positivos (Richter and Backofen 2012).
Actualmente, técnicas de RNA-seq han demostrado ser herramientas poderosas para la
identificacion de novo de SRNAs (Sorek & Cossart, 2010; Sharma & Vogel, 2014), dando
como resultando un incremento en la identificacion de nuevos SRNAs en diversos grupos

bacterianos.

El presente trabajo estuvo dirigido a la identificacion de SRNAs en G. sulfurreducens
utilizando dos condiciones de crecimiento: fumarato y Fe(ll) como aceptor final de
electrones. En una primera aproximacion se llevo a cabo un mapeo global de sitios de
inicio de la transcripcion. Posteriormente, se realizé un analisis del transcriptoma
mediante RNAseq, utilizando dos diferentes condiciones de cultivo para poder identificar
transcritos en regiones no codificantes que pudieran corresponder a SRNAs, los cuales
podrian estar involucrados en la transferencia de electrones. Con estas aproximaciones
pudimos identificar 45 SRNA expresados durante las condiciones de crecimiento

estudiadas. Nuestros resultados presentan evidencia de la expresion de SRNA durante la
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reduccion de fumarato y Fe(l11) en G. sulfurreducens, lo cual representa una contribucion
significativa para estudios futuros de RNA reguladores en otras especies del género

Geobacter.
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CAPITULO 11
Hipotesis y Objetivos

2.1 Hipotesis.

El analisis del transcriptoma de Geobacter sulfurreducens durante la reduccion de Fe(l11)
soluble y fumarato permitird la identificacion de sRNAs codificados en regiones

intergénicas y expresados diferencialmente durante estas dos condiciones de crecimiento.

2.2 Objetivos.

Objetivo General.

Identificacion global y validacion experimental de sSRNAs expresados en Geobacter

sulfurreducens durante la reduccién de Fe(ll) y fumarato.

Objetivos Especificos.
- Mapeo global de sitios de inicio de la transcripcion durante la reduccion de fumarato y

Fe(Il).

- Analisis del transcriptoma mediante la metodologia de RNAseq durante la reduccion de

fumarato y Fe(lll).

- Identificar candidatos a genes que codifican SRNA en regiones intergenicas mediante el

analisis de los datos del transcriptoma.

- Validacioén de los candidatos a SRNA identificados.
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CAPITULO Il

Mapeo Global de Sitios de Inicio de la
Transcripcion.

3.1 Materiales y Métodos.

3.1.1 Cepas Bacterianas y condiciones de cultivo.

La cepa silvestre de G. sulfurreducens PCA (ATCC51573) (Caccavo et al. 1994) fue
cultivada rutinariamente en condiciones anaerdbicas a 30° C utilizando acetato 10 mM
como donador de electrones y fumarato (40mM) o Citrato Férrico (50mM) como aceptor
final de electrones. El crecimiento celular fue determinado por densidad Optica en los
cultivos con fumarato y en los cultivos con citrato férrico se midio la reduccion de Fe(l11)
mediante su reaccion con ferrozina (Lovley and Philips 1988). Los cultivos fueron
cosechados en fase exponencial de crecimiento (Coppi et al. 2001); posteriormente se les
afiadi6 RNA Later (Ambion) para preservar la integridad del RNA y fueron almacenados
a-80 °C.

3.1.2 Extraccién y preparacion de RNA.

El RNA total fue extraido utilizando las columnas de RNAeasy (QIAGEN Inc.). El RNA
fue tratado para la eliminacion del DNA residual utilizando DNasel (Fermentas, Life

technologies), utilizando el siguiente protocolo:

RNA 1 ug
10X reaction buffer with MgCl2 1 pl
DNase I, RNase-free 1ul(lu)
DEPC-treated Water 7 ul

La mezcla fue incubada a 37° C durante 30 min y posteriormente se le afiadio 1 ul de 50
mM de EDTA e incubada a 60° C por 10 min para detener la reaccion. Finalmente, el

RNA fue limpiado y concentrado con las mini columnas del kit RNeasy (QIAGEN Inc.).

3.1.3 Construccion de bibliotecas para mapeo de sitios de inicio de la transcripcion.

Con la finalidad de eliminar la mayor cantidad de transcritos que correspondieran a
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MRNA degradados o procesados, se realizaron dos diferentes protocolos de eliminacion
de esta clase de RNA. En un primer paso, los rRNAs fueron removidos utilizando el kit

de RiboMinus (Invitrogen), siguiendo las instrucciones del fabricante.

El segundo paso de enriguecimiento de mRNA se llevd a cabo siguiendo el protocolo
reportado por Salgado et al. (2013), el cual consiste en utilizar un adaptador biotinilado
de RNA que se liga a los mMRNA con extremos 5' P, los cuales corresponden a mRNA
degradados. Esta ligacion se realizo utilizando la enzima T4 RNA ligase (New England
Bio Labs) y una vez que el adaptador biotinilado se uni6é a los mMRNA con extremos 5' P

estos fueron recuperados utilizando perlas magnéticas del kit de RiboMinus (Invitrogen).

ElI mRNA enriquecido fue digerido con la enzima Tobacco Acid Pyrophosphatase
(Epicenter, Madison, W1, USA) para convertirlo a mRNA 5' P y realizar la transcripcion
reversa a CDNA utilizando la enzima SuperScript |l Reverse Transcriptase
(INVITROGEN, Carlsbad, CA, USA). Una vez sintetizado el cDNA se realiz6 un PCR
de 10 ciclos para generar DNA de doble cadena. El producto obtenido fue visualizado en
geles de agarosa al 1% y los fragmentos correspondientes a un tamafio de 100-300 nt
fueron purificados y entregados a la Unidad Universitaria de Secuenciacion Masiva
(UNAM) para su posterior tratamiento y secuenciacion utilizando el equipo Ilumina

Genome Analyzer 11x (36 bp single-read run).

3.1.4 Andlisis bioinformético.

A partir de los datos crudos, fueron removidas las lecturas con baja calidad (calidad
media Phred por debajo de 20). Las lecturas obtenidas fueron mapeadas al genoma de
referencia de G. sulfurreducens (NC_002939) utilizando el programa Bowtie2
(Langmead and Salzberg 2012) con los siguientes pardmetros: 0 mismatches en la
longitud de la semilla, longitud de semilla 29 nt, tomando el mejor alineamiento. asi
como las lecturas correspondientes a rRNA utilizando codigo en lenguaje Perl.
Posteriormente, para cada experimento se calculé la media del nimero de lecturas por
posicion y solo las posiciones que tuvieran un namero de lecturas igual o mayor a la

media fueron consideradas para los analisis posteriores.

21



Debido a que algunos TSSs presentaban lecturas en posiciones adyacentes, se formaron
grupos “clusters" y fueron considerados como un solo TSS. Después de este
agrupamiento, los TSSs fueron asignados a seis diferentes categorias dependiendo de su
localizacion con respecto al inicio de los genes anotados en el genoma:

a) UpSense: -150 pb a 50 pb

b) UpSenseExtended: 150 pb rio arriba del inicio del gen

c) InSense: dentro de la region codificante del gen

d) UpAntiSense: en la region rio arriba del gen, pero en la hebra opuesta

e) UpAntiSenseExtended: 150 pb rio arriba del gen, pero en la hebra opuesta

f) InAntisense: dentro de la region codificante, pero en la hebra opuesta

e) Convergente: en medio de dos genes que convergen

3.2 Resultados y Discusion.

3.2.1 Descripcion general de los TSSs identificados.

En la primera parte de esta tesis y como una primera aproximacion para la identificacion
de sRNAs en G. sulfurreducens, se realiz6 un mapeo global de extremos 5' para la
identificacion sitios de inicio de la transcripcion (TSSs) bajo dos condiciones de

crecimiento utilizando secuenciacién masiva.

Una vez que las lecturas fueron alineadas al genoma de referencia y filtradas, se observo
que un alto nimero de posiciones presentd un bajo nimero de lecturas. Con la finalidad
de tener un valor de corte para estas posiciones, se calculé la media de lecturas obtenidas
por posicion. Las posiciones que presentaron lecturas por debajo de la media fueron
eliminadas. Una vez realizado este filtro, se pudo observar que el nimero de inicios
detectados disminuy6 drasticamente, mientras que el nimero de lecturas totales solo
disminuyd aproximadamente un 12% (Tabla 1), lo cual siguiere que las posiciones
eliminadas con un bajo namero de lecturas pudieron corresponder a “ruido

transcripcional”! (Wade and Grainger 2014).

1 Wade & Grainger (2014) Definen el ruido transcripcional como la deteccion de sitios de inicio de
transcripcion en sitios no esperados (principalmente en posicidn anti sentido a regiones codificantes) que
surgen de regiones promotoras espurias.

22



Tabla 1. Namero de lecturas y posiciones antes y después del filtro
para cada una de las librerias secuenciadas.

Fe(ll)
Fumarato

soluble
Total de TSSs 28,568 49,298
Total de lecturas alineadas 2,065,503 1,793,119
TSSs después del filtro 1,929 3,463
Lectl_Jras alineadas después 1,835.164 1,567,135
del filtro
Porcentaje de lecturas
conservadas después del 89% 87%

filtro

Los TSSs identificados en ambas condiciones de crecimiento se encontraron distribuidos
a lo largo del genoma y fueron asociados a 2196 genes de los 3711 que estan anotados

para G. sulfurreducens PCA (Figura 5).
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Figura 5. Sitios de Inicio de la Transcripcion (TSSs) detectados en las dos condiciones de crecimiento. El
gje de las X corresponde a las coordenadas gendmicas de G. sulfurreducens y el eje de las Y al nimero de
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lecturas por posicion. Las barras rosas corresponden a los TSSs detectados durante la reduccién de
fumarato y las barras verdes a los detectados durante la reduccion de Fe(l1l).

Se pudo observar la presencia de mdltiples inicios de transcripcion en posiciones
adyacentes. Para estos casos, los inicios de transcripcion detectados en posiciones
continuas fueron agrupados en “clusters”, los cuales fueron considerados como un solo
TSS. Posterior a este agrupamiento, se obtuvieron 2479 y 1247 “clusters" durante la
reduccion de Fe(l1l) y fumarato respectivamente, de los cuales 389 fueron detectados en
ambas condiciones de crecimiento (Figura 6A). Cabe destacar que los TSSs con mayor
namero de lecturas corresponden a TSSs que se encuentran presentes en ambas

condiciones de cultivo (Figura 6B).

A)

Fe(lll) souble
2479 TSSs

2090

Fumarato
1247 TSSs

B)

41%

(645,387 lectura

44%

(805,518 lecturas

Fe(lll) soluble Fumarato

Figura 6. Agrupacion de los sitos de inicio de la transcripcion. A) Diagrama de Venn de los TSSs
agrupados en clusters. B) Porcentaje de lecturas obtenidas en cada experimento. Los tonos claros
corresponden a las lecturas de los TSSs detectados en una sola condicidn de cultivo y los colores fuertes a
aquellos TSSs detectados en ambas condiciones de crecimiento.

En un trabajo previo, Qiu y colaboradores (2010) reportaron la identificacion de 1374
TSSs durante la reduccion de fumarato. Al buscar si existian coincidencias entre nuestros
datos y los previamente reportados, encontramos que solo 26 TSSs coincidian
exactamente en la misma posicion. Sin embargo, cuando ampliamos la busqueda de
coincidencias en posiciones adyacentes encontramos que este nimero incrementaba a 603

posiciones (Figura 7), lo cual sugiere que el mapeo global de TSSs tiende a presentar
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pequefias variaciones en las posiciones cromosomicas que detecta, las cuales
probablemente son ocasionados por las diferentes metodologias de secuenciacion
empleadas, las instalaciones donde se realizan los experimentos o inclusive por el tipo de
cepa utilizada. Ademas de las coincidencias detectadas en los TSSs, buscamos si existian
promotores asociados a estas posiciones y encontramos que promotores del tipo RpoN y
RpoD, reportados en Qiu et al (2010), estaban asociados a 668 de los TSSs reportados en
nuestro trabajo. En este sentido, se ha demostrado que un TSS puede considerarse con
"evidencia fuerte" cuando su deteccion esta respaldada por al menos dos tipos de
evidencia o experimentos independientes (Salgado et al. 2013; Weiss et al. 2013), por lo
que los TSSs identificados en este trabajo y que también fueron detectados en el trabajo
de Qiu et al (2010) pueden ser considerados como “evidencia fuerte” (aunque en ambos

casos no se realizaron replicas), fueron detectados en experimentos independientes.

120
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Figura 7. Namero de coincidencias por posicién con respecto a los datos reportados por Qui et al (2010).
Se realiz6 una blsqueda de coincidencias en la posicion exacta y en un rango de £ 1 a + 10 nt con respecto
a cada posicion reportada.

3.2.2 Categorizacion de los TSS identificados.

Todos los TSSs identificados fueron asignados a una categoria en funcion de su
localizacion gendmica (Figura 8) como se menciona en el apartado 3.1.4 de materiales y
métodos. Cuando se realizé la asignacion de categorias a los TSSs presentes en los datos

crudos, es decir antes de realizar el corte por debajo de la media, pudimos observar que
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mas del 50% de estos TSSs se localizaban en la region InSense. Posterior al corte, este
porcentaje disminuyd considerablemente, lo cual sugiere que estas posiciones poseen
bajo nimero de lecturas debido a que corresponden a transcritos espurios. Por otro lado,
se observéd que en las dos condiciones de crecimiento la mayoria de los TSSs fueron
localizados en la regién UpSense, que es la region donde se localizan lo TSSs candnicos.
Esta misma tendencia estuvo presente en los 389 TSSs que coincidieron en ambas

condiciones de crecimiento.

UpSE UpS InS Con

A) 5

UpASE UpAS  InAS

— InSense

- UpSense

« UpAntiSense

- INANtiSense
UpSenseExtended

== UpAntiSenseExtended

== Convergent

1%_ 2% 3%

Fe(lll) soluble Fumarato

TSSs detectados en ambas
condiciones de crecimiento

Figura 8. Categorizacién de TSSs con respecto a su localizacion gendmica. A) Representacion
esquematica de las categorias utilizadas en este trabajo. B) Porcentajes de TSSs asignados a las diferentes
categorias en las dos condiciones de crecimiento.

En afios recientes se ha reportado que la transcripcidn antisentido es abundante en los
transcriptomas bacterianos (Lasa and Toledo-Arana 2011; Raghavan, Sloan and Ochman
2012; Thomason et al. 2014). Sin embargo, el significado biolégico de este tipo de
transcritos es aln poco claro y algunos autores proponen que este tipo de transcripcion es

poco reproducible a través de diferentes experimentos (Raghavan, Sloan, and Ochman
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2012; Lloréns-Rico et al. 2016). Mientras que para otros organismos como Helicobacter
pylori se ha reportado que el 27% de sus transcritos corresponden a esta categoria
(Sharma et al. 2010), nuestros datos indicaron que en G. sulfurreducens solo el 4% del
total de TSSs corresponden a la categoria antisentido y cuando se consideran los TSSs
detectados en ambas condiciones de crecimiento, esta cantidad disminuye 1% (Figura 8).
Adicionalmente, se observo que 4 TSSs de esta categoria presentan regiones promotoras
reportadas en trabajos anteriores (Qiu et al. 2010), y aunque el namero es muy bajo, estos
TSSs son fuertes candidatos para estudios posteriores de transcripcion antisentido en este

organismo modelo.

Los TSSs localizados en regiones intergénicas corresponden a las categorias Convergente
y UpSenseExtendend. Para estas dos categorias fueron identificados 40 TSSs durante la
reduccion de Fe(l1l), 26 cuando se utilizé fumarato como aceptor de electrones y 16 en
ambas condiciones de crecimiento. Estos TSSs representan una primera aproximacion

para la subsecuente busqueda de candidatos a SRNA del tipo trans.

3.2.3 Busqueda de regiones promotoras.

Se realiz6 una basqueda de regiones promotoras asociadas a los TSSs identificados. Para
este analisis se utilizaron regiones promotoras reportadas previamente, las cuales fueron
identificadas mediante predicciones  bioinformaticas (Yan et al. 2006) y por
experimentos de ChIP-chip (Qiu et al. 2010). Con estos datos encontramos que 668 de los

TTSs poseen al menos una region promotora para RpoN, RpoS é RpoD.

En algunos casos fue posible asignar regiones promotoras a genes que presentaron
multiples TSSs, como fue el caso del gen ppcD, para el cual Yan y colaboradores (2006)
habian reportado tres promotores putativos RpoS. Nuestros resultados indicaron la
presencia de dos TSSs asociados a estas regiones promotoras. Se observo que uno de
ellos fue detectado durante ambas condiciones de crecimiento y el otro exclusivamente
durante la reduccion de fumarato (Figura 9). Este resultado sugiere que la expresion de

ppcD es controlada por diferentes TSSs dependiendo de la condicion de cultivo.
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Figura 9. Localizaciéon genomica del gen ppcD: las regiones promotoras identificadas por Yan et al. 2006
corresponden a las lineas verde azul y rosa. Las flechas negras indican los dos sitios de inicio de la
transcripcion identificados por el mapeo global de TSSs, los cuales pudieran estar asociados a las regiones
promotoras 1y 2.

Los resultados obtenidos en este capitulo fueron publicados en el siguiente articulo:
Gonzélez, G., Labastida, A., Jimenez-Jacinto, V., Vega-Alvarado, L., Olvera, M., Morett,
E. and Juérez, K. 2016. Global transcriptional start site mapping in Geobacter
sulfurreducens during growth with two different electrons acceptors. FEMS

Microbiology Letters, 363(17), fnw175. (Anexo)
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CAPITULO IV

Analisis de expresion diferencial utilizado Fe(ll1)
y fumarato como aceptores de electrones.

4.1 Materiales y Métodos

4.1.1 Cepas Bacterianas y condiciones de cultivo

La cepa silvestre de G. sulfurreducens PCA (ATCC51573) (Caccavo et al. 1994) fue
reactivada de un glicerol en medio NBAF (fumarato como aceptor de electrones),
posteriormente fue sub-cultivada en medio Citrato Férrico para adaptar las células a esta
condicion de cultivo. Finalmente, las células fueron cultivadas por triplicado para las dos

condiciones de cultivo como se menciona en el apartado 3.1.1 del capitulo anterior.

4.1.2 Construccion de bibliotecas para analisis de RNAseq.

El RNA total fue extraido y tratado como se describe en la seccion 3.1.2. Para este
experimento se realizd la eliminacién de rRNA utilizando el kit de RiboMinus
(Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante. La concentracion y calidad del
RNA obtenido fue analizada utilizando el equipo Bioanalyzer 2100, Chip RNAnano
(Aligent). Las muestras del RNA obtenido fueron enviadas a la USSM (Unidad
Universitaria de Secuenciacion Masiva, UNAM, Meéxico). Las bibliotecas fueron
preparadas utilizando el kit TruSeq RNA Sample Prep Kit (ILLUMINA, San Diego, CA,
USA). En total, se sintetizaron 6 librerias (3 por cada condicién de cultivo). Las
bibliotecas fueron secuenciadas con el equipo Illumina Genome Anallyzer lIx con

lecturas de tipo pair-end de 72 bp de longitud.

4.1.3 Andlisis Bioinformatico.

Las lecturas obtenidas fueron mapeadas al genoma de G. sulfurreducens utilizando el
programa BWA (H. Li and Durbin 2009) con los siguientes parametros: -1 35 -k 2 -t 2 -0
1. Las lecturas correspondientes a rRNA, duplicados opticos y de PCR fueron eliminados
utilizando cddigos en lenguaje Perl. El analisis de la expresion diferencial fue llevado a
acabo mediante tres diferentes métodos: DESeq (Anders and Huber 2010), EdgeR
(Robinson, McCarthy, and Smyth 2010) y NOISeq (Tarazona et al. 2011). S6lo los genes
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diferencialmente expresados detectados por los tres métodos anteriormente mencionados
fueron considerados para analisis posteriores. La razén de emplear diferentes métodos de
analisis fue poder identificar si dependiendo del tipo de estrategia pueden existir
diferencias relevantes en los resultados. Si bien es dificil establecer que método tiene un
mejor desempefio, esta comparacion nos permitié determinar que métodos poseen mayor

similitud.

Los genes con un nivel de cambio con valor de logaritmo base dos > 2 fueron tomados
como diferencialmente expresados. Para la asignacion de clase funcional de los genes con
expresion diferencial se utilizaron las siguientes bases de datos: RAST
(http://www.theseed.org/wiki/Main_Page), PANTHER GO (ftp://ftp.pantherdb.org),
KEGG (http://www.genome.jp/kegg/pathway.html) and JCVI (J. Craig Venter Institute).
Los datos obtenidos fueron visualizados con la herramienta IGB Browser (Helt et al.
2009)

4.1.4 Validacion de los datos de RNAseq por RT-PCR.

Fueron seleccionados 5 de los genes que presentaron los mas altos cambios en los niveles
de expresion para su validacion por RT-qPCR. ElI RNA fue extraido y tratado como se
describié anteriormente, el cDNA fue sintetizado utilizando el kit RevertAid H minus
First Strand cDNA Synthesis (Thermo Scientific) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Para la reaccion de PCR se utiliz6 el kit Maxima SYBR Green/ROX gPCR
Master Mix (Thermo Scientific). La lista de los oligonuclettidos utilizados se encuentra
en el Anexo I. El gen RecA (Holmes et al. 2008) fue utilizado como control interno para
la normalizacion de los resultados. Los ensayos fueron realizados por triplicado en dos
experimentos independientes y los datos fueron analizados por el método de 2 22%t
(Livak and Schmittgen 2001).
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4.2 Resultados y Discusion.

4.2.1 Estadisticas generales de los datos de RNAseq.

Una vez que se realizé el procesamiento de los datos crudos se obtuvo el nimero final de
lecturas que fueron utilizadas para los analisis subsecuentes (Tabla 3). No obstante que el
RNA total utilizado fue tratado para la eliminacion de rRNA, se observé que un gran
porcentaje de las lecturas correspondieron a este tipo de RNA. Sin embargo, el nimero
final de lecturas es el suficiente para poder detectar y cuantificar expresion diferencial en

los transcriptomas bacterianos (Haas et al. 2012).

Tabla 2. Estadisticas generales de las 6 bibliotecas analizadas.

Fe(l1) Fe(lll) Fe(lll) Fumarato_ Fumarato Fumarato_
Repl Rep2 Rep3 Repl _Rep2 Rep3

Total de lecturas ~ 3°:298,610 32,186,726 41,825,970 37,741,156 48,213,778 38,861,666

Lecturas
agrupadas en 27,801,434 24,067,012 32,558,430 29,507,202 31,384,550 33,339,626
pares
Lecturas
correspondientes 22,922,360 20,163,080 28,265,220 20325046 25297034 26,047,730
arRNA

Duplicados 4,879,074 3,903,932 4,293,210 9182156 6,087,516 7,291,896
Opticos y de PCR

Lecturas

correspondientes 2,961,738 2,375,554 2,399,664 5,440,834 3,939,776 4,196,714
a mRNA

Para verificar la reproducibilidad de los experimentos, fueron calculados los valores de
correlacion utilizando el método de Spearman (R statistics tools). Los resultados
indicaron que las tres réplicas bioldgicas analizadas para cada condicién poseen altos

valores de correlacion entre ellas (Tabla 3).

Tabla 3. Valores de correlacion obtenidos de las 6 bibliotecas secuenciadas

Fe(l11) Fe(l1) Fe(111) Fumarato Fumarato Fumarato
Replical Replica2 Replica3 Replical Replica 2 Replica 3
Fe(l I.I) - 0.9361 0.9612 0.7818 0.7873 0.8436
Replica 1
Fe(I11)
. 0.9361 - 0.9830 0.6629 0.6782 0.7311
Replica 2
Fe(l11)
. 0.9612 0.9612 - 0.7027 0.7116 0.7650
Replica 3
Fumarato |4 7914 0.6629 0.7027 - 0.9864 0.9085
Replica 1
Fumarato |4 7473 0.6782 0.7116 0.9864 - 0.9119
Replica 2
Fumarato | g436 0.7311 0.7650 0.9085 0.9119 .
Replica 3
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4.2.2 Expresion diferencial utilizando Fumarato y Fe(l11) como aceptor final de

electrones.

Las dos condiciones de crecimiento empleadas en este trabajo, donde se utiliza acetato
como donador de electrones y fumarato 6 Fe (Ill) soluble como aceptor final de
electrones, han sido utilizadas ampliamente en el estudio de G. sulfurreducens (Methe et
al. 2005; Yang et al. 2010; Embree et al. 2014). EI uso de Fe(lll) soluble como aceptor
final de electrones ha servido como modelo para el estudio del transporte de electrones
extra celular en Geobacter (Ding et al. 2006; Ueki et al. 2017). Asi mismo, el fumarato es
utilizado como un aceptor de electrones alternativo que incrementa el crecimiento de G.
sulfurreducens. El uso de estas dos condiciones de crecimiento ha permitido estudiar
cambios en las condiciones metabdlicas que permiten el estudio de la expresion
diferencial relacionada con la utilizacién de diferentes aceptores de electrones en G.
sulfurreducens (Esteve-Ndfiez et al. 2004).

El analisis de la expresion diferencial de los genes se llevd a cabo utilizando tres métodos
independientes y solo los genes detectados por los tres métodos fueron considerados
como diferencialmente expresados (Figura 10). Este analisis arrojo 447 genes expresados
diferencialmente, 224 sobre expresados durante la reduccién de Fe(lll) y 223 durante la
reduccion de fumarato. Los genes seleccionados para la validacién de la expresion
mediante RT-gPCR mostraron valores de expresion consistentes con los obtenidos por
RNAseq (Anexo).

NOISeq

Figura 10. Diagrama de Venn de la interseccion de genes diferencialmente expresados detectados por tres
diferentes métodos.
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En la Figura 11 se muestra los genes expresados diferencialmente, agrupados en
categorias funcionales. Como se puede observar, la categoria con mayor nimero de genes
sobre expresados durante la reduccién de Fe(lll) corresponde a proteinas hipotéticas; en
total, 103 genes de esta categoria fueron sobre expresados en esta condicion de
crecimiento. De hecho, de los genes con mayor tasa de cambio en su expresion se
encuentran en este grupo (GSU0919, GSU0597, GSU3410, GSU3409) con valores de
nivel de cambio >5 con respecto a los valores de expresion detectados durante la
reduccion de fumarato. Asi mismo, al realizar un analisis BLAST (Altschul et al. 1997)
de las secuencias de estas proteinas no se encontraron secuencias homdlogas mas alla
del genero Geobacter. Los altos valores de expresion de este grupo de genes, asi como la
ausencia de homologos sugiere que podrian estar en algin mecanismo relacionado con la

reduccion de Fe(lll) llevada a cabo por microorganismos de este género.

Fatty acid and phospholipid metabolism

Amino acid biosynthesis and metabolism

«Upregulated

Biosynthesis of cofactors, prosthetic groups s Downregulated

Cellular processes

Central intermediary metabolism

__.l-ll

Conseved hypothetical
DNA metabolism
Energy metabolism
Hypothetical proteins

Protein fate

Protein synthesis
Purines, pyrimidines, nucleotides and nucleosides [
Regulatory functions and two component signaling R
Transcription

|
Transport and binding proteins ==
V=

Enzymes of unknown function

60 40 20 0 20 40 60 8 100 120
Number of genes

Figura 11. Categorias funcionales de los genes con expresién diferencial. Los cambios en la expresion son
con respecto a la utilizacion de Fe(ll1) como aceptor final de electrones.
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4.2.3 Expresion de genes relacionados con proteinas de union y transporte.

El genoma de G. sulfurreducens tiene 100 genes anotados relacionados a proteinas de
union-transporte de los cuales 49 genes tuvieron expresion diferencial. En total, 30 de
estos genes fueron sobre expresados durante la reduccion de fumarato y 19 durante la

reduccion de Fe (I11) soluble.

Se observé que 4 genes (GSU3269, GSU3268, GSU3270 y GSU1380) que codifican para
proteinas de la familia Feo, relacionadas con el transporte de Fe, fueron sobre expresados
durante la reduccion de fumarato. Las proteinas de la familia Feo son las encargadas de la
adquisicion del Fe(Il) del ambiente hacia las células (Cartron et al. 2006). En G.
sulfurreducens se ha reportado que en condiciones de cultivo donde la concentracién de
Fe(ll) es baja, el nivel de expresion de FeoB aumenta, mientras que su expresion se ve
reprimida al aumentar los niveles de Fe(ll) en el medio (O’Neil et al. 2008). Este
comportamiento sugiere que la expresion de las 4 proteinas de la familia Feo puede
deberse a la baja concentracion de Fe(ll) durante la reduccién de fumarato; mientras que
durante la reduccion de Fe(lll) los niveles de Fe(ll) aumentan en el medio de cultivo

ocasionando que los niveles de expresion de estos genes disminuyan.

Ademas, se observo que el gen GSU1307, el cual codifica para una ferritina, mostro
sobre expresion durante la reduccion de Fe(lll). Debido a que las ferritinas estan
involucradas en el almacenamiento intracelular de Fe, los datos de expresion sugieren
que ferritina podria estar siendo empleada por la célula cuando se encuentra expuesta a

altas concentraciones de Fe(l1).

Por otra parte, 4 genes (GSU1609, GSU1330 GSU1332 GSU1331) que codifican para
proteinas de la familia RND (Resistance-Nodulation-Cell) presentaron sobre expresion
durante la reduccion de Fe(lll). Se ha reportado que proteinas pertenecientes a esta
familia estan involucradas en la resistencia y flujo-transporte de metales pesados en
bacterias (Nies 2003). Dado los altos niveles de expresion que presentaron estas proteinas
durante la reduccion de Fe(lll), seria interesante conocer si estas proteinas participan de

alguna manera en la reduccion de Fe(lll).
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4.2.4 Expresion de genes asociados a energia y metabolismo.

Dentro de los elementos mas importantes que participan en la transferencia extra celular
de electrones realizada por las bacterias del género Geobacter spp se encuentran los
citocromos. Una de las caracteristicas mas relevantes del género es el gran nimero de
citocromos que se encuentran codificados en sus genomas (Methé et al. 2003; Butler et
al. 2010). De los 89 citocromos anotados en el genoma de G. sulfurreducens encontramos
que 18 presentaron expresion diferencial, 9 fueron sobre expresados durante la reduccién
de fumarato y 11 durante la reduccion de Fe(lll) (Tabla 5). Para algunos de estos
citocromos (OmcX,0mcA,OmcG y PccD) ya se ha identificado su papel en la
transferencia de electrones durante la reduccion de Fe(lll) (revisado en Lovley et al.
2011, Butler et al. 2010).

Tabla 4. Lista de los citocromos que mostraron expresion diferencial en los experimentos de
RNAseq. Los valores positivos corresponden a los genes sobre expresados durante la reduccion de Fe(lll) y
los valores negativos durante la reduccion de fumarato.

Nombre del Nivel qle

Gen ID gen Producto del gen Cambio
(Log2)
GSU2643 citocromo ¢ -2.13
GSU0593 citocromo b 4.76
GSU3274 citocromo ¢ -7.26
GSU1257 citocromo ¢ y receptor g o

periplasmico

GSU0670 omcX citocromo ¢ -2.89
GSU0274 citocromo ¢ -2.32
GSU1640 citocromo bd -2.28
GSU3615 citocromo ¢ -2.05
GSU1024 ppcD citocromo ¢ 2.09
GSU1740 citocromo ¢ 2.11
GSU2501 citocromo ¢ 2.19
GSuU2884 OMmcA citocromo ¢ 2.55
GSuU2882 omcG citocromo ¢ 2.75
GSU0746 citocromo p460 3.06
GSU3214 citocromo ¢ 3.29
GSU0594 citocromo ¢ 4.44
GSU2642 citocromo ¢ -2.69
GSUO0779 citocromo c, formato 414

deshidrogenasa putativa

Se observo que algunos genes que codifican para citocromos tipo ¢ tuvieron una elevada
sobre expresion durante la reduccion de fumarato (GSU1257 y GSU3274).
Especificamente estos dos citocromos presentan, a diferencia de los citocromos que son

sobre expresados durante la reduccion de Fe(l11) soluble, solo un sito de unién hemo. En
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este sentido, se ha propuesto que durante condiciones limitantes de hierro (reduccion de
fumarato) la expresién de genes que contienen mdaltiples residuos hemo disminuye,
mientras que los citocromos con menos "residuos” hemo son sobre expresados para

participar en el transporte de electrones durante la escases de hierro (Embree et al. 2014).

En relacion a genes involucrados en el metabolismo, observamos que durante la
reduccion de fumarato fueron sobre expresados dos de los cuatro genes que codifican
para las enzimas periplasmaticas formato deshidrogenasas (GSU077 y GSUQ778). Se ha
descrito que en delta-protobacterias, las enzimas formato deshidrogenasas transfieren
electrones hacia citocromos c3 (Silva, Voordouw, and Leita 2013). Sin embargo, en G.
sulfurreducens el patron de expresion de los genes que codifican para estas enzimas solo
se han estudiado en co-cultivos con Pelobacter carbinolicus (Rotaru et al. 2012) y su

papel en la reduccion de fumarato ain se desconoce.

Otros genes sobre expresados durante la reduccion de Fe(lll) soluble fueron dos genes
que codifican para mondxido de carbono deshidrogenasas dependientes de niquel
(GSU2097 y GSU2098). Aunque G. sulfurreducens se desconoce el papel de estas
enzimas, se ha reportado que en otras bacterias participan en el metabolismo anaerébico
del CO (Oelgeschldager and Rother 2008). En este sentido, recientemente se reportd que
G. sulfurruducens puede utilizar CO como donador de electrones y aunque no fue
evaluada la actividad enzimatica, los autores sugieren que las enzimas que codifican estos

dos genes pudieran estar implicadas en la oxidacion de CO (Geelhoed et al. 2016).

4.2.5 Expresion diferencial en genes implicados en regulacion y sistemas de dos

componentes.

Dentro de esta categoria se detectaron 46 genes expresados diferencialmente, de los
cuales 29 estuvieron sobre expresados durante la reduccion de Fe(lll). Estos genes
incluyen un regulador transcripcional de la familia ArsR (GSU2149), de la cual se ha
reportado que estd involucrada en la respuesta a estrés por iones metélicos (Summers
2009). De igual forma presentaron sobre expresion durante la reduccion de Fe(l11) genes
que codifican para reguladores transcripcionales de la familia LuxR (GSU0682) y LysR
(GSU1342).
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El genoma de G. sulfurreducens codifica para 27 genes relacionados con la regulacion a
través de la molécula sefial c-di-GMP ( di-guanilato mono ciclico), de los cuales dos
tuvieron sobre expresion durante la reduccion de Fe(lll) (GSU3350 y GSU3356) y sblo

uno durante la reduccién de fumarato (GSU3263).

Una caracteristica muy interesante de G. sulfurreducens es que posee un gran nimero de
sistemas de dos componentes anotados en su genoma: 95 caracterizados como
reguladores de respuesta y 22 con ambos dominios (Karlin et al. 2006). Los datos
obtenidos indican que 23 de estos genes mostraron expresion diferencial: 11 sobre

expresados durante la reduccion de fumarato y 12 en la reduccion de Fe(lll).

Asi mismo, G. sulfurreducens posee un gran numero de genes involucrados en
mecanismos de regulacién y de respuesta a cambios ambientales. En los datos de
RNAseq se observo que un numero considerable de estos genes presentaron expresion
diferencial (Figura 11), los cuales en su mayoria mostraron sobre-expresion durante la
reduccion de Fe(l11). Estos datos sugieren que el tipo de aceptor final de electrones es un

aspecto del metabolismo de G. sulfurreducens que se encuentra altamente regulado.

4.2.6. Expresion de genes relacionados con mecanismos de regulacion genética a
través de sSRNAs.

En los mecanismos de regulacion genética llevados a cabo por SRNAs participan una
amplia variedad de proteinas que incluyen desde chaperonas hasta enzimas con funcién
RNAsas (Gottesman and Storz 2010; Van Assche et al. 2015). Una de las proteinas mas
importantes que participan en la regulacion negativa mediada por SRNA es la chaperona
Hfqg, la cual es la encargada de facilitar la unién entre el SRNA y el sito de unién al
ribosoma del mRNA blanco (Vogel and Luisi 2011). G. sulfurreducens posee el gen hfg
que codifica para un homdélogo de esta proteina, para el cual se detectd expresion en

ambas condiciones de crecimiento, sin presentar expresion diferencial.

Otra proteina de unién a RNA que interactta con SRNAs para llevar a cabo mecanismos

de regulacién post-transcripcional es CsrA (revisado en Romeo et al. 2013). En G.
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sulfurreducens el gen GSU3041 codifica una proteina homdloga a CsrA, sin embargo,
sus valores de expresion fueron muy bajos en ambas condiciones de crecimiento. Ademas
de las proteinas anteriormente mencionadas, el genoma de G. sulfurreducens contiene
otras 5 proteinas, que aungue no han sido caracterizadas, poseen motivos de unién a
RNA(Finn et al. 2016). En cuanto al perfil de expresion de estas proteinas, solo se detectd
expresion diferencial para tres de ellas (GSU0235, GSU0644 y GSU1587).
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CAPITULO V

Identificacion y validacion de SRNASs en regiones
intergénicas

5.1 Materiales y Métodos.

5.1.1 Identificacion de SRNAS en regiones intergénicas.

Para la identificacion de SRNAs fueron utilizados los datos obtenidos de los experimentos
de RNAseq descritos en el capitulo anterior. En un primer paso, fueron seleccionadas
todas las regiones intergénicas con un tamafio mayor a 160 pares de bases. Se decidio
utilizar este tamafio de regién intergénica para minimizar la identificacion de transcritos
que pudieran corresponder a los genes colindantes y no a la region intergénica. La
identificacion de sefial transcripcional se realiz6 de manera manual utilizando la
herramienta Integrated Genome Browser (Helt et al. 2009). Utilizando las secuencias de
estos transcritos, se realizo un andlisis de prediccion de proteinas utilizando el software
GeneMark (Besemer and Borodovsky 2005). Este analisis se llevo a cabo para descartar
transcritos que pudieran corresponder a genes de proteinas no anotadas. Las secuencias
restantes fueron analizadas para identificar posibles homologos utilizando las plataformas
BLAST (Altschul et al. 1997) y Rfam (Burge et al. 2012).

Los valores de expresion fueron calculados siguiendo el mismo procedimiento descrito
en el capitulo anterior, considerando solo los SRNAs que mostraban expresion diferencial
en los 3 métodos utilizados. Para los andlisis de prediccion de estructura secundaria se
utilizé la herramienta RNAfold (http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAfold.cgi) aplicando
los valores estandar que ofrece el programa. Ademas, se llevo a cabo un analisis de
prediccion de genes blanco de los SRNAs identificados. Para esta prediccion se empleo el
programa TargetRNA2 (Kery et al. 2014).

5.1.2 Validaciéon mediante Northern blot.

Este experimento se llevd a cabo para determinar el tamafio aproximado de los transcritos

identificados. EI RNA fue extraido de cultivos en fase exponencial y estacionaria
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utilizando el protocolo descrito en los capitulos 111 'y IV. Se tomaron 10ug del RNA total
de cada muestra y fueron cargados en geles desnaturalizantes de poliacrilamida al 10%
con una concentracion de urea 8M (2 horas a 180 volts). En cada uno de los geles se
utilizo como marcador de RNA el ssRNA Ladder (New England BioLabs Inc.)
Posteriormente, el RNA desnaturalizado fue transferido a membranas Hybond-N+ (GE
Healthcare) mediante electro-blotting y fijado a la membrana por UV-crosslinking. Las
sondas de DNA utilizadas para la hibridacion fueron generadas mediante PCR utilizando
los oligonucledtidos enlistados en el Anexo Il. Los productos obtenidos fueron marcados
radioactivamente con [a-32P]dCTP utilizando el kit Rediprime II DNA Labeling System
(GE Healthcare Life Sciences), siguiendo las instrucciones del fabricante. Las
membranas y las sondas fueron incubadas con 10mL del buffer Rapid-Hyb (GE
Healthcare Life Sciences) con rotacion a 65 °C durante toda la noche. Después de la
hibridacion, las membranas fueron lavadas dos veces con solucion 2x SCC 0.1% SDS a

35 °C y fueron expuestas durante toda la noche a -80 °C y finalmente revelados.

5.1.3 Validacion mediante 5 RACE (Rapid amplification of cDNA 5" ends).

La identificacion del sitio de inicio de la transcripcion de SRNA fue realizada mediante la
metodologia modificada de 5'RACE reportada previamente (Mendoza-Vargas et al.
2009). EI RNA total fue extraido como se describi6 en apartados anteriores y
posteriormente fue tratado con el enzima Tobacco Acid Pyrophosphatse (TAP Epicenter)
para generar extremos 5'-monofosfato. Una vez realizado este paso se procedio a la
ligacion de un adaptador de RNA al extremo 5' (5’-GUUCAGAGUUCUACAGUC-

CGACGAUC-3’) utilizando la enzima T4 RNA ligasa 1 (ssRNA Ligase, New England
Biolabs). Para la construccion de las librerias de cDNA se utilizé un random primer (5°-
CAAGCAGAAGACGGCATACGANNNNNN-3’) para generar el cDNA mediante la
reaccion de transcripcion reversa utilizando la enzima SuperScript™ I11 (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA). Posteriormente, se realiz6 una reaccion de PCR utilizando
oligonucle6tidos especificos del gen de interés (enlistados en Anexo 1) y los productos
obtenidos fueron visualizados mediante electroforesis de geles de poliacrilamida al 8%,
las bandas visualizadas fueron cortadas y purificadas. Los productos de PCR obtenidos
fueron secuenciados por el método de Sanger en la Unidad de Secuenciacion y Sintesis

de Oligos del Instituto de Biotecnologia de la UNAM. Las secuencias obtenidas fueron
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alineadas al genoma de G. sulfurreducens y el sitio de inicio de la transcripciéon fue
determinado como el primer nucleotido identificado inmediatamente después de la

secuencia correspondiente al adaptador 5' utilizado.

5.1.4. Ensayos de RT-gPCR y de Co-transcripcion.

El RNA total fue extraido y tratado con la enzima DNAse como se describid
previamente. EI cDNA fue sintetizado utilizando el RevertAid H minus First Strand
cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific). Este cDNA fue utilizado para dos experimentos
diferentes: RT-gPCR y ensayos de co-transcripcion. Para los ensayos de RT-gPCR fue
empleado el Maxima SYBR Green/ROX ¢gPCR Master Mix Kit (Thermo Scientific),
siguiendo las instrucciones del fabricante. El gen recA fue utilizado como control interno
para la normalizacion de los datos. Los ensayos fueron realizados por triplicado en dos
experimentos independientes. Los resultados fueron analizados por el método de 2724
(Livak and Schmittgen 2001). Los ensayos de co-transcripcion consistieron en amplificar
las regiones intergénicas correspondientes a los SRNAs junto con sus regiones
colindantes. Los productos de PCR fueron visualizados en geles de agarosa al 2% vy se
utilizé el 100 bp DNA Ladder (New England BioLabs) como marcador de tamarfio. La

lista de los oligonucle6tidos utilizados en estos ensayos se encuentra en el anexo |.

5.2 Resultados y Discusion

5.2.1 Identificacion de SRNAs en regiones intergénicas.

En afos recientes, la basqueda de sSRNAs localizados en regiones intergénicas (SRNA
trans-encoded) mediante analisis de RNAseq ha sido ampliamente utilizada en un
namero creciente de microorganismos (Babski et al. 2016; Bronsard et al. 2017; Gaimster
et al. 2016; Kwenda et al. 2016; Mcclure et al. 2014) . Utilizando los datos generados en
los experimentos de RNAseq fue posible la identificacion de sRNAs en regiones
intergénicas en G. sulfurreducens. Como se mencioné en la seccion de materiales y
métodos de este capitulo, se utiliz6 como criterio seleccionar solo transcritos que se
localizaran en regiones intergénicas con un tamafio mayor a >160 pares de bases y asi
evitar que estos pudieran corresponder a transcritos de genes colindantes. La busqueda se
realiz6 manualmente en las 736 regiones intergénicas con tamafio >160 pb que presenta

el genoma de G. sulfurreducens PCA.
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Siguiendo este procedimiento, pudimos identificar 75 candidatos a SRNAs a lo largo del
genoma de G. sulfurreducens, expresados en al menos una de las condiciones de
crecimiento probadas en este estudio. Posterior al analisis de busqueda de ORFs, algunos
de estos candidatos fueron descartados, dejando 45 sRNAs. Aunque el resto de los
transcritos no fueron considerados para los andlisis subsecuentes, estos transcritos
pudieran ser estudiados posteriormente para determinar si realmente corresponden a
transcritos codificantes y pudieran corresponder a genes no anotados en el genoma de G.

sulfurreducens.

Con los 45 candidatos a SRNAs obtenidos de este anélisis, se busco si previamente se
habia identificado algin TSS localizado en estas regiones intergénicas (Tabla 5). Se
encontré que en 6 casos habia TSSs reportados por Qiu et al. (2010) y en 18 de estas
regiones presentaban al menos un TSS identificados por el mapeo global de TSS
realizado en este trabajo. Al igual que en el caso de la identificacion de TSSs, la
deteccién de transcritos por dos diferentes metodologias o experimentos independientes
respaldan la identificacion de estos SRNAs como transcritos verdaderos, lo cual es de
gran importancia debido a la fecha no existen reportes de SRNAs validados

experimentalmente en bacterias del género Geobacter.

Asi mismo, se observé que los SRNAs identificados presentaron en promedio un tamafio
de 241 nucleédtidos, con un rango de 163 a 396 nucleotidos. La identificacion de SRNAs
de menor tamafio no fue posible debido a que la bisqueda de transcritos se realizé en
regiones intergénicas con un tamafio de >160 nt; sin embargo, el tamafio de los SRNAs
identificados se encuentra en el rango de los SRNAs caracterizados en otras bacterias
(Wagner and Romby 2015). En las Tabla 5 se enlista los 45 sRNAs identificados, asi

como sus caracteristicas generales.
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Tabla 5. Lista de SRNAs identificados en regiones intergénicas. *Nomenclatura propuesta para los SRNAs identificados en este trabajo. Tamafio del transcrito determinado
por los experimentos de RNAseq. P TSSs identificados a través de mapeo global (Qiu et al. 2010; Gonzalez et al. 2016). & Valor de logaritmo base dos del nivel de cambio

(Log2 fold change).

Extremo Extremo ~ UpStream DownStream Vo de Sitic_; d?,l sl Qe 2
Al Izquierdo Derecho e (g Gene Gene Expresion transcr_lpcm_n_prewamente
(Log2 NC%) identificadoP
gsusRO1 87274 87446 172 GSU0071 GSU0073 0.90 Este trabajo
gsusR02 104069 104368 358 GSU0092 GSU0093 2.03
gsusR03 133055 133269 214 GSuU0117 GSuU0118 1.31
gsusR04 197815 198083 268 GSU0183 GSU0184 0.89
gsusR05 49616 49949 333 GSURO003 GSU3471 -0.36 Este trabajo
gsusR06 201625 201904 286 GSuU0188 GSU0189 3.15
gsusR0O7 282674 282951 277 GSU0273 GSuU0274 -1.03
gsusR08 524637 524880 243 GSU0491 GSU0492 -2.45 Este trabajo
gsusR09 528510 528716 206 GSU0494 GSU0496 1.26 Este trabajo
gsusR10 602275 602600 325 GSU0573 GSU0574 1.50
gsusR11 618931 619165 234 GSU0584 GSU0585 -0.46
gsusR12 684497 684666 169 GSU0653 GSURO010 -0.81 Este trabajo
gsusR13 811717 812051 334 GSU3496 GSU3497 -0.10 Este trabajo
gsusR14 916580 916766 186 GSU0856 GSU0857 0.05 Qiu et al. 2010, este trabajo
gsusR15 999024 999252 228 GSU0929 GSU0930 1.09
gsusR16 1014055 1014331 373 GSU0943 GSU0944 112 Qiu et al. 2010, este trabajo
gsusR17 1028665 1028938 280 GSU3521 GSU0955 0.03 Este trabajo
gsusR18 1034461 1034624 163 GSU3522 GSU0961 0.97
gsusR19 1223942 1224128 186 GSU1139 GSURO017 -1.64 Este trabajo
gsusR20 1462928 1463133 205 GSU1334 GSU1336 0.67
gsusR21 1468490 1468650 160 GSURO022 GSU1342 1.89
gsusR22 1582345 1582628 283 GSU1444 GSU1445 -0.50 Este trabajo
gsusR23 2014960 2015291 331 GSuU1844 GSU1845 -0.22
gsusR24 1146941 1147190 249 GSU1060 GSU1061 -0.50 Qiu et al. 2010
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gsusR25 1501662 1501853 191 GSU1372 GSU1374 1.23 Este trabajo
gsusR26 1728623 1728811 188 GSU1576 GSUR029 0.72

gsusR27 1868689 1868866 176 GSU1704 GSU1705 0.80 Este trabajo
gsusR28 2136227 2136407 180 GSU1948 GSU1949 2.12 Qiuetal. 2010
gsusR29 2710567 2710932 365 GSU2471 GSU2472 -0.14 Este trabajo
gsusR30 2773965 2774256 291 GSU2515 GSU2516 -1.98

gsusR31 2865179 2865410 231 GSU3598 GSU2599 1.59

gsusR32 3087106 3087304 198 GSU2806 GSuU2807 0.30

gsusR33 3173046 3173442 396 GSU2887 GSU2888 0.83

gsusR34 3772744 3773064 270 GSU3426 GSuU3427 0.00 Este trabajo
gsusR35 3798878 3799080 202 GSU3450 GSU3451 3.21 Este trabajo
gsusR36 1712415 1712569 215 GSU1557 GSU1558 2.70

gsusR37 2557663 2557846 183 GSU2337 GSU2338 1.84

gsusR38 1292289 1292700 335 GSU1184 GSU1185 -0.10 Este trabajo
gsusR39 1468449 1468631 233 GSURO022 GSU1342 1.89

gsusR40 1293188 1293777 198 GSU1185 GSU1188 0.78

gsusR41 1281315 1281849 194 GSU1175 GSU1176 0.89

gsusR42 1728927 1729225 191 GSURO029 GSU1577 -0.04

gsusR43 1788673 1788893 211 GSU1631 GSU1632 -1.79 Este trabajo
gsusR44 3412180 3412611 177 GSU3108 GSU3109 -1.08

gsusR45 2728179 2728471 161 GSU2484 GSU2485 1.36 Qiu et al. 2010
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5.2.1 Validacion y caracterizacion mediante northern blot, RT-gPCR y 5'RACE.

Para confirmar la expresion de los sRNAs identificados mediante RNAseq asi como su
tamario, fueron seleccionados 12 SRNAs para realizar ensayos de northern blot. Ademas, para
la validacion de los patrones de expresion se realizaron ensayos de RT-gPCR y en algunos
casos fue posible determinar el sitio de inicio de la transcripcion de estos transcritos mediante
la metodologia de 5'RACE (Figura 12 y 13).
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ACTGCCTGGATTCACGACTGAACCGGGACGGAAGGCAATAGCACCG
ACGAGGATAGGATGAGCTTTCCCTTCCATGGTCGTTTTCGTGCGCCTC
CGGACCCCGGTGGCGCATTTGTTATTT

Figura 12. Caracterizacion del SRNA gsusR27. A) Patrén de expresion identificado para las dos condiciones de
crecimientos estudiadas mediante RNAseq: | al Il corresponden a triplicados durante la reduccion de Fe(lll)
soluble y 1V al VI durante la reduccion de fumarato. La regién gris corresponde al SRNA identificado B) Ensayo
de northern blot con RNA extraido en fase exponencial y estacionaria durante la reduccion de Fe(lll) soluble
(carril 1 y 2) y durante la reduccién de fumarato (carril 3 y 4) 55 rRNA como control de carga. C) TSS
identificado mediante ensayos de 5’'RACE. D) Valores de expresion relativa obtenidos mediante RT-gPCR.

Los resultados de los ensayos de northern blot mostraron consistencia con los tamafos
obtenidos mediante RNAseq. En general, se observé que el tamafio estimado de los
transcritos por northern blot fueron ligeramente menores a los observados mediante RNAseq,
a excepcion de gsusR38, donde se observéd una diferencia de aproximadamente 65 nt entre
ambos ensayos. En la Figura 12 se observa la caracterizacion del SRNA gsusR27 mediante 4

diferentes metodologias. En este caso en particular, ademas del TSS identificado mediante
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5'RACE, los resultados del mapeo global de TSSs detectaron un TSS exactamente en la
misma posicion identificada mediante 5’RACE, lo cual brinda una caracterizacion mas

completa y robusta.
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GGCTTTTTGTACGCCTAAGTTGCTGCTTTTCCGTGATGTTCGGCCTTTGC
TTGTATCAGAACGGCCATCAAAATGCAACGGGGCCGTGCCCCGACTCAC
GGGCACGCGAGCCGATTTGCCCGGCGGCCGCCTTTCTGTCCCTCTTTTGT
GCTGCAGGCCGCGTTCTGCCACCGCCA

Expresion relativa

Figura 13. Caracterizacion del SRNA gsusR41. A) Patron de expresion identificado para las dos condiciones de
crecimientos estudiadas mediante RNAseq: | al 11l corresponden a triplicados durante la reduccién de Fe(lll)
soluble y IV al VI durante la reduccion de fumarato. B) Ensayo de northern blot con RNA extraido en fase
exponencial y estacionaria durante la reduccion de Fe(lll) soluble (carril 1 y 2) y durante la reduccion de
fumarato (carril 3 y 4) 5S rRNA como control de carga. C) TSS identificado mediante ensayos de 5’'RACE. D)
Valores de expresion relativa obtenidos mediante RT-qPCR.

Debido a que en E. coli y Salmonella se sabe que solo un nimero reducido de SRNAs se
expresan constitutivamente (Wagner and Romby 2015) y se ha observado que la mayoria de
los SRNAs identificados y caracterizados en estos organismos modelo son activados bajo
condiciones especificas de crecimiento (revisado en Corcoran et al. 2012), se decidié
seleccionar SRNAs para detectar su expresion mediante ensayos de northern blot tanto en fase
exponencial como estacionaria. Los resultados de estos ensayos indicaron que los SRNAS
gsusR08, gsusR17 gsusR27 y gsusR41 (Figura 12B, 13B y 14) se expresan durante ambas
fases de crecimiento en al menos una de las condiciones de cultivo estudiadas. Cabe destacar
que gsusR17 es un SRNA de 270 nt localizado en una regién intergénica de 597 pb, lo cual es
interesante ya que se ha planteado que los sRNAs tienden a localizarse en regiones

intergénicas de un tamafio mayor al promedio (Tsai et al. 2015).
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Por otro lado, los SRNAs gsusR36 y gsusR40 solo fueron detectados en fase exponencial
durante la reduccion de Fe(lll) soluble. Para determinar si estos sSRNAs se transcriben
constitutivamente o son activados por algun tipo de estimulo es necesario hacer su deteccién
en otras condiciones de crecimiento incluyendo diferentes tipos de donadores y aceptores de

electrones.
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Figura 14. Caracterizaciéon de los transcritos gsusR17, gsusR40, gsusR08 y gsusR36. Perfil transcripcional
obtenido mediante RNAseq para las dos condiciones de crecimientos estudiadas: | al Ill corresponden a
triplicados durante la reduccién de Fe(lll) soluble y IV al VI durante la reduccién de fumarato. La deteccién de
los trasncritos por northern blot se realizd con RNA extraido en fase exponencial y estacionaria durante la
reduccion de Fe(lll) soluble (carril 1 y 2) y durante la reduccion de fumarato (carril 3y 4); el 5S rRNA fue
utilizado como control de carga.
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5.2.2 Analisis de expresion diferencial de los SRNAs identificados.

Con este analisis fue posible determinar si la expresion de los SRNAs identificados pudiera
estar inducida por alguna de las condiciones de crecimiento estudiadas. De los 45 SRNAs
identificados mediante RNAseq, 6 de estos mostraron valores de expresion diferencial
significativa (Tabla 5), de los cuales 5 fueron sobre expresados durante la reduccién de Fe(lll)
soluble. gsusR02, gsusR06, gsusR28, gususR35 y gsusR36 fueron los SRNAs sobre
expresados durante la reduccién de Fe(lll) soluble y gsusR08 durante la reduccion de
fumarato. EI sSRNA gsusR06 fue el que mostrd el valor de expresion diferencial mas alto
durante la reduccion de Fe(lll) soluble (Figura 15). Este patrén de expresion fue validado
tanto por los datos de RT-gPCR como por los ensayos de northern blot. Una caracteristica
interesante del SRNA gsusR06 es el alto namero de lecturas comparado con los otros SRNAs
detectados, lo cual fue consistente en las 3 replicas biologicas (Figura 15A). Estos valores
altos en su nivel de expresion pudieran sugerir un papel relevante de este SRNA durante esta

condicién de cultivo.
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Figura 15. Caracterizacion del SRNA gsusR06. A) Patron de expresion identificado para las dos condiciones de
crecimientos estudiadas mediante RNA-seq: | al 11l corresponden a triplicados durante la reduccion de Fe(lll)
soluble y IV al VI durante la reduccion de fumarato. B) Ensayo de northern blot con RNA extraido en fase
exponencial y estacionaria durante la reduccion de Fe(lll) soluble (carril 1 y 2) y durante la reduccion de
fumarato (carril 3 y 4) 5S rRNA como control de carga. C) Valores de expresion relativa obtenidos mediante
RT-gPCR.
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Se observé que algunos SRNAs presentaron valores de expresion diferencial cercanos al valor
de corte (Log2 Fold change >2). Este fue el caso del SRNA gsusR45, el cual mostro un valor de
cambio en su expresion de 1.3 durante la reduccion de Fe(l11), mientras que en el analisis de
expresion relativa realizado mediante RT-gPCR arrojo un valor de 2.3 en su tasa de cambio.
Las metodologias de RNA-seq han demostrado ser una estrategia eficaz para la identificacion
de sRNAs; sin embargo, puede presentar ciertos sesgos, como una baja profundidad en la
secuenciacion de ciertas regiones que no permiten la deteccion real en los cambios (Schroeder
et al. 2015). Es por ello que debe considerarse muy importante que la identificacién de novo

de este tipo de transcritos se debe realizar por al menos dos metodologias independientes.

Como se menciond anteriormente, 5 SRNAs presentaron valores de sobre expresion durante la
reduccion de Fe(lll) soluble. Seria interesante profundizar en la hip6tesis de que algunos de
estos SRNAs pudieran estar involucrados en algin mecanismo de regulacion durante la
reduccion de Fe(lll). En G. sulfurreducens, los mecanismos de regulacion genética durante la
reduccion de Fe(lll) no son del todo conocidos, especificamente los relacionados con el
metabolismo de Fe. En este sentido, Embree et al. (2014) estudiaron el papel del regulador
transcripcional Fur durante la reduccion de Fe(l11) y fumarato. Los autores reportaron que Fur
se encuentra sobre expresado durante la reduccién de fumarato y coordina la respuesta
transcripcional a las fluctuaciones en la concentracion de Fe en el ambiente. Se sabe que en
otros organismos la regulacion llevada a cabo por Fur se da en coordinaciéon con un sRNA,
RyhB en el caso de E. coli (Oglesby-Sherrouse and Murphy 2013). Sin embargo, en G.

sulfurreducens no se ha identificado al SRNA que participe en este circuito de regulacion.
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Figura 16. Caracterizacion de los SRNA gsus45, gsus32 y gsusR34. A) Perfil transcripcional obtenido mediante
RNAseq para las dos condiciones de crecimientos estudiadas. Las graficas de color verde corresponden a las 3
replicas durante la reduccién de Fe(lll) y las rosas durante la reduccion de fumarato B) Ensayo de northern blot
con RNA durante la reduccion de Fe(lll) soluble y durante la reduccién de fumarato (carril 1 y 2
respectivamente) y el 5S rRNA como control de carga. C) Valores de expresion relativa obtenidos mediante
ensayos de RT-qPCR.
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5.2.3 Ensayos de co-transcripcion.

Algunos de los sRNAs identificados mediante RNAseq mostraron sobre posicion de las
lecturas detectadas. Con la finalidad de identificar si los transcritos de los SRNAs
identificados en las regiones intergénicas son transcritos independientes o corresponden a
transcritos de sus genes vecinos, fueron seleccionados 4 SRNAs para realizar ensayos de co-
transcripcion los cuales consistieron en amplificar fragmentos cortos y largos de las regiones
intergenicas donde se localizaron los SRNAs, utilizando cDNA como templado (Figura 16).
En este ensayo se pudo observar gque, a excepcion de gsusR06, los SRNAs evaluados en este
ensayo se transcriben de manera independiente en ambas condiciones de crecimiento, ya que

solo fue posible detectar el fragmento corto, el cual corresponde al SRNA identificado

gsusR17

1 2 3 4 5

GSU3521 GSU0955
214 nt

934 nt

gsusR40 , , , , .

GSU1185 GSU1188
141 nt
677 nt =
gsusR41 { 3 & 4 8
GSU1175 GSU1176
23_7 nt
1023 nt
gsusR06
GSU0188 GSU0189
Z_Q_S_nt
1051 nt

Figura 17. Ensayos de co-transcripcion de los sSRNAss gsusR06, gsusR17, gsusR40 y gsusR41. Las flechas
naranjas representan los genes colindantes de la region intergénica donde fue localizado el SRNA. Las lineas
moradas representan el tamafio y localizacién de los fragmentos amplificados y su posicién con respecto a los
genes colindantes. Los fragmentos de PCR fueron visualizados en geles de agarosa al 2%. Carril 1 y 2
corresponde al fragmento corto y largo durante la reduccion de Fe(l11) soluble, carriles 3 y 4 fragmentos cortos y
largos detectados durante la reduccion de fumarato y carril 5 marcador de DNA.

51



Para el caso del SRNA gsusR06 se observd la deteccidn del transcrito largo durante la
reduccion de fumarato, lo cual sugiere que durante esta condicion de cultivo gsusR06 y el gen
GSU0189 se co-transcriben. Se ha reportado que en algunos sSRNAs la cotranscripcion se
presenta en funcion de alguna condicion de crecimiento, como el SRNA RSs0680a de R.
Sphaeroides, el cual se co-transcribe con el gen que se localiza rio abajo en funcién de la
exposicion a oxigeno (Berghoff et al. 2009). Asi mismo, D. radiodurans en condiciones de
radiacion ionizante se detectd la co-transcripcion de 6 sRNAs (Tsai et al. 2015). En los
trabajos anteriormente mencionados, se sugiere que a pesar de que estos SRNAs se
cotranscriben, es muy probable que posteriormente sufran modificaciones post
transcripcionales que puedan servir para dar estabilidad a la regién 5' UTR e inducir la
degradacion del RNA o bien para brindar estabilidad durante la transcripcion bajo alguna

condicion de crecimiento especifica.

5.2.4 Identificacion de homologos de los SRNAs identificados y conservacion de su

secuencia.

Dado que los sSRNAs identificados y validados en este trabajo son los primeros caracterizados
para el género Geobacter, surgié la interrogante de conocer los niveles de conservacion a
nivel de secuencia entre las bacterias de este género. En este sentido, fueron utilizadas las
secuencias de los 45 sRNAs identificados para realizar busquedas en las bases de datos Rfam
(Burge et al. 2012) y BSRD (Li et al. 2013). Los resultados obtenidos indicaron que un
fragmento del SRNA gsusR27 mostré homologia con un elemento de regulacién llamado "pan
RNA motif”, el cual fue identificado en delta-protobacterias mediante estudios de gendmica
comparativa (Weinberg et al. 2010). Este motivo se describe como un RNA estructurado de
un tamafo aproximado de 78 nt presente en la region 5° UTR de genes involucrados en la
sintesis de pantotenato. Los resultados obtenidos por el mapeo de global de TSSs, 5’RACE y
northern blot, indican que en G. sulfurreducens este transcrito posee un tamafo de 165 nt y se
localiza rio arriba del gen panB (Figura 12). Al realizar un andlisis tipo BLAST (Altschul et
al. 1997) utilizando la secuencia de gsusR27, observamos que esta secuencia solo se
encontraba presente en tres cepas de G. sulfurreducens y en otros dos organismos del género
Geobacter (Figura 18A). Sin embargo, se observo que en los otros dos organismos donde se
detectd conservacion de esta secuencia, el contexto genémico no mostré conservacion. Con
respecto a su estructura secundaria, el analisis de prediccion mostré una estructura con

elementos estructurales del tipo "hairpin loop™ (Figura 18B), los cuales se sabe que son
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necesarios para formar sitios de union ya sea con una proteina o con otra molécula de RNA
(Richter and Backofen 2012).
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Figura 18. A) Alineamiento de secuencias multiples del transcrito gsusR27 realizado con la herramienta M-
Coffee (http://tcoffee.crg.cat/). B) Prediccion de estructura secundaria realizado con M-fold (Zuker 2003).

Como se mencion6d anteriormente, solo se encontré homologia de secuencia en uno de los
SRNAs. Para los 44 sRNA restantes no se encontré6 homologia en ninguna de las bases de
datos, por lo que se procedid a realizar analisis BLAST para determinar el nivel de
conservacion de las secuencias de los SRNAs identificados (Tabla 6). Con este andlisis se
pudo observar que en algunas casos (gsusR13, gsusR30) se encuentran presentes Gnicamente
en G. sulfurreducens cepa PCA, mientras que la mayoria de los SRNAs solo se encuentran
conservados en tres cepas de G. sulfurreducens y en G. anodireducens, la cual es la especie

filogenéticamente mas cercana a G. sulfurreducens (Sun et al. 2014).

Conforme aumenta la identificacion de sRNAs en diferentes grupos bacterianos, se ha
observado que al parecer la evolucion de este tipo de RNAs es muy rapida, teniendo como
consecuencia que la similitud en secuencia entre los SRNAs sea muy baja (Gottesman and

Storz 2010; Kacharia et al. 2017). En bacterias del género Pseudomonas ha sido posible la
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identificacion de SRNAs en diferentes especies de este género y se ha observado bajos niveles

de conservacion, inclusive en cepas de la misma especie (Gomez-Lozano et al. 2012). Este

mismo patrén se ha observado en otros géneros bacterianos, por lo que se ha propuesto que

estos bajos niveles de conservacion pudiera ser reflejo de una diversificacion metabdlica que

ayuda a una rapida adaptacion en los diferentes ambientes y nichos que colonizan estas

bacterias (Kopf et al. 2015; Voigt et al. 2014). En este sentido, seria interesante ampliar la

identificacion de SRNAs en otras especies del género Geobacter ya que se han especializado

en colonizar nichos y ambientes con caracteristicas ambientales donde otros organismos no

han sido capaces de proliferar.

Tabla 6. Lista de microorganismos donde se observd conservacion de secuencias con los SRNAs identificados.

SRNA Clase

Orden

Género/Cepa

gsusR01 &-protobacteria

gsusR02  &-protobacteria

gsusR03  &-protobacteria

gsusR04  &-protobacteria

gsusRO5  &-protobacteria

gsusR06  &-protobacteria

gsusRO7  &-protobacteria

gsusR08 &-protobacteria

gsusR09 &-protobacteria

Geobacter

Geobacter

Geobacter

Geobacter,
Pelobacter

Geobacter

Geobacter

Geobacter

Geobacter,
Desulfuromonas

Geobacter

G. sulfurreducens PCA, G. sulfurreduces
AM1, G. sulfurreducens KN400, G.
anodireducens SD-1

G. sulfurreducens PCA, G. sulfurreduces
AM1, G. sulfurreducens KN400, G.
anodireducens SD-1

G. sulfurreducens PCA, G. sulfurreduces
AM1, G. sulfurreducens KN400, G.
anodireducens SD-1, G. metalirreducens
GS-15

G. sulfurreducens PCA, G. sulfurreduces
AML1, G. sulfurreducens KN400, G.
anodireducens SD-1, G. metalirreducens
GS-15, G. pickeringii G13, P. propionicus
DSM 2370, G. uraniireducens Rf4

G. sulfurreducens PCA, G. sulfurreduces
AM1

G. sulfurreducens PCA, G. sulfurreduces
AM1, G. sulfurreducens KN400, G.
anodireducens SD-1

G. sulfurreducens PCA, G. sulfurreduces
AM1, G. sulfurreducens KN400, G.
anodireducens SD-1

G. sulfurreducens PCA, G. sulfurreduces
AM1, G. sulfurreducens KN400, G.
anodireducens SD-1, G. metalirreducens
GS-15, G. pickeringii G13, Desulfuromonas
sp DDH964

G. sulfurreducens PCA, G. sulfurreduces
AM1, G. sulfurreducens KN400, G.
anodireducens SD-1, G. metalirreducens
GS-15, G. pickeringii G13, G.
uraniireducens Rf4, G. daltonii FRC-32, G.
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gsusR10

gsusR11

gsusR12

gsusR13

gsusR14

gsusR15

gsusR16

gsusR17

gsusR18

gsusR19

gsusR20

gsusR21

gsusR22

gsusR23

d-protobacteria

d-protobacteria

d-protobacteria

d-protobacteria

d-protobacteria

d-protobacteria

d-protobacteria

d-protobacteria
y-protobacteria

d-protobacteria

d-protobacteria

d-protobacteria

d-protobacteria

d-protobacteria

d-protobacteria

Geobacter

Geobacter

Geobacter

Geobacter

Geobacter

Geobacter

Geobacter,
Pelobacter

Geobacter,
Desulfurivibrio
Pelobacter,
Deslfobacterium,
Acidihalobacter,
Thioalkalivibrio,
Allochromatium

Geobacter

Geobacter

Geobacter

Geobacter

Geobacter

Geobacter

sp. M21, G. bemidjensis Bem.

G. sulfurreducens PCA, G. sulfurreduces
AM1, G. sulfurreducens KN400,

G. sulfurreducens PCA, G. sulfurreduces
AM1, G. sulfurreducens KN400, G.
anodireducens SD-1

G. sulfurreducens PCA, G. sulfurreduces
AM1, G. sulfurreducens KN400, G.
anodireducens SD-1, G. metalirreducens
GS-15, G. pickeringii G13

G. sulfurreducens PCA

G. sulfurreducens PCA, G. sulfurreduces
AM1, G. sulfurreducens KN400, G.
anodireducens SD-1, G. metalirreducens
GS-15, G. pickeringii G13, G.
uraniireducens Rf4, G. sp. M21, G.
bemidjensis Bem.

G. sulfurreducens PCA, G. sulfurreduces
AM1, G. sulfurreducens KN400,

G. sulfurreducens PCA, G. sulfurreduces
AM1, G. sulfurreducens KN400, G.
anodireducens SD-1, G. metalirreducens
GS-15, G. pickeringii G13, P. propionicus
DSM 2379, G. uraniireducens Rf4, G.
bemidjensis Bem, G. daltonii FRC-32, G.
lovleyi SZ

G. sulfurreducens PCA, G. anodireducens
SD-1, G. sp. M18, G. daltonii FRC-32, G.
sp DSM9738, D. alkaliphilus AHT2, P.
propionicus DSM 2379, uncultured
Desulfobacterium sp, A. prosperus V6, T.
nitratireducens DSM 14787, A. vinosum
DSM 180

G. sulfurreducens PCA, G. sulfurreduces
AM1, G. sulfurreducens KN400,

G. sulfurreducens PCA, G. sulfurreduces
AM1, G. sulfurreducens KN400, G.
anodireducens SD-1, G. metalirreducens
GS-15, G. pickeringii G13, G. daltonii
FRC-32,

G. sulfurreducens PCA, G. sulfurreduces
AM1, G. sulfurreducens KN400, G.
anodireducens SD-1,

G. sulfurreducens PCA, G. sulfurreduces
AM1, G. sulfurreducens KN400,

G. sulfurreducens PCA, G. sulfurreduces
AM1, G. sulfurreducens KN400, G.
anodireducens SD-1

G. sulfurreducens PCA, G. sulfurreduces
AM1, G. sulfurreducens KN400,
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gsusR24

gsusR25

gsusR26

gsusR27

gsusR28

gsusR29

gsusR30
gsusR31

gsusR32

gsusR33

gsusR34

gsusR35

gsusR36

gsusR37

gsusR38

d-protobacteria

d-protobacteria

d-protobacteria

d-protobacteria

d-protobacteria

d-protobacteria
y-protobacteria

d-protobacteria
d-protobacteria

d-protobacteria

d-protobacteria

d-protobacteria

d-protobacteria

d-protobacteria

d-protobacteria

d-protobacteria

Geobacter

Geobacter

Geobacter

Geobacter

Geobacter,
Pelobacter,
Desulfuromonas

Geobacter,
Desulfurivibrio
Pelobacter,
Acidihalobacter,
Thioalkalivibrio
Geobacter

Geobacter

Geobacter,
Desulfurivibrio

Geobacter

Geobacter

Geobacter

Geobacter

Geobacter

Geobacter

G. sulfurreducens PCA, G. sulfurreduces
AM1, G. sulfurreducens KN400, G.
anodireducens SD-1, G. metalirreducens
GS-15, G. pickeringii G13, G. bemidjensis
Bem,

G. sulfurreducens PCA, G. sulfurreduces
AM1, G. sulfurreducens KN400, G.
anodireducens SD-1

G. sulfurreducens PCA, G. sulfurreduces
AM1, G. sulfurreducens KN400,

G. sulfurreducens PCA, G. sulfurreduces
AM1, G. sulfurreducens KN400, G.
anodireducens SD-1, G. metalirreducens
GS-15, G. pickeringii G13,

G. sulfurreducens PCA, G. sulfurreduces
AM1, G. sulfurreducens KN400, G.
anodireducens SD-1, G. metalirreducens
GS-15, G. pickeringii G13, P. propionicus
DSM 2379, G. uraniireducens Rf4, G.
bemidjensis Bem, G. daltonii FRC-32, D.
soudanensis WTL

G. sulfurreducens PCA, G. anodireducens
SD-1, G. sp. M18, G. daltonii FRC-32, G.
sp DSM9738, D. alkaliphilus AHT2, P.
propionicus DSM 2379, A. prosperus V6, T.
nitratireducens DSM 14787

G. sulfurreducens PCA

G. sulfurreducens PCA, G. sulfurreduces
AM1, G. sulfurreducens KN400,

G. sulfurreducens PCA, G. sulfurreduces
AM1, G. sulfurreducens KN400, G.
anodireducens SD-1, D. alkaliphilus AHT2
G. sulfurreducens PCA, G. sulfurreduces
AM1, G. sulfurreducens KN400, G.
anodireducens SD-1

G. sulfurreducens PCA, G. sulfurreduces
AM1, G. sulfurreducens KN400, G.
anodireducens SD-1, G. pickeringii G13,

G. sulfurreducens PCA, G. sulfurreduces
AM1, G. sulfurreducens KN400, G.
anodireducens SD-1

G. sulfurreducens PCA, G. sulfurreduces
AM1, G. sulfurreducens KN400, G.
anodireducens SD-1

G. sulfurreducens PCA, G. sulfurreduces
AM1, G. sulfurreducens KN400, G.
anodireducens SD-1, G. metalirreducens
GS-15

G. sulfurreducens PCA, G. sulfurreduces
AM1, G. sulfurreducens KN400
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gsusR39

gsusR40

gsusR41

gsusR42

gsusR43

gsusR44

gsusR45

d-protobacteria

d-protobacteria

d-protobacteria

d-protobacteria

d-protobacteria

d-protobacteria

d-protobacteria

Geobacter

Geobacter

Geobacter

Geobacter

Geobacter

Geobacter

Geobacter

G. sulfurreducens PCA, G. sulfurreduces
AM1, G. sulfurreducens KN400

G. sulfurreducens PCA, G. sulfurreduces
AM1, G. sulfurreducens KN400, G.
anodireducens SD-1, G. metalirreducens
GS-15, G. pickeringii G13,
G.uraniireducens Rf4

G. sulfurreducens PCA, G. sulfurreduces
AM1, G. sulfurreducens KN400, G.
anodireducens SD-1

G. sulfurreducens PCA, G. sulfurreduces
AM1, G. sulfurreducens KN400

G. sulfurreducens PCA, G. sulfurreduces
AM1, G. sulfurreducens KN400, G.
anodireducens SD-1, G. metalirreducens
GS-15, G. pickeringii G13,

G. sulfurreducens PCA, G. sulfurreduces
AM1, G. sulfurreducens KN400, G.
anodireducens SD-1

G. sulfurreducens PCA, G. sulfurreduces
AM1, G. sulfurreducens KN400, G.
anodireducens SD-1, G. bemidjensis Bem,

Solo en gsusR17 y gsusR29 se observo similitud de secuencia en bacterias fuera de la clase de

d-protobacteria. Es interesante destacar que, en ambos casos, la secuencia no mostro

conservacion en otras cepas de G. sulfurreducens pero si con organismos pertenecientes a la

clase y-protobacteria y con otros d-protobacteria. La secuencia de gsusR17 fue la que mostro

mayor nivel de conservacion (Figura 19) y al analizar si esta conservacion se extendia a los

genes colindantes, solo se observo conservacion del contexto genémico en P. propionicus y T.

nitratireducens. Aungue se ha propuesto que las regiones donde se localizan SRNAs tienen

diferentes niveles de conservacion con respecto a sus genes colindantes (Tsai et al. 2015) aln

no quedan claros los mecanismos de evolucion que dan origen a los SRNA bacterianos y si

estos se dan independientes de su contexto genémico.
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G. sulfurreducens PCA AUGGGCGUGAACUAAUGGGGUGCAAGUCCCCUGUACGUAGAAUCCAGCACUGUCGCGA-GACA
G. anodireducens SD-1 AUGGGCGUGAACUAAUGGGGUGCAAGUCCCCUGUACGUAGAAUCCAACACUGUCUCGA -GACA
G. daltonii FRC-32 AUGGGCGUGAACUUAUGGGGUGCAAGUCCCCUGUACGGUGAAUCCAGCACUGUCGAGACGACA
D. alkaliphilus AHT2 AUGGGCGUGAUCUUAUGGGGUGCAAGUCCCCUGUAUGUGAACCCUGGUACUGUCGAGAUGACA
P. propionicus DSM 2379 ~AUGGGCGUGAACUUAUGGGGUGCAAGUCCCCUGU - CUUUGAAUCCGGUACCGUCGUGA -GACG
Unculture Desulfobacterium CCCCGGAUAAGAACGUGAACUUUCACUACACAACCGCAGCAUUUACCC UAUCUCCCGAAUCCU

A. prosperus V¢ AG------c e e e e e e e e e e e - - UCCCCUGUAGGAGUACC - - UGUAUAGUCCA- - -UGCG
T. nitratireducens DSM ~ AUGGGCAUGAACUGAUGGGGUGAAAGUCCCCUGUAGGAGUACC - - UGUAGUGUCCGAAAUAUG
A. vinosum DSM 180 AUGGGCAUGAACUGAUGGGGUGAAAGUCCCCUGUAGGAGUACC - - UGAGAUGUCCGCGCAGCG
* kX * >

G. sulfurreducens PCA GGGU-AC-CAAA- - - -GUACUAGCCGACGGCAAGGGCGCCUCCGCGAGGAGGGGUCUG- AAGG
G. anodireducens SD-1 GGGU-AC-CAAA- - - -GUACUAGCCGACGGCAAGGGCGCCUCCGCGAGGAGGGGUCUG- AAGG
G. daltonii FRC-32 GCGUAAC-CAAA- - - -GUACUAGCCGAAGGCAAGGGCGUCUCCGCGAGGAGGGGUCUG - GAGG
D. alkaliphilus AHT2 GAA- - -CCACAA- - - -AUACUAGCCGAAGGCAAGGGCGUUCCCGCGAGGGACCGUCCG - GAGG
P. propionicus DSM 2379 GGG - - - C- AAAA - - - - GUACUAGCCGACGGCAAGGGCGUCUCUGCGAGGAGCCGUCCGUGAGG
Unculture Desulfobacterium GGGCUUC - GUUAUGUGGUGCUAACUCACCCGGAGACCGGGCCUUAUAUGCUGUUUCUGU-UCG
A. prosperus V! GACGAAU-GUAA- - - -CUACUAGCCGACGGCAAGGGCAAACCCGCGAGGGGAUGUCUGA -AGG
T. nitratireducens DSM GACGAAU-GUAA - - - - CUACUAGCCGACGGCAAGGGCAAACCCGUGAGGGGAUGUCUGA -AGG
A. vinosum DSM 180 GACGGAU-AUAA - - - -CUACUAGUCGACGGCAAGGGCAGCCCCGCGAGGGUCUGUCCGG-AGG

* *- > - < = - * = ok *

G. sulfurreducens PCA AAGCCCGAGCGCAAAGCUAUGAGCCGACGAACAGA - AACAGCAUACAAGGCCGGGGUG-UCCG
G. anodireducens SD-1 AAGCCCGAGCGCAAAGCUAUGAGCCGACGAACAGA - AACAGCAUACAAGGCCGGGGUA -UCCG
G. daltonii FRC-32 AAGCCGGAGCGCAAAGCUAUGAGCCGACGAACAGA - AACAGCAUAUAAGGCCGU - -CA-UCCG
D. alkaliphilus AHT2 AAGCCGGAGUGCAAAGCUAUGAGCCGACGAACAGA - AAUGGCAUACAAGGCCCAG-CU-UCCG
P. propionicus DSM 2379 ~AAGCCCGAGCGCAAAGCUAUGAGCCGACGGACAGA - AACAGCAUACAAGGCCGU - -CA-UCCG
Unculture Desulfobacterium UCGGCUCAUAGCUUUGCACUUAGGCUUCCUUCAGACAACUUCUCACGAAGAUGCC-CUUGCCU
A. prosperus Vt AAGCCCGAGCGCAAAGGUGCGAGCCGACGGACAGA - AAUCGCAUAGAAGGCUCAG-UC-CCCG
T. nitratireducens DSM AAGCCCGAGCGCAAAGGUGCGAGCCGACGGACAGA - AAUCGCAUAGAAGGCUCAG-UC-CCCG
A. vinosum DSM 180 AAGCCUGAGCGCAAAGGUGCGAGCCGACGAACAGA - AAUCGCAUAGAAGGCUCAG-UC-CCCG

T3 e - = x o= o ww 3 R e -

G. sulfurreducens PCA GGCAAGUCAGCACAACAUGACGAAGUCCCACGGAUUCAGGAUGCCAAGGUAAAUGCUGCGGUU
G. anodireducens SD-1 GGCAAGUCAGCACAACAUGACGAAGUCCCACGGAUUCAGGAUGCCAAGGUAAAUGCUGCGGUU

G. daltonii FRC-32 GGCAAGUCAGCACAACAUGACGAAGUCCCAUGGAUUCAGGA - GAAAUGGUAAAUGCUGCGGUU
D. alkaliphilus AHT2 GGCAAGUCAGCACAACAUGACGAAGCCCC- - GGGUUCAGGAG - GUAGGGUAAAUGCCGCGGUU
P. propionicus DSM 2379 GGCAAGCCAGCAC CACAUGACGAAGUCCC GA -----------------------------
Unculture Desulfobacterium UCGGCUAAUGUUUAUGCUAAUGAAAUU CAU GGAU - - - -UCACACACAGGG uu
A. prosperus V¢ GGCGAGU CAGCACAAGAUGACGAAGCCCGCCAGGUGCAGGGG AUAGGGUAAAUGCGGCGGUU
T. nitratireducens DSM GGCGAGUCAGCACAAGAUGACGAAG-CC GCAGGGG - AUAGGGUAAAUGC uu
A. vinosum DSM 180 GGCGA GUCAGCACAAGGUGACGAAGCCCGCCAGGUGCAGGGG AUAGGGUAAAUGCGGCGGUU
= - x =xx

G. sulfurreducens PCA GUGUAGCCACAGUUCACGUUCUUAUCCGGGG
G. anodireducens SD-1 GUGUAGCCACAGUUCACGUUCUUAUCCGGGG

G. daltonii FRC-32 GUGUAGCGACAGUUCACGUUCUUAUCCGGGG
D. alkallphllus AHT2 GUGUAGCUACAGAUCACGUUCUUAUCCGGGG
P. propionicus DSM 2379 = = = = = = = = = = = = = = = - - - e — — e - -

Unculture Desulfobacterium UCACCCCAUAAAUUUACGCC---------- C
A. prosperus V/t GUGCACCGAAAGUUCAUGUCCUUAUUCGGGG
T. nitratireducens DSM GUGCACUGAAAGUUCAUGUCCUUAUUCGGGG
A. vinosum DSM 180 GUGCACUGAAAGUUCAUGUCCUUAUCCGGGG

BAD AVG GOOD

Figura 19. Alineamiento de secuencias multiples realizado con la herramienta M-Coffee (http://tcoffee.crg.cat/).

5.2.5. Identificacion de posibles genes blanco.

A pesar del constante aumento en la identificacion de SRNAs en muchos grupos bacterianos,
la caracterizacion de los mecanismos de accion permanece desconocida para la mayoria de los
SRNAs identificados a la fecha. Una primera aproximacion para conocer la funcion de estos
SRNAs es la prediccion de sus posibles genes blanco mediante analisis in silico. En afios
recientes se han desarrollado herramientas bioinforméticas poderosas dirigidas a este fin
(Backofen and Hess 2010; Pain et al. 2015; Siqueira et al. 2016). Para este analisis se utilizo
la herramienta TargetRNA2 (Kery et al. 2014) y se utilizaron las secuencias de SRNAs que

fueron validados por diferentes experimentos. En este analisis se observo que la mayoria de
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los SRNAs mostraron multiples genes blanco; sin embargo, solo se consideraron aquellos

genes blancos que presentaron el mayor indice de probabilidad (Tabla 7).

Tabla 7. Lista de predicciones de posibles blancos de los SRNAs identificados.
SRNASs Posible blanco Funcion del gen blanco

gsusR02  GSU2586 Hypothetical protein
gsusRo6 ~ GSU0188 Hypothetical protein
gsusR08  GSU0196 acyl-CoA thioesterase

RND family efflux pump outer

gsusR17 GSU0828 .
membrane protein

gsusR27 GSU1100 Hypothetical protein

Nitrogenase molybdenum-

gsusR32  GSU2806 cofactor synthesis protein NifE

gsusR34  GSU2261 Lipid-A-disaccharide synthase
gsusR36 GSU006 prophage regulatory protein
gsusR3g ~ GSU2586 Hypothetical protein

gsusR40  GSU2451 rPeedpl;[ictzif;:srenethionine sulfoxide
gsusR41  GSULL7S Queuine tRNA-ribosyltransferase
gsusR45 GSU0355 Hypothetical protein

Aunqgue estos resultados son una primera aproximacion, resulta interesante observar que los
genes blanco corresponden a diferentes grupos funcionales. Dadas las caracteristicas
metabolicas de G. sulfurreducenes resultan interesantes aquellos genes blanco
correspondientes a reductasas y proteinas de membrana. Sin embargo, seria necesario
profundizar en este tipo de analisis con otras herramientas bioinforméticas en conjunto con

una validacion experimental.
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CAPITULO VI

Conclusiones generales y Perspectivas

6.1. Conclusiones generales.

- El empleo de herramientas globales de transcriptomica brindé la posibilidad de enriquecer el

conocimiento de la estructura transcripcional de G. sulfurreducens.

- Mediante el empleo de diferentes metodologias fue posible la identificacion y validacion de
los primeros SRNAs reportados para G. sulfurreducens, lo cual brinda un importante aporte al

conocimiento del SRNAomaz de las especies del género Geobacter.

- Se observo que al menos 6 de los SRNAs estudiados mostraron expresion diferencial en
ambas condiciones de crecimiento, de los cuales 5 fueron sobre expresados durante la

reduccion de Fe(lll).

- No se encontraron homdlogos de los sSRNAs identificados en este estudio y los analisis de
conservacion de secuencia indicaron que se encuentran poco conservados a nivel de género e
inclusive en algunos casos solo estdn presentes en la cepa PCA. Solo 7 de los 45 sRNA

identificados mostraron conservacion de secuencia mas alla del género Geobacter.

- La prediccién de posibles blancos sugiere que los SRNAs pudieran estar involucrados en la

regulacion de una amplia variedad de procesos celulares.

2 sRNA transcriptoma

60



6.2. Perspectivas.

Debido a que este es el primer estudio de identificacion de SRNAs en el género Geobacter, la
caracterizacion e identificacién de este tipo de RNAs reguladores se encuentra en sus inicios,
por lo que son varias las lineas que se pueden seguir para ahondar en su caracterizacion

funcional:

1. Establecer si los SRNAs son funcionales mediante la generacion de mutantes que

permitan reconocer algun fenotipo.

2. Debido a que se ha reportado que la proteina chaperona de RNA Hfq se encuentra
implicada en los mecanismos de regulacion mediados por SRNAs, seria interesante
por un lado generar una mutante de Hfg para entender su relevancia en G.
sulfurreducens y por otro lado realizar ensayos de union a RNA para determinar su

interaccion con los SRNAs identificados.

3. Continuando con estudios globales, podrian realizarse experimentos de tipo RIP-seq o

CLIP-seq para poder determinar la unién de estos transcritos a proteinas especificas.

4. Ampliar la basqueda de sRNAs en otras condiciones de crecimientos y en otras

especies del género Geobacter.
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ANEXOS

Lista de oligonucledtidos utilizados en este trabajo. Los nombres entre paréntesis
corresponden al SRNA que amplifican.

Nombre Secuencia(5' =23") Experimento en el que fue utilizado
GSU0919Fw GGATCGGCACACTCACATTC Validacion por g-PCR de experimentos RNAseq
GSU0919Rev TACCCCCTGAAAACCCTCTG Validacién por q-PCR de experimentos RNAseq
GSU3489Fw TTCTCATGATGCTCGGCTTT Validacion por g-PCR de experimentos RNAseq
GSU3489Rev CTAGTGGCGTGCCTCTTCCT Validacion por g-PCR de experimentos RNAseq
GSU0597Fw GCACTGATCATCGTGTTCCA Validacion por g-PCR de experimentos RNAseq
GSU0597Rev GGCCTGATAAACAGTCCCTTG Validacion por g-PCR de experimentos RNAseq
GSU3410Fw CAATGGTTCTTGGGAGCGTA Validacion por q-PCR de experimentos RNAseq
GSU3410Rev AGCCGAGGAAGATCCATACC Validacion por g-PCR de experimentos RNAseq
GSU3409Fw CATCATGCTGATGGGATCG Validacion por g-PCR de experimentos RNAseq
GSU3409Rv CAGTGAGTCGTGGCTCCTTC Validacién por q-PCR de experimentos RNAseq
IG_7_F (gsusR02) CGGTGAACGGACCAAGAT Northern Blot y g-PCR

IG_7_R(gsusR02)
IG_11_Fw (gsusR17)
IG_11_Rv (gsusR17)
11RvCoTr (gsusR17)
IG_14_Fw (gsusR40)
IG_14_Rv (gsusR40)
IG_14Cotr (gsusR40)
IG_21 Fw (gsusR41)
IG_21_Rv (gsusR41)
21RvCoTr (gsusR41)
IG_47F (gsusR34)
IG_47R (gsusR34)
IG_60Fw (gsusR08)
IG_60RV (gsusR08)
IG_70_F (gsusR38)
IG_70_R (gsusR38)
IG_160Fw (gsusR06)
IG_160RvV (gsusR06)
160CoTrRv (gsusR06)
1G_202_F (gsusR45)
1G_202_R (gsusR45)
1G_303F (gsusR27)
IG_303R (gsusR27)
IG_404F (gsusR32)
1G_404R (gsusR32)
IG_721Fw (gsusR36)
IG_721Rv (gsusR36)
721FwWCoTr (gsusR36)
IG21Rv (gsusR41)
1G303fw (gsusR27)
1G303rv (gsusR27)

CTTGACGTACCAAGGAGTTACA
GACAGGGTACCAAAGTACTAGC
CCCGGATAAGAACGTGAACT
TGACCGTGTCGAAGAACTTG
ACGATCCGGTTCGCCTTTTT
CTCGGGTCGATGGGTGTATT
GTTCAGGATGTTGATCGGGTAG
GTATTACAATTGCGCGAGAAT
AAACTGGCTTCACGCTCTTT
GGAGAGGTGGAGAAACAGAAC
GGGCTCACGCGGAGAAA
GGACTCCCGCTCCGAAA
TGGCCTTTGCTGGCTTAT
CGACCAAGGGATCAATCCAATA
ATTGTTCCCTGTCGGTGAAG
AAGTCAACTCCTGCTAGG
GGATTTCAATTGCTTCGGGTTC
TTCAGACGCTTGCCAGATATAC
TCGTGTTGCAGAAGATGAGAG
GACAATCTGATGCTTGACCTG
CGCCTCCCGGAAGATATG
GTGGTATTCATGCAGGTATTCTAATG
GAAGGGAAAGCTCATCCTATCC
GAATGGCGGCGTCGTTG
CCTGGTTGCAATTTCCCATGA
CCGTTCATTGCCTCGGT
TCCTCGCCCAGAGACAT
CGGCACCGTAAACGAGATAG
GAAAGAGCGTGAAGCCAGTTTCC
GTGGTATTCATGCACGTATTCTAATG
CGCGGTTCACCGTGGTTGTC

Northern Blot y q-PCR

Northern Blot , g-PCR y co-transcripcion

Northern Blot y g-PCR
Co-transcripcion

Northern Blot , g-PCR y co-transcripcion

Northern Blot y q-PCR
Co-transcripcion

Northern Blot , q-PCR y co-transcripcion

Northern Blot y q-PCR
Co-transcripcion

Northern Blot y g-PCR
Northern Blot y g-PCR
Northern Blot y q-PCR
Northern Blot y g-PCR
Northern Blot y g-PCR
Northern Blot y g-PCR

Northern Blot , g-PCR y co-transcripcion

Northern Blot y g-PCR
Co-transcripcion

Northern Blot y g-PCR
Northern Blot y g-PCR
Northern Blot y g-PCR
Northern Blot y g-PCR
Northern Blot y q-PCR
Northern Blot y q-PCR

Northern Blot , g-PCR y co-transcripcion

Northern Blot y g-PCR
Co-transcripcion
5'RACE

5RACE

5'RACE

73



Validacion por el método de g-PCR de 5 de los genes con los valores de expresion diferencial

mas altos obtenidos por en los datos de RNA-seq

Expresion Relativa
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ABSTRACT

Geobacter sulfurreducens is an anaerobic soil bacterium that is involved in biogeochemical cycles of elements such as Fe and
Mn. Although significant progress has been made in the understanding of the electron transfer processes in G.
sulfurreducens, little is known about the regulatory mechanisms involved in their control. To expand the study of gene
regulation in G. sulfurreducens, we carried out a genome-wide identification of transcription start sites (TSS) by 5’RACE and
by deep RNA sequencing of primary mRNAs in two growth conditions. TSSs were identified along G. sulfurreducens genome
and over 50% of them were located in the upstream region of the associated gene, and in some cases we detected genes
with more than one TSS. Our global mapping of TSSs contributes with valuable information, which is needed for the study
of transcript structure and transcription regulation signals and can ultimately contribute to the understanding of
transcription initiation phenomena in G. sulfurreducens.

Keywords: Geobacter sulfurreducens; fumarate and Fe(IIl) reduction; RNA; transcriptional start sites

INTRODUCTION the ability to exchange electrons with the extracellular en-
vironment (Lovley 2002). Geobacter species are able to carry
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Geobacter species are delta-Proteobacteria abundant in anaer out dissimilatory reduction of Fe(Ill), Mn(IV) and other metals

obic soils and aquatic sediments. These microorganisms have
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coupled to organic matter degradation (Lovley, Holmes and
Nevin 2004). This relevant feature of these bacteria has been ex-
ploited for bioremediation of soils contaminated with organic or
metal pollutants. Geobacter species have successfully been em-
ployed for in situ bioremediation of U(VI) (Holmes et al. 2002)
and aromatic hydrocarbons (reviewed in Lovley et al. 2011), as
well as in the reduction of chlorinated contaminants (Strycharz
et al. 2008). Besides their potential role in cleaning up the en-
vironment, Geobacter sulfurreducens has been employed in the
production of electricity through the extracellular transfer of
electrons produced from the degradation of organic matter to
electrodes (Bond and Lovley 2003). The extracellular electron
transfer mechanism has extensively been investigated in G. sul-
furreducens (Lovley et al. 2011), and previous studies showed that
cytochromes located both at the inner and the outer mem-
brane, as well as in the periplasm, are involved in this pro-
cess (Afkar et al. 2005; Butler, Young and Lovley 2010). In ad-
dition to cytochromes, G. sulfurreducens produces conductive
pili to transfer electrons to different acceptors including Fe(III)
oxides (Reguera et al. 2005; Malvankar and Lovley 2014). Al-
though models of metabolism and electron transfer have been
defined in G. sulfurreducens, the regulatory networks involved
in their genetic control are not yet well understood. Therefore,
identification of regulatory elements that control the expres-
sion of the relevant genes involved in electron transfer is a
key step for the development of new strategies of bioremedia-
tion and electricity production in which G. sulfurreducens partic-
ipates (Lovley 2002). Bioinformatics approaches (Krushkal et al.
2007) and genome-wide studies (Qiu et al. 2010; Ueki and Lov-
ley 2010) have been followed to identify regulatory elements in-
volved in extracellular electron transfer mechanism; however,
information corresponding to different growth conditions as
well as the exploration of different technical approaches is still
needed.

In recent years, global mapping of transcription start sites
(TSSs) in bacteria employing high-throughput sequencing has
proven to be a powerful tool for studying microbial transcrip-
tomes (Mendoza-Vargas et al. 2009; Sorek and Cossart 2010;
Filiatrault et al. 2011; Salgado et al. 2013; Sharma and Vo-
gel 2014). The identification of TSSs has not only contributed
to promoter and transcript structure characterization, but it
has also revealed a high complexity in prokaryotic transcrip-
tional organization. This includes TSSs at internal and also
at some antisense positions, as well as transcription in non-
coding regions. In addition, new protocols aimed at discrim-
inating processed (mRNA 5P™&.-P) from primary transcripts
(mRNA 5'-PPP) have been described. These strategies are in-
tended to achieve a more accurate genome-wide identification
of TSS by limiting the presence of degraded mRNA species to
avoid transcriptional noise signals (Sharma et al. 2010; Salgado
et al. 2013).

In this work, we carried out a genome-wide mapping of TSSs
in G. sulfurreducens in two growth conditions: fumarate or Fe(III)
as electron acceptors and acetate as electron donor. The use
of soluble Fe(lll) as a final electron acceptor has served as a
model to simulate the Fe(IlI)-oxide conditions in anoxic soils and
subsurface environment, where Geobacteraceae are the predomi-
nant Fe(IIl)-reducing organisms (Ding et al. 2006), while fumarate
has been used as an alternative electron acceptor, which im-
prove the growth of G. sulfurreducens in the laboratory (Estevez-
Nunez et al. 2005). By studying these conditions, we provide data
that are relevant for the study of genes involved in electron
transfer in this environmentally and biotechnologically relevant
bacteria.

MATERIALS AND METHODS
Bacterial strains and culturing conditions

Geobacter sulfurreducens wild-type strain PCA (ATCC51573) (Cac-
cavo et al. 1994) was routinely cultured anaerobically at 30°C
with acetate as the electron donor and either fumarate (40 mM)
or Fe(Ill)-citrate (50 mM) as electron acceptors, as previously de-
scribed (Coppi et al. 2001). RNA Later (Ambion) was added to cul-
tures and cells were harvested at exponential phase. Bacterial
pellets were flash frozen and stored at -80°C.

5 RACE

5 Rapid Amplification of cDNA Ends (5'RACE) experiments
were performed according to the method described by
Mendoza-Vargas et al. (2009). Briefly, total RNA from G.
sulfurreducens wild-type strain was isolated from the two
growth conditions mentioned above. RNA was treated with
tobacco acid pyrophosphatase (TAP, Epicenter) to generate
5’-monophosphate ends before ligation to a 5 RNA adapters
(5-GUUCAGAGUUCUACAGUCCGACGAUC-3) with T4 RNA Lig-
ase 1 (ssRNA Ligase, New England Biolabs). For the construction
of cDNA libraries, a primer with a random sequence at the 3’
end (5'-CAAGCAGAAGACGGCATACGANNNNNN-3') was used for
the generation of the cDNA in a reverse transcription reaction
employing SuperScript III (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).
Finally, a PCR reaction was performed using specific primers
for the genes of interest. PCR reactions were subjected to 8%
polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE), bands were excised
and purified from the gel. Purified PCR products were sequenced
by the Sanger method in an Applied Biosystems 3100 Genetic
Analyzer/ABI PRISM instrument. The sequences were aligned
with G. sulfurreducens genome, and the putative TSSs were
identified as the first nucleotide immediately adjacent to the 5’
RNA adapter.

RNA preparation, library construction and sequencing
of 5 ends

Total RNA from cultures in the two growth conditions described
above was isolated with RNeasy minicolumns (QIAGEN Inc.,
CA, USA). Residual DNA was digested by treatment with DNa-
sel (Fermentas, Life Technologies, MA, USA) following manufac-
turer’s instructions. RNA was subsequently cleaned and concen-
trated with RNeasy minicolumns (QIAGEN Inc., CA, USA) and
rRNA was removed using RiboMinus kit (Invitrogen). Quality and
concentration of RNA were assessed by Bioanalyzer 2100, Chip
RNAnano (Aligent Technologies, Santa Clara, CA, USA). The en-
richment for 5 PPP mRNA was carried out as described in previ-
ous reports (Gama-Castro et al. 2011; Salgado et al. 2013). Briefly,
a biotinylated RNA adapter was ligated to 5'-P RNA with T4 RNA
ligase (New England BioLabs, MA, USA), and the biotinylated
molecules were removed. Then to allow for the ligation of the
RNA-seq library 5 adapter, the enriched 5-PPP mRNA was con-
verted to its 5'-P form by treatment with TAP. 5'-P mRNA was re-
verse transcribed with SuperScript II Reverse Transcriptase (IN-
VITROGEN, Carlsbad, CA, USA) and then PCR amplified for 10 cy-
cles. During the retrotranscription and PCR steps, the Illumina
platform-specific adapters were added to the sample. Illumina
libraries (transcript sizes between 100 and 300 nt) were puri-
fied after electrophoresis using 6% TBE PAGE gels. Library quality
and concentration were evaluated using the Agilent 2100 Bioan-
alyzer DNA 1000 assay. Preparation of libraries was performed
in the UUSMD (UNAM, México) using the TruSeq Sample Prep



kit (Illumina, San Diego, CA, USA) following the manufacturer’s
instructions and was sequenced using an Illumina Genome An-
alyzer IIx (36 bp single-read run).

Bioinformatics analyses

All reads obtained were mapped to the G. sulfurreducens refer-
ence genome (NC.002939) using the Bowtie2 aligner program
(Langmead and Salzberg 2012) with the following parameters:
zero mismatches in a seed of length 29, taking the best align-
ment of multiple hits. From the aligned reads, low-quality reads
(Mean Phred quality lower that 20) and reads corresponding to
rRNA were eliminated using Perl custom scripts. For each exper-
iment and from the total number of genomic 5 positions, the
mean value of the reads was calculated. Only positions with read
numbers equal to or above the mean were considered for subse-
quent analyses.

Since it is not uncommon that reads map at adjacent posi-
tions, when this happened these positions were grouped into
clusters. Then, TSSs (both single positions and clusters) were as-
signed to different categories depending on their location with
respect to genes: (a) UpSense, from -150 bp to 50 bp up to the
start of the gene; (b) UpSenseExtended, upstream to gene over
150 bp; (c) InSense, into the coding region of the gene; (d) Up-
AntiSense, in the upstream region of the gene but in the op-
posite orientation; () UpAntiSenseExtended, upstream to gene
over 150 bp and in the opposite direction; and (f) InAntisense,
into the coding region of the gene but in the opposite orien-
tation. Data were visualized using Integrated Genome Browser
(Nicol et al. 2009).

RESULTS AND DISCUSSION

The aim of this study was to identify TSSs in the most commonly
used growth conditions in the laboratory for a more accurate an-
notation of genes and regulatory elements in Geobacter sulfurre-
ducens.

In a first approach, we performed a direct mapping of TSSs
by 5’RACE experiments of genes related to extracellular electron
transfer, Fe(IlI) reduction and with regulatory functions. No more
than 30 TSSs have been identified by traditional methods, as
primer extension or 5 RACE in G. sulfurreducens. Here, we ex-
panded this number with the identification of TSSs associated
with 79 genes in two growth conditions, some of which corre-
spond to cytochromes and global regulators (Table 1).

As a second approach for the identification of TSSs, we car-
ried out 5 RNA end mapping by a high-throughput method on
cultures grown with soluble Fe(III) or fumarate as the final elec-
tron acceptors (Fig. 1). As mentioned in the bioinformatics anal-
yses section, in order to remove positions with low number of
reads that might correspond to transcriptional noise, positions
with a number of reads below the mean value were discarded.
Although the number of positions decreased significantly, the
remaining positions conserved the highest percentage of de-
tected reads in the experiments (Table S1, Supporting Informa-
tion). With these criteria, we identified TSSs associated with
2196 of the 3711 genes of this microorganism.

As described in the Materials and Methods section, 5 RNA
ends in adjacent positions detected by global mapping were
grouped into clusters, which could be considered as a single
TSS. 2479 and 1247 clusters were detected during Fe(IIl) and fu-
marate reduction, respectively (Supplementary Data, Support-
ing Information). Although the aim of this work was not to re-
port differential expression of TSSs, we found that some TSSs
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were only detected in one of the two growth conditions and 389
were present in both growth conditions (Fig. 2A). Notwithstand-
ing the number of matched positions in both culture conditions
is not too high, it should be noted that intersected TSSs have the
highest number of reads (Fig. 2B).

In a previous work, Qiu et al (2010) reported the identification
of 1374 TSSs during fumarate reduction in G. sulfurreducens, 26 of
those were located at exactly the same positions as ours. How-
ever, when we compared the immediate vicinity of our TSSs with
those reported by Qiu et al (2010), the coincidences increased
considerably to 603 (Fig. S1, Supporting Information), indicat-
ing that TSSs mapping is prone to minor shifts in chromosomal
positions, likely depending on the methodology, laboratory or a
specific strain used. Also, we sought for co-occurrence of TSSs
with promoters derived from RNAP-binding regions reported in
Qiu et al (2010), and we found 668 TSSs with a promoter region
either to RpoN and RpoD. In this regard and according to Regu-
lonDB, which is one of the most complete data collection of TSSs
for Escherichia coli, a TSS could be consider with ‘strong evidence’
when its position is supported by at least two independent types
of evidences or experiments (Weiss et al. 2013). These TSSs to-
gether with those that were detected by 5RACE should be as-
signed as TSSs with ‘strong evidence’ since they were validated
by independent experiments.

As an example of TSSs identified by two different strategies,
Fig. 3 shows a TSS identified for the pilB gene by genome-wide
mapping and 5 RACE. In this example, besides the TSS identified
at the UpStream region, a TSS corresponding to the InAntisense
category was identified (Fig. 3) in both growth conditions at the
same position and with a similar number of reads (9 and 7, re-
spectively).

Another example of TSS identified by two experimental ap-
proaches and therefore assigned as with strong evidence is
shown in Fig. 4. This TSS is assigned to GSU3421 gene and corre-
sponds to one of the two Crp/Fnr homologs present in Geobacter
genome (Krushkal et al. 2007). Particularly in E. coli, FNR is the
master transcriptional regulator of the transition between aer-
obic and anaerobic growth (Tolla and Savageau 2010) but in G.
sulfurreducens the regulatory role of this gene is being studied.

All TSSs detected in this were classified depending on their
genetic context (Fig. 5). Based on this classification, we found
that 51% and 64% of the TSSs identified in the two growth condi-
tions belong to the UpSense category, which is the region where
the canonical TSSs are located. Interestingly, in the crude data
before making the cut for the mean value of reads, the high-
est number of TSSs were located in the InSense region (more
than 50% in both growth conditions), suggesting that positions
with reads below the mean corresponded to spurious transcrip-
tion. We noticed that when TSSs detected in both growth con-
ditions were categorized, the UpSense elements were increased
to 66%. Data showed that when Fe(IlI) reduction was carried out,
the number of TSS belonging to the InSense category increased,;
nevertheless, more experiments are needed to define whether
or not these 5/ends are real TSSs or might correspond to mRNA
degradation.

In recent years, it has been reported that antisense transcrip-
tion is highly abundant and conspicuous in bacteria, suggesting
that RNA complementary to mRNA has important functions in
gene regulation and genome evolution (Sharma et al. 2010; Lasa
et al. 2011; Kim et al. 2012; Raghavan, Sloan and Ochman 2012;
Thomason et al. 2014; Wade and Grainger 2014). However, the
biological significance of the antisense transcripts remains un-
clear. In a previous work in E. coli, we reported that antisense
transcription is not reproducible through different experiments,



4 | FEMS Microbiology Letters, 2016, Vol. 363, No. 0

Table 1. Examples® of TSS identified by 5 RACE methodology in two different growth conditions. (*) indicates the exact position in
G. sulfurreducens genome of the TSS identified.

Locus Gene name Product Position* Electron acceptor
GSU2811 hsc cytochrome ¢ 3089557 Soluble Fe(III)
GSU0618 omcE cytochrome c 654676 Soluble Fe(III)
GSU2076 omcZ cytochrome ¢ 2283005 Soluble Fe(III)
GSU1491 pilB Pilus biogenesis protein 1634818 Soluble Fe(III)
GSU2043 pilD Type 4 prepilin-like protein leader peptide 2238772 Soluble Fe(III)
GSU0108 ATP synthase F0, B’ subunit, putative 123597 Soluble Fe(III)
GSU0145 recA RecA 161047 Soluble Fe(III)
GSU0174 Acetyl-CoA hydrolase transferase 191212 Soluble Fe(III)
GSU0305 hypB Hydrogenase accessory protein 337425 Soluble Fe(III)
GSU0360 ompA Domain protein 391321 Soluble Fe(III)
GSU1165 ptsP Phosphoenolpyruvate-protein phosphotransferase 1271392 Soluble Fe(III)
GSU1885 hprK HPr(Ser) kinase/phosphatase 2064353 Soluble Fe(III)
GSU2751 dcuB C4-dicarboxylate transporter, anaerobic 3027503 Soluble Fe(III)
GSU1887 rpoN RNA polymerase sigma-54 factor 2066647 Soluble Fe(III)
GSU1903 3-Isopropylmalate dehydratase 2082084 Soluble Fe(III)
GSU1379 fur Ferric uptake regulation protein 1508348 Soluble Fe(III)
GSU1525 RNA polymerase sigma-70 factor family 1671174 Soluble Fe(III)
GSU3304 lamB Porin family protein, putative 3627454 Soluble Fe(III)
GSU0670 cytochrome c family protein 704740 Soluble Fe(III)
GSU2504 cytochrome c family protein 2759927 Soluble Fe(III)
GSU2606 aroA 3-Phosphoshikimate 1-carboxyvinyltransferase 2875030 Soluble Fe(III)
GSU3401 Branched-chain amino acid ABC transporter 3744562 Soluble Fe(III)
GSU2809 Transcriptional regulator Fur family 3088832 Soluble Fe(III)
GSU2645 cytochrome c family protein 2916894 Soluble Fe(III)
GSU1469 Keto/oxoacid ferredoxin oxidoreductase 1611302 Soluble Fe(III)
GSU2808 cytochrome c family protein 3088036 Soluble Fe(III)
GSU2513 cytochrome c family protein 2772585 Soluble Fe(III)
GSU1809 ftsH-2 Cell division protein FtsH 1975677 Soluble Fe(III)
GSU3445 NUoA-2 NADH dehydrogenase I, A subunit 3791574 Soluble Fe(III)
GSU1761 cytochrome c family protein 1922942 Soluble Fe(III)
GSU1345 Rrf2 family protein 1472552 Fumarate
GSU2645 cytochrome c family protein 2916894 Fumarate
GSU2100 katG Catalase/peroxidase 2308752 Fumarate
GSU1469 Keto/oxoacid ferredoxin oxidoreductase 1611302 Fumarate
GSU2808 cytochrome c family protein 3088036 Fumarate
GSU0298 Sigma-54 dependent DNA-binding response regulator 327551 Fumarate
GSU2513 cytochrome c family protein 2772585 Fumarate
GSU1908 Phosphatidylserine decarboxylase, putative 2087254 Fumarate
GSU0065 Cytidine/deoxycytidylate deaminase family protein 81353 Fumarate
GSU1711 Integrative genetic element Gsu5, resolvase 1877510 Fumarate
GSU1809 ftsH-2 Cell division protein FtsH 1975677 Fumarate
GSU3445 NUoA-2 NADH dehydrogenase I, A subunit 3791574 Fumarate
GSU1761 cytochrome c family protein 1922942 Fumarate
GSU3421 fnr-1 Transcriptional regulator 3767006 Fumarate

2The complete list of TSSs is attached in Supplementary File.

the positions in this category are the least conserved among dif-
ferent biological replicates (Salgado et al. 2013). In agreement
with this observation, in this study only about 4% of TSSs cor-
responded to the Antisense categories, and when we grouped
the TSSs detected in both experiments, the TSSs that belong to
InAntisense category decreased further (Fig. 5B). Additionally,
we found that four antisense TSSs showed a promoter region
previously reported (Qiu et al. 2010); despite this low number, to
date there is no related information for antisense regulation in G.
sulfurreducens and these examples could be interesting for later
studies.

We also observed that some genes have more than one
TSS assigned and in some cases they are present along the
genes and operons. The presence of multiple sites had al-

ready been previously reported in G. sulfurreducens and in oth-
ers organisms (Leang and Lovley 2005; Mendoza-Vargas et al.
2009). Although it is not known if these transcripts have any
biological role or are the product of non-functional promot-
ers, we found an interesting case: the cytochrome type c
ppcD. Yan et al. (2006) reported three putative promoters re-
gions with a RpoS signal and we found TSSs associated with
these promoter regions, three detected during fumarate reduc-
tion and one TSSs in Fe(lll) reduction suggesting that ppcD
expression is controlled by different TSSs depending growth
condition.

In summary, this work presents a detailed study of the
transcriptional landscape of G. sulfurreducens at single nu-
cleotide resolution in two relevant growth conditions. With the
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Figure 1. Visualization of TSSs identified in two growth conditions. The X-axis corresponds to the genomic coordinates of G. sulfurreducens and the Y-axis corresponds
to the number of reads per position. Pink graphs correspond to fumarate as final electron acceptor and green graphs to Fe(lll) as final acceptor.
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Figure 2. (A) Venn diagram showing the intersection of TSSs grouped in clusters. (B) Percentage of reads corresponding to TSSs present in only one or both growth

conditions (light or solid tone, respectively).

information generated in this study, it would be possible to
identify genetic features and regulatory elements not yet de-
scribed for this organism. The identification of TSSs profile in
G. sulfurreducens provides new biological information that is be-
ing used for the identification of new regulatory elements such
as non-coding sRNA (Gonzalez et al. 2015) as well in the char-

acterization of transcriptional regulators involved in electron
transfer (Hernandez-Eligio et al. 2016). The genetic character-
istics described in this work must be taken into account in
further efforts for the understanding and the optimization of
metabolic activities involved in bioremediation and electricity
production.
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Figure 3. TSS identified for pilB gene. (A) Orange arrows are a graphical representation of genes. Pink lines correspond to TSS when fumarate is reduced, green lines
represent TSS detected in Fe(IlI) reduction, and the blue arrow represents the TSS identified by 5" RACE. (B) Nucleotide sequence obtained with 5" RACE, the black box
indicates the nucleotide corresponding to TSS and the black circle is the translation start site of the adjacent gene.
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Figure 4. TSSs identification of fnr-1 gene. (A) Orange arrows are a graphical representation of genes. Pink lines correspond to TSS when fumarate is reduced, green
lines represent TSS detected in Fe(Ill) reduction, and the blue arrow represents the TSS identified by 5 RACE. (B) Nucleotide sequence obtained with 5' RACE, the black
box indicates the nucleotide corresponding to TSS and the black circle is the translation start site of the adjacent gene.
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Supplementary data are available at FEMSLE online.
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