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RESUMEN

Los riboswitches son elementos de RNA involucrados en la regulacion de
genes que participan en la biosintesis o el transporte de metabolitos esenciales.
Estos elementos se caracterizan por su habilidad para reconocer a su molécula
blanco con gran afinidad y especificidad. Los riboswitches son comunmente
cotranscritos con su gen blanco y se localizan en el extremo 5" de su unidad
transcripcional. A la fecha, Unicamente han sido descritos dos casos excepcionales
de riboswitches situados en el extremo 3" y transcribiendo en direccion antisentido
a su gen regulado. El primer caso involucra un riboswitch de S-Adenosil Metionina
(SAM) localizado en el extremo 3" del operon ubiG-mccB-mccA en Clostridium
acetobutylicum involucrado en la interconversibn de metionina y cisteina. El
segundo caso involucra un riboswitch de cobalamina en Listeria monocytogenes
gue regula el factor transcripcional PocR relacionado al proceso patogénico de este
organismo. En casi una década a partir de las primeras descripciones de
riboswitches antisentido, no se han descrito nuevos ejemplos. En este proyecto,
llevamos a cabo un andlisis computacional para identificar nuevos ejemplos de
riboswitches antisentido que tendran un efecto negativo en la expresion de los
genes rio arriba. Se encontraron 292 casos en los que, de acuerdo a la informacién
disponible, se dedujo que la regulacion esperada para el riboswitch es consistente
con la molécula sefal sensada y la funcién metabdlica del gen regulado. Ademas,
las implicaciones metabdlicas de este novedoso tipo de regulacién fueron
minuciosamente discutidas. Por otra parte, durante el analisis de una fraccién de los

riboswitches antisentido identificados, se encontré evidencia acerca de la existencia



de probables errores de anotacion, basada en la observacion de regulacién de
pequefios ORF anotados como codificantes para proteinas hipotéticas. Dado lo
cual, y gracias a la busqueda de riboswitches en regiones codificantes, se propone
este método para la identificacion tanto de errores en la anotacion de genes, como

de una mayor cantidad de riboswitches.



ABSTRACT

Riboswitches are RNA elements involved in regulating genes that participate
in the biosynthesis or transport of essential metabolites. They are characterized by
their ability to recognize their target molecules with high affinity and specificity.
Riboswitches are commonly cotranscribed with their target genes and are located at
the 5’ end of their transcriptional units. To date, only two exceptional cases of
riboswitches being situated at the 3’ end and transcribing in the antisense direction
of their regulated genes have been described. The first case involves a SAM
riboswitch located at the 3’ end of the ubiG-mccB-mccA operon in Clostridium
acetobutylicum involved in converting methionine to cysteine. The second case
concerns a cobalamin riboswitch in Listeria monocytogenes that regulates the
transcription factor PocR related to this organism’s pathogenic process. In almost a
decade since the first descriptions of antisense-acting riboswitches, no new
examples have been described. In this work, we performed a computational analysis
to identify new examples of antisense-acting riboswitches that will have a negative
effect in the expression of the upstream genes. We found 292 cases in which,
according to the available information, we infer that the expected regulation of the
riboswitch is consistent with the signaling molecule it senses and the metabolic
function of the regulated gene. Besides, the metabolic implications of this novel type
of regulation were thoroughly discussed. Moreover, during the analysis of a part of
the antisense-acting identified riboswitches, we found evidence on the existence of
probable annotation errors, based on the observation of the regulation of small ORFs

annotated as codifying to a hypothetical protein. Given so, and thanks to the



riboswitch search in codifying regions, we propose this method for the identification

of gene annotation errors, as well as for a greater number of riboswitches.



INTRODUCCION

Todos los organismos poseen una enorme diversidad génica que requiere
ser expresada de manera regulada con el fin de mantener un metabolismo exitoso.
Debido a esto, todos los organismos hacen uso de una gran variedad de
mecanismos de control genético que operan a todos los niveles de la expresion
genética, desde la regulacion de la transcripcion del gen hasta la estabilidad de la
proteina traducida. La gran diversidad de mecanismos de regulacion permite que
los organismos mantengan un estado metabdlico controlado en el cual cada célula
lleva a cabo un estricto monitoreo de su condicion, asi como del ambiente que lo
rodea. El reconocimiento de sefiales bioquimicas ocurre a través de receptores
proteicos y enzimas que modulan sus funciones en respuesta al cambio en las

condiciones intra y extracelulares (Nahvi et al., 2002; Sinumvayo et al., 2018).

En los ultimos afos, ha habido un gran avance en el estudio de la regulacion
de la expresién genética mediada por elementos de RNA. Gracias a dichos andlisis,
se sabe que el RNA puede formar estructuras de plegamiento complejas que actuan
como receptores altamente selectivos para diversas clases de compuestos.
Ademas, recientemente se ha establecido que la capacidad de reconocimiento
molecular que posee el RNA puede ser aprovechada para el establecimiento de
sitios de union alostérica en interruptores moleculares y, aunado a esto, se conoce
gue el RNA puede exhibir propiedades biocataliticas y biosensoras, similares a
aquellas propias de las proteinas. Considerando estas caracteristicas funcionales
del RNA, se propuso que el reconocimiento de moléculas de RNA por sus moléculas

blanco podria servir como base para un mecanismo de control genético.



Especificamente, se comprobd que la uniéon entre un metabolito y un RNA
mensajero podria provocar cambios estructurales que influyeran en la expresion del
RNA sin la necesidad de factores proteicos adicionales (Mironov et al., 2002; W.

Winkler et al., 2002).

Resulta de especial importancia destacar que no todo el RNA que es
transcrito es traducido a proteina. Aquellos fragmentos de RNA gue no codifican
proteinas han sido denominadas non-coding RNA (ncRNA) y se sabe que aquellos
fragmentos que pertenecen a una misma clase, comparten ciertas caracteristicas
tales como su secuencia y estructura, las cuales han sido conservadas a través de
diversos procesos evolutivos. Uno de los ejemplos mas significativos de moléculas
de RNA funcionales conservadas son los riboswitches (Erdem et al., 2023; L. Waters

& Storz, 2009).

A finales de los afios 90, varios elementos genéticos conservados fueron
identificados como motivos reguladores de la expresion genética en las regiones &’
no codificantes de diversas secuencias bacterianas, estando entre los mas
conocidos: el elemento S-box identificado por Tina Henkin, el elemento btuB
descubierto por Robert Kadner y el elemento thi-box descrito por Juan Miranda-Rios
(Grundy & Henkin, 1998; Juan Miranda-Rios et al., 1997; Nou & Kadner, 2000).
Todos ellos presentaban la caracteristica de llevar a cabo el proceso de regulacion
mediando un mecanismo hasta ese momento desconocido. Adicionalmente, el
incremento en el numero de genomas bacterianos analizados computacionalmente,
ha contribuido al descubrimiento de muchos otros, como por ejemplo el elemento

riboflavina (RFN) en la region 5’ no codificante del gen involucrado en el proceso de



biosintesis de riboflavina por Mikhail Gelfand (Vitreschak et al., 2002). A partir de
esto, se propuso un metodo de estudio mediante el cual pudiera llevarse a cabo la
evaluaciéon de aquellos elementos reguladores cuyo mecanismo no estaba
relacionado con la accion de factores proteicos accesorios. De tal manera, se
comenzd con el analisis de aptdmeros de RNA, mismos que fueron descubiertos
gracias al uso de métodos de seleccion in vitro. Estas moléculas de RNA tienen la
capacidad de interactuar directamente con moléculas pequefas. El grupo de Ronald
Breaker comprob6 esta hipotesis en el afio 2002 (Batey, 2015; Breaker, 2011;

Vitreschak et al., 2003; W. Winkler et al., 2002).

Anteriormente, se consideraba que la regulacion de los genes involucrados
en la biosintesis de tiamina estaba controlada por una proteina reguladora
dependiente de tiamina pirofosfato (TPP). Tiempo después, se demostro que la TPP
regulaba directamente la traduccion del operén thiCOGE en Rhizobium etli a través
de una secuencia conservada, denominada thi-box y una estructura de tallo-asa de
MRNA sobrelapante al sitio de union a ribosoma (RBS, por sus siglas en inglés)
(Figura 1). Posteriormente, mediante analisis comparativo se predijo la existencia
de una estructura mas extensa que involucrara la formacion de horquillas
alternativas (THI-element), mismo que se comprob6 y se demostrd
experimentalmente que su estructura regula la traduccién del gen thiM en E. coli,
asi como también la traduccion y transcripcién de thiC en E. coli y la transcripcion
del operon de tiamina en B. subtilis (J. Miranda-Rios et al., 2001; W. Winkler et al.,

2002).
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Figura 1. Mecanismo de regulacion mediado por thi-box propuesto para el operén
thiCOGE (Tomado de J. Miranda-Rios et al., 2001).

Riboswitches

El término riboswitch fue acufiado por Ronald Breaker en el afio 2002 y los
primeros estudios para su validacion experimental fueron reportados en el mismo

afio (Nahvi et al., 2002; W. Winkler et al., 2002; W. C. Winkler et al., 2002).

Los riboswitches son elementos de RNA reguladores no codificantes que se
localizan en la region intergénica 5’ de ciertos genes y su principal funcion es
monitorear el ambiente celular y controlar la expresion de su gen blanco (Garst et

al., 2011; Kavita & Breaker, 2023).

La regulacion mediada por riboswitches no requiere de factores
macromoleculares accesorios, ademas de la maquinaria de expresion propia de

cada organismo, por lo que su funcién ocurre de manera directa (Figura 2). Los



riboswitches se encuentran regulando genes involucrados en mdltiples rutas
metabolicas fundamentales, principalmente en procesos de biosintesis,
catabolismo, sefalizacién o transporte de su metabolito de union con el fin de
mantener los niveles adecuados de dicha molécula (Barrick & Breaker, 2007;

Sherwood & Henkin, 2016).

Pared celular

5“MRNA e R AN\

Plataforma
de Expresion genética OFF

Aptamerc expresion /
i
— ‘—-- Ligando / Metabolito

X Expresion genética ON

5-mRNA — ) A—‘

Membrana citoplasmica

Figura 2. Mecanismo de regulacion basado en riboswitches (Modificado de Sinumvayo et
al., 2018).

Los riboswitches estan presentes en una gran variedad de especies que
pertenecen a los tres dominios de la vida, estando mayormente presentes en
bacterias y arqueas. Muchas bacterias usan riboswitches para monitorear la
concentracion de iones y metabolitos fundamentales para, posteriormente, controlar
la expresion de genes cuyos productos proteicos estan directamente relacionados
con la conservacion de la homeostasis de dichos metabolitos (Bervoets & Charlier,

2019; Pavlova et al., 2019).



Como ya se mencion6 anteriormente, los riboswitches estan tipicamente
localizados en la region 5’ no codificante de los mMRNA de los genes cuya expresion
controlan (Figura 3). Se considera que la razon de tal disposicion podria ser que, de
esta manera es posible que el riboswitch sea sintetizado primero y, posteriormente,
exista la oportunidad de que este elemento responda a la union del metabolito antes
de que el gen blanco sea procesado. Resulta probable que las bacterias hayan
favorecido tal disposicion, debido a que esta aporta un efecto beneficioso al generar
un ahorro de tiempo y evita el gasto de energia en la sintesis de un transcrito

Innecesario en ese preciso momento (Breaker, 2011).

Riboswitch

Ligando

Plataforma de expresiéon

Codén de inicio

P —

Dominio aptamero

<€ Regién codificante
5-UTR

Figura 3. Localizacion tipica del riboswitch en el genoma (Modificado de Mehdizadeh
Aghdam et al., 2016).

Estructura de los riboswitches

Estructuralmente, los riboswitches estdn compuestos por 2 dominios: el

aptamero y la plataforma de expresion (Figura 4).

10



Dominio

P Secuencia
' P amerq intercambiable

Plataforma

Dominio
Aptamero

—

Secuencia
| intercambiable

Plataforma

de expresion
de expresion

J

e O

Figura 4. Estructura y dominios que componen el riboswitch (Modificado de Edwards &
Batey, 2010).

Dominio aptamero

El dominio aptdmero o plataforma de reconocimiento es una secuencia
altamente conservada, y es la responsable del monitoreo del estado metabdlico
celular mediante su interaccién directa con un metabolito determinado, para lo cual
es necesaria la formacion de una estructura tridimensional compleja (Figura 5).
Tipicamente, su extension oscila entre 70 y 170 nucleétidos (Garst et al., 2011,

Pavlova et al., 2019; Sherwood & Henkin, 2016).
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Figura 5. Rearreglo alostérico del dominio aptamero en respuesta a la unién de su ligando
(Modificado de W. C. Winkler & Breaker, 2005).

Este dominio es uno de los elementos celulares mas altamente conservados
gue se han estudiado, lo cual es debido a su necesidad de formar compartimientos
de union altamente selectivos para un metabolito blanco usando Unicamente los 4
nucledtidos comunes (adenina, citosina, guanina y timina). Tal es la selectividad de
estos elementos, que poseen la habilidad de distinguir entre analogos
cercanamente relacionados y reconocer a sus efectores con alta especificidad, por
lo que son usados para denominar las diferentes clases de riboswitches (Breaker,

2011; Garst et al., 2011; Mccown et al., 2017).

Los riboswitches poseen la capacidad de unirse a una enorme variedad de

moléculas, tales como:

- Amino&cidos : Lisina, glutamina y glicina.
- Coenzimas : Cobalamina, S-adenosilmetionina (SAM), Tiamin Pirofosfato

(TPP), Tetrahidrofolato (THF), etc.

12



- Segundos mensajeros: di-AMP ciclico (c-di-AMP), di-GMP ciclico (c-di-
GMP), ZMP/ZTP, etc.
- Otros metabolitos: Manganeso (Mn?*), Aminoglicésidos (AAC-AAD),

Glucosamina 6-P (GICN6P), etc.

Considerando la molécula reconocida por la plataforma de reconocimiento o
dominio aptamero del riboswitch, este toma su nombre o bien la clase a la cual
pertenece. Ademas, también es posible organizar las clases de riboswitches en
familias considerando la similitud de las moléculas que son reconocidas por el
aptamero, aunque esto no tenga efecto sobre la especificidad tridimensional del
reconocimiento de las mismas (Tabla 1) (Antunes et al., 2018; Breaker, 2011;

Serrano-Gutiérrez & Merino, 2023).

Tabla 1. Organizacion de las clases de riboswitches en famlias (Modificada de (Serrano-

Gutiérrez & Merino, 2023).

Familia Clase Metabolito o condicién sensada
T-box T-box tRNA no aminoacilado
Cobalamin Cobalamina
Cobalamin AdoCbl_riboswitch Adenosil cobalamina
AdoCbl_variant Variante de Adenosil cobalamin
TPP TPP Tiamin Pirofosfato
SAM S-Adenosil Metionina
SAM-IV S-Adenosil Metionina-IV
SAH_riboswitch S-Adenosil Homocisteina
SAM_alpha S-Adenosil Metionina (Alfaproteobacteria)
SAM SAM-I-IV-variant Variante de S-Adenosil Metionina-I/1V
SMK_box_riboswitch S-Adenosil Metionina-ll
SAM-SAH S-Adenosil Metionina - S-Adenosil Homaocisteina
SAM_V S-Adenosil Metionina-V
SAM_VI S-Adenosil Metionina-VI
FMN FMN Flavin Mononucle6tido
) Glycine Glicina
Glycine - —
glycine-GGAnGA Glicina-GGAnGA
ydaO-yuaA ydaO-yuaA di-AMP ciclico
c-di-GMP c-di-GMP-I di-GMP-I ciclico
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c-di-GMP-II di-GMP-II ciclico
c-di-GMP-I-GGC di-GMP-I-GGC ciclico
c-di-GMP-II-GAG di-GMP-II-GAG ciclico
c-di-GMP-I-UAU di-GMP-I-UAU ciclico
c-di-GMP-II-GCG di-GMP-II-GCG ciclico
Purine Purina
Purine 2dG-lI Deoxiguanosina
MFR Purina (Mesoplasma florum)
Lysine Lysine Lisina
yybP-ykoY yybP-ykoY Manganeso
crcB / Fluoride crcB Fluoruro
ykkC-yxkD Guanidina-I
ykkC / Guanidine mini-ykkC Guanidina-II
ykkC-llI Guanidina-lll
MOCO_RNA_motif| MOCO_RNA_motif Cofactor Molibdeno / Tungsteno
ykoK / M-box ykoK lon Magnesio
pfl / ZMP-ZTP pfi ZMP/ZTP
glmS gimS Glucosamina-6-fosfato
PreQ1 Pre-queuosinal
PreQl1 preQ1-Il Pre-queuosinal-ll
preQ1-lll Pre-queuosinal-lll
THF THF Tetrahidrofolato
nhaA-I| nhaA-| lons / Protones Sodio
sull sull Sulfato
DUF1646 DUF1646 Sodio
raiA raiA Respuesta estrés
glnA glnA Glutamina
AAC_AAD_leader AAC_AAD_leader Aminoglicésidos
Mg_sensor Mg_sensor Magnesio
NiCo NiCo lons Niquel / Cobalto
NiCo-AnGGAG lons Niquel / Cobalto - ANGGAG

Dominio de expresion

Por su parte, la plataforma de expresién esta encargada de controlar la
expresion genética mediante un mecanismo determinado, como resultado de una
modificacién estructural o rearreglo alostérico, lo que genera una transicion entre
dos estructuras mutuamente excluyentes (Pavlova et al., 2019; W. C. Winkler &

Breaker, 2005).
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La transcripcion a partir del riboswitch implica un plegamiento secuencial,
para lo cual ocurre una compleja interaccion de diversos factores, tales como la
velocidad de transcripcion, la cinética y la termodindmica de la formacion de la
estructura de RNA; ademas de la unién a ligando. El mecanismo de respuesta del
riboswitch puede ser descrito como un proceso donde el reconocimiento del ligando
define el plegamiento del RNA naciente durante su expresion y la estructura
resultante determina la interaccién con el aparato transcripcional o traduccional

celular (Figura 6) (Breaker, 2012; Pavlova et al., 2019).

(a) . Ligando

Antiterminador
e

—— Aptamero — : , 5/

}—— Plataforma |

de

expresion
2 RNAP

(b)

Anti-SD

AUG 1

F—— Aptamero — . O R 5
DNA

}—— Plataforma
de

expresion

Figura 6. Principales mecanismos de regulacion mediados por riboswitch: (a) Terminacion
de la transcripcion, (b) Inicio de la traduccién (Modificado de Breaker, 2012).
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Para entender el mecanismo de accién del riboswitch, resulta importante
hacer notar que los estados de ligando-libre y ligando-unido no se encuentran en un
equilibrio dinamico. Para ello, la célula debe haber evolucionado un mecanismo
mediante el cual se permita suficiente flexibilidad en la cadena de RNA naciente con
el fin de mantener la competencia para el reconocimiento del ligando y garantizar el
inicio del plegamiento en ausencia del mismo, generando una estructura secundaria
diferente. Por lo tanto, la estructura de reconocimiento, aunque sea similar a la
conformacién de unioén, no permite el cambio en un estado termodinamicamente
estable, ya que bloquea la via de plegamiento alternativo y el mecanismo de

regulacion resultante (Haller et al., 2011; Sherwood & Henkin, 2016).

Los riboswitches son entidades cinéticas, esto significa que su respuesta
regulatoria esta dada por las tasas de asociacion y disociacion de union a ligando y
no por el equilibrio de la afinidad de su unién. La conformacion de una de estas

estructuras dependera de la concentracion de su metabolito blanco (Batey, 2015).

Principalmente, son dos los mecanismos mediante los que los riboswitches
llevan a cabo su proceso de regulacion: control del inicio traduccional y control del
final transcripcional. Ambos procesos utilizan cambios en el plegamiento del RNA
gue involucran pareado de bases de tipo Watson-Crick (Breaker, 2012; Vitreschak

et al., 2003; W. C. Winkler & Breaker, 2005).

El enorme progreso en la caracterizacion de los estados de unién de los
riboswitches a su respectivo ligando, a nivel molecular, se refleja en un
impresionante numero de estructuras de complejos aptamero-ligando que han sido

determinadas en alta resolucion, las cuales han contribuido significativamente al
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entendimiento de conceptos acerca de tal interaccion (Garst et al., 2011; Haller et

al., 2011).
Regulacion traduccional

En el caso de la regulacién a nivel traduccional, formando parte de la
plataforma de expresion de algunos riboswitches, existe un elemento helicoidal de
extension e identidad variable, que se localiza cercano a la region de la secuencia
Shine Dalgarno (SD). Esta secuencia se identifica como una hélice de secuestro de
la secuencia SD debido a que es susceptible al pareado de bases con la misma.
Alternativamente, una porcion de la hélice es capaz de complementarse con una
secuencia en el dominio aptamero, formando una hélice antisecuestro. Esta
formacidn estructural sugiere que estas moléculas de RNA regulan la eficiencia del
inicio de la traduccién mediante el bloqueo del RBS bajo determinadas condiciones

(Barrick & Breaker, 2007; Pavlova et al., 2019; Sinumvayo et al., 2018).
Regulacion transcripcional

A nivel transcripcional, cuando un riboswitch se encuentra en presencia de
un ligando especifico que se une a su dominio aptamero, usualmente se forma una
estructura en la region 5 no codificante que detiene la transcripcion del mRNA del
gen blanco. En ausencia del ligando, una estructura de antiterminador es formada
en lugar del terminador, por lo tanto, el MRNA completo es transcrito y traducido a

una proteina (Breaker, 2011; Sinumvayo et al., 2018).

La terminacion transcripcional es uno de los mecanismos de regulacién mas

comunmente usados por las bacterias. Los terminadores transcripcionales
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intrinsecos (Rho-independientes) son regiones fuertes, ricas en GC, seguidas por
una serie de residuos de uridina. Estos elementos estructurales desestabilizan el
complejo de RNA polimerasa, deteniendo la transcripcion y eventualmente,
liberando el templado de DNA y el producto de RNA naciente, en un proceso
denominado atenuacion (Figura 7) (Garst et al., 2011; W. C. Winkler & Breaker,

2005).
(@ (b)

Hélice
terminador
Hélice
antiterminador

Bucle de especificidad

U ; Transcripciéon
continua

Figura 7. Mecanismo de atenuacion transcripcional mediado por riboswitch: (a) Metabolito
(M) unido al dominio aptamero, (b) Sin unién de metabolito (Modificado de Sherwood &
Henkin, 2016).

El mecanismo tipico de atenuacién involucra el control de la formacion de
una horquilla de terminacion, resultado de la unién del ligando al dominio aptamero
del riboswitch, lo cual dirige la formacion del tallo terminador mediante la
configuracion opcional de un antiterminador mutuamente excluyente (Garst et al.,

2011; Pavlova et al., 2019).
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ANTECEDENTES

Interferencia transcripcional

Tomando en cuenta los dos reportes mencionados anteriormente, resulta
muy probable que la regulacion basada en riboswitches antisentido ocurra mediante
un fendmeno de interferencia transcripcional. Este mecanismo se define como la
influencia supresora de un proceso transcripcional sobre otro que ocurre de manera
adyacente debido al trafico de RNA polimerasas. Durante la transcripcion
antisentido, la colisibn entre RNA polimerasas convergentes resulta en la
terminacién prematura de la transcripcion de uno o ambos eventos de transcripcion.
El choque de RNA polimerasas parece ser una interaccién que ocurre a mayor
distancia o bien, un efecto del superenrollamiento de DNA al frente de la maquinaria

de transcripcion (Figura 8) (Brantl, 2007; Georg & Hess, 2011, Sesto, 2013).
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Figura 8. Modelos propuestos de los mecanismos regulatorios de las RNA polimerasas
que transcriben en direcciones opuestas: A. Colision de RNA polimerasas transcribiendo
en direcciones opuestas, B. Formacion de duplex (1)mRNA-(2)asRNA, C.
Superenrrollamiento (Tomado de Serrano-Gutiérrez & Merino, 2023).

Riboswitches antisentido (Antisense-acting riboswitches)

En el afio 2004, se describié por primera vez la existencia de un riboswitch
colocado en el extremo 3" de su gen blanco de regulacion y cuya direccion de
transcripcion era opuesta al mismo, en el genoma de Clostridium acetobutylicum
(Rodionov et al., 2004). Posteriormente, en el afio 2008, y gracias al estudio de la
regulacion del operdon ubiG/mccBA en este organismo, se comprobd la existencia y
funcionalidad de dicho elemento (Figura 9) (André et al., 2008). A este tipo de

riboswitches se les denominé como riboswitches antisentido.
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Figura 9. Mecanismo de regulacion del riboswitch antisentido S-box que regula el operén
ubiG/mccAB en C. acetobutylicum (Tomado de André et al., 2008).

El mecanismo de accion de los diferentes elementos regulatorios del operdn
ubiG/mccAB, el cual contiene genes requeridos para la conversién de cisteina a
metionina, estd basado principalmente en la interferencia transcripcional. En
ausencia de metionina, la transcripcion del gen blanco de regulacién del riboswitch
S-box (SAM) antisentido ocurre de manera regular, debido a que no existe
transcripcion a partir del promotor del mismo que interfiera sobre la transcripcion de
su gen blanco. De manera contraria, en presencia de metionina, existe transcripcion
a partir del riboswitch SAM antisentido al generarse un terminador transcripcional,
por lo que el transcrito generado interfiere directamente sobre el proceso
transcripcional de su gen blanco de regulacion. EI mecanismo de regulacién podria
deberse a la competencia entre RNA polimerasas que inician su transcripcion en
promotores convergentes. El analisis experimental de este riboswitch demostro la
produccion de RNA antisentido en respuesta a la fluctuacién de los niveles de

metionina (André et al., 2008; Breaker, 2012; Courtney & Chatterjee, 2014).
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En el afio 2013, se describio la existencia de un segundo riboswitch actuando
en antisentido, mismo que es dependiente de vitamina Bi2 (cobalamina) localizado
en antisentido al gen que codifica para el regulador transcripcional pocR en Listeria
monocytogenes (Figura 10). Se determiné que este riboswitch controla la
transcripcion de un RNA antisentido, evitando la generacion de dicho transcrito,
mediante la regulacién positiva de la expresion de pocR cuando la cobalamina esté
disponible. En ausencia de cobalamina, el RNA antisentido es transcrito por
completo e inhibe la expresion de pocR, interfiiendo con su proceso de
transcripcion. El factor transcripcional pocR se encarga de la regulacion de los
genes pdu, involucrados en la utilizacion de propanediol, haciendo uso de la

Cobalamina como cofactor (Lebreton & Cossart, 2017; Mellin et al., 2013).

Low pocR expression High pocR expression
(Pd only) (Pd + B12)

Figura 10. Mecanismo de regulacion del riboswitch antisentido de Cobalamina que regula
al regulador transcripcional pocR en L. monocytogenes (Tomado de Mellin et al., 2013).
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HIPOTESIS

La regulacion de la expresion genética mediada por riboswitches antisentido
no se limita a los dos casos descritos hasta el momento en la literatura, sino que se
trata de una ventaja adaptativa en el proceso de regulacion por metabolitos, por lo
gue podrian existir mas ejemplos de este tipo de riboswitches en los genomas de

bacterias y arqueas.
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OBJETIVO

Andlisis de los riboswitches antisentido existentes en los genomas de

bacterias y arqueas disponibles hasta el momento.

Objetivos particulares

- Revision actualizada de los riboswitches candnicos y los procesos
metabadlicos que estos regulan.

- Clasificacion de los riboswitches antisentido encontrados por su clase,
filogenia y funcion mediante el uso de una herramienta de procesamiento de datos.

- Contextualizacion los genes regulados por riboswitches antisentido con base
en su filogenia y funciéon dentro de un contexto bioquimico.

- Establecimiento de una estrategia metodoldgica para la identificacion de
errores en la anotacion de secuencias gendomicas basado en la identificaciéon de

riboswitches.
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METODOLOGIA
Identificacién in silico de riboswitches en los genomas de

bacterias y arqueas disponibles

La busqueda de riboswitches se llevd a cabo en los 7,272 genomas de
bacterias y arqueas a nivel de especie, disponibles en la base de datos KEGG del
afio 2022 (Kanehisa et al., 2023). Para ello, se generd un programa en lenguaje Perl
gue permitiera hacer la busqueda mediante el uso del software CmSearch
perteneciente a la paqueteria Infernal (version 1.1.3) (Chang et al., 2009; Cui et al.,
2016). Previamente, se llevo a cabo la creacion de una base de datos con los
modelos de covarianza de las 50 clases de riboswitches descritos, hasta el

momento del analisis, en la base de datos Rfam (https://rfam.org/) (Kalvari et al.,

2021). Debido a que existen diferentes modelos de covarianza relacionados entre
si, con la capacidad de reconocer secuencias de RNA similares, se cred un
programa en lenguaje Perl que permitiera seleccionar el modelo mas adecuado para
cada riboswitch identificado, con base en su correspondiente bitscore, obtenido
mediante el analisis previo que se hizo con el programa CMsearch. Ademas,
tomando en cuenta las similitudes entre las estructuras de los metabolitos sensados

por los riboswitches, se clasificaron las 50 diferentes clases en 27 familias.

La busqueda de estos motivos conservados se llevd a cabo en las regiones
5"y 3" intergénicas de los genomas de las bacterias y arqueas. Posteriormente, se
procedio a distinguir entre los resultados si se trataba de riboswitches localizados
de manera candnica, que para efectos de este proyecto denominamos “en sentido”,

0 bien de riboswitches localizados en antisentido, considerando para ello las
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anotaciones genomicas disponibles en la base de datos KEGG, con respecto a la
orientacion de cada uno de los genes identificados como blanco de riboswitches.
Ademas, se consider6 que estos elementos regulatorios se localizaran a no mas de

500 nucleétidos del mismo.

Un segundo analisis se llevd a cabo, considerando los mismos parametros
gue ya se mencionaron previamente, pero en este caso la busqueda de los motivos
se hizo en todo el genoma, es decir que se consideraron tanto regiones anotadas

como codificantes, como regiones intergénicas.

Seleccién de organismos representativos

Del total de las secuencias genomicas analizadas (7,272), 6,892
corresponden a organismos bacterianos y 380 a arqueas. Una vez realizado el
primer andlisis, se decidié seleccionar Unicamente una secuencia genémica por
especie analizada; esto con el proposito de evitar la sobrerepresentacion de
secuencias gendémicas redundantes. Para la seleccién del genoma representativo
dentro del conjunto de genomas de cepas de la misma especie, se consider6 aquel
con el mayor numero de marcos abiertos de lectura. Luego de esta seleccion, el
namero de secuencias gendmicas de nuestro estudio se redujo a un total de 5,418,

de las cuales 5,086 corresponden a bacterias y 332 a arqueas.

Analisis estadistico de los resultados

El andlisis estadistico de los resultados del proyecto se llevé a cabo haciendo

uso del software RStudio (Version 1.2.5033).
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Ademas, como parte del analisis, se evaluaron las frecuencias absolutas para
las familias de riboswitches en sentido y antisentido, asi como la probabilidad
hipergeométrica para cada familia de riboswitches antisentido. Finalmente, se
analizé la distribucion por phylum de bacteria o arquea para cada familia de

riboswitches en sentido y antisentido.

Analisis del contexto genémico

El sentido bioldgico de los riboswitches antisentido encontrados, se analizé
mediante una revision inicial del contexto gendmico de los genes regulados por su
correspondiente  riboswitch, haciendo uso del servidor GeConT

(http://biocomputo.ibt.unam.mx:8080/GeConT/) (Martinez-Guerrero et al., 2008).

Analisis de las rutas metabdlicas

Los resultados obtenidos se analizaron también desde un punto de vista
bioquimico, para lo cual se utilizo la informacion de las rutas metabdlicas en las que
se encontraba implicado el gen blanco de regulacion de cada uno de los
riboswitches antisentido identificados disponible en la base de datos de rutas

metabolicas de KEGG (https://www.genome.jp/kegag/pathway.html) (Kanehisa et al.,

2023). Ademads, también se realiz6 su busqueda en el servidor STRING

(https://string-db.org) (Szklarczyk et al.,, 2019), con el fin de obtener mayor

informacion acerca de las redes de interaccion de la proteina codificada por cada

gen.
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Analisis de la funcion de los genes

La funcién de los genes regulados por riboswitches antisentido se analizo
considerando tanto la descripcidn existente para el gen en la base de datos KEGG,
como la descripcion de su Cluster of Orthologous Genes (COG) correspondiente.
Esta asignacion fue determinada con base en una busqueda de Hidden Markov
Models (HMMs) usando el programa hmmsearch (Eddy, 2011) y un set de modelos
HMM previamente construidos, mismos que representan cada uno de los 4,873

COGs existentes (Taboada et al., 2010; Tatusov et al., 2001).

Analisis del contexto sinténico de los genes relacionados

con riboswitches

La comparacion de las secuencias de los genes adyacentes a riboswitches,
con respecto a sus homologos en los organismos filogenéticamente mas cercanos,
se llevo a cabo mediante la realizacion de alineamientos para lo cual se utilizo el

servidor MUSCLE (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/). Con los resultados

obtenidos se crearon esquemas que mostraran los analisis pertinentes.
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Figura 11. Diagrama general de trabajo.
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RESULTADOS
Identificacidn in silico de riboswitches en el genoma de

bacterias y arqueas

Se identificaron un total de 99,267 riboswitches en las regiones intergénicas
del genoma de las bacterias y arqueas analizadas, mismas que fueron clasificadas
como se establecié en la seccidn de materiales y métodos de acuerdo con su
orientaciéon respecto a la de su gen blanco de regulacion, de los cuales el 98.8%
(98,082) corresponde a riboswitches en sentido (Figura 12) y el 1.2% (1,185) a

riboswitches antisentido (Tabla 2).
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Phylum

Verrucomicrobia
Thermotogae
Thermodesulfobacteria
Thaumarchaeota
Tenericutes
Synergistetes
irochaetes
Proteobacteria
Planctomycetes
Nitrospirae
Lentisphaerae
Kiritimatiellaeota
Ignavibacteriae
Gemmatimonadetes
Fusobacteria
Firmicutes
Fibrobacteres
Euryarchaeota
Elusimicrobia
Dictyoglomi
Deinococcus
Deferribacteres
Cyanobacterza
Crenarchaeota
Copxothcrmo acterota
rxsxoqenetes
hloroflexi
Chlorobi

. Chlamydiae
candidate division WWE3
Calditrichaeota
Caldiserica
Bacteroidetes
Atribacterota
Armatimonadetes
Agquificae
Actinobacteria
Acidobacteria

Figura 12. Distribucion por phylum y familia de los riboswitches en sentido identificados en el genoma de bacterias y arqueas
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Tabla 2. Riboswitches antisentido identificados en el genoma de bacterias y arqueas (Extracto de Serrano-Gutiérrez & Merino, 2023)

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0281744.s002.

Organismo Gen Riboswitch

Representativo Nombre Phylum Clave ID Inicio Fin Cadena Familia E-value Inicio Fin Cadena
* Amycolatopsis albispora WP1 Actinobacteria aab aab-A4R43_11230 2430457 2430813 + Glycine 1.00E-12 2430955 2431056 -
. . ) . aacd aacd-LWP59_14940 3073830 3074192 - Glycine 2.10E-11 3073576 3073673 +
Amycolatopsis acidiphila KCTC 39523 | Actinobacteria |- =1 1 | \WPs9_ 14940 3073830 3074192 - Glycine 140E05 | 3073674 | 3073791 +
) ) ) . aad aad-TC41_2316 2212150 2212347 + ykoK / M-box 7.50E-36 2212400 2212563 -
Alicy °’°‘;ifgg’;ff;ﬂﬁ§a{ﬂ’_ﬁs subsp. Firmicutes | aad aad-TC41_0140 141606 141806 - c-di-GMP-1 8.10E-16 141354 141440 ¥
aad aad-TC41_0445 449833 450018 + c-di-GMP-1 1.40E-15 450166 450248 -
* Acetohalobium arabaticum DSM 5501 Firmicutes aar aar-Acear_1243 1323739 1324179 + FMN 2.80E-18 1324244 1324394 -
* Agromyces archimandritae G127AT Actinobacteria | aarc aarc-G127AT_15645 3387717 3388505 + ykkC / Guanidine 3.50E-05 3388506 3388555 -
* Acetobacter ascendens LMG 1590 Protecbacteria | aasc aasc-A4S02_08380 1746203 1746397 - Cobalamin 2.50E-28 1745586 1745819 +
* Acidisarcina polymorpha SBC82 Acidobacteria | abas abas-ACPOL_5155 5496575 5496697 + Cobalamin 1.00E-08 5496697 5496788 -
Azospirillum brasilense Sp7 Protecbacteria | abf abf-AMK58_27890 16977 17459 - Cobalamin 2.50E-32 16452 16670 +
* Aromatoleum bremense PbN1 Protecbacteria | abre abre-pbN1_04840 526502 526852 - Cobalamin 3.80E-23 526269 526409 +
* Anaerocolumna cellulosilytica SNO21 Firmicutes acel acel-acsn021_04420 488476 489207 - T-box 4.00E-05 488253 488376 +
* Aerococcus christensenii CCUG28831 Firmicutes acg acg-AWM71_03460 734568 735755 - TPP 2.90E-14 734234 734330 +
* Acidianus sp. HS-5 Crenarchaeota | acih acih-HS5_04810 465760 466200 + ykoK / M-box 1.40E-05 466289 466433 -
* Alistipes communis 5CBH24 Bactercidetes | acou | acou-A5CBH24 08850 1121700 1121933 + Cobalamin 8.60E-24 1121933 1122137 -
* Acidithiobacillus caldus SM-1 Proteobacteria | acu acu-Atc_2286 2349145 2349219 + TPP 4.00E-06 2349219 2349276 -
* Aequorivita sp. H23M31 Bacteroidetes | aev aev-EI546_04345 963027 964134 + TPP 4.00E-07 964191 964289 -
* Anoxybacter fermentans DY22613 Firmicutes aft aft-BBF96_13995 3115267 3116469 + c-di-GMP-1 1.50E-12 3116661 3116761 -
. " i _ afx afx-JZ786_18910 3988711 3988848 - c-di-GMP-1 3.60E-14 3988563 3988645 +
Aflcyolobaollius ferooxydans S30H14 | Fimioutes  [— atx-JZ786_05900 1264717 1265508 : c-di-GMP-I 7.70E-07 1264601 | 1264689 +
* Anseongella ginsenosidimutans Gsoil 524 | Bactercidetes | agd agd-FRZ59 08895 2138282 2138848 - TPP 2.30E-12 2138124 2138219 +
Agrobacterium fabacearum H13-3 Proteobacteria | agr | agr-AGROH133_06158 1440191 1441231 + SAM 1.00E-08 1441271 1441349 -
. Actinomadura graeca 32-07 Actinobacteria 2972 agra-AGRA3207_005183| 5880813 5882000 + ykkC / Guanidine 1.80E-06 5882024 5882086 -
agra | agra-AGRA3207_000905 934260 935630 - ykkC / Guanidine 5.00E-06 934104 934165 +
* Agromyces aureus AR33 Actinobacteria | agy agy-ATC03_16660 3726902 3732256 + SAM 2.90E-12 3732592 3732708 -
* Adlercreutzia hattorii BCFCBH1 Actinobacteria | ahat ahat-ADCFC_16390 1952469 1952678 + FMN 8.70E-25 1952731 1952882 -
aia aia-AWH56_001000 203329 204828 + T-box 4.00E-27 205079 205327 -
* Anaerobacillus isosaccharinicus NB2006 Firmicutes aia aia-AWH56_019820 3904933 3905109 - Lysine 8.10E-31 3904756 3904931 +
aia aia-AWH56_024220 4798658 4800451 - c-di-GMP-1 1.80E-13 4798412 4798497 +
* Aequorivita iocasae KX20305 Bacteroidetes aic aic-JK629_13680 2968127 2969638 + TPP 7.60E-09 2969672 2969772 -
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https://doi.org/10.1371/journal.pone.0281744.s002

Posteriormente, con base en la frecuencia absoluta y la distribucion
hipergeométrica para cada una de las familias de riboswitches, evaluamos el
significado estadistico de la tendencia de los riboswitches para actuar en antisentido
(Tabla 3). Nuestro estudio identifico que la familia de riboswitches que tiene una
mayor tendencia para actuar en antisentido es la familia c-di-GMP, mismos que no
son tan frecuentes en sentido. Esta familia de riboswitches se encuentra
comunmente involucrada en la regulacion de procesos de sefalizacion celular y
definicién del destino celular (motilidad, virulencia y formacion de biofilm). Ademas,
de manera contrastante a lo que ocurre para los riboswitches en sentido donde
prevalecen de manera muy importante los elementos de la familia T-box, las familias
de riboswitches de cobalamina, ykoK/M-box (magnesio) y MOCO (molibdeno)
también presentan una alta tendencia a actuar en antisentido. Resulta interesante
el hecho de que un elemento regulado por un segundo mensajero, como el c-di-
GMP, tenga la mayor probabilidad de aparicion en antisentido; ademas, es
importante resaltar el hecho de que la cobalamina, el magnesio y el molibdeno son
importantes cofactores ampliamente utilizados en reacciones indispensables en
diferentes procesos metabdlicos que requieren una estricta regulacion. Por otro
lado, de manera interesante, ningun riboswitch antisentido perteneciente a las
famlias THF (Tetrahidrofolato) y NiCo (Niquel-Cobalto) fue identificado en nuestro
analisis, a pesar de no ser los menos abundantes en la frecuencia general (en

sentido).
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Tabla 3. Tendencia de las familias de riboswitches para actuar en antisentido (Modificado

de Serrano-Gutiérrez & Merino, 2023).

Familia Riboswitch(_as en sentido Riboswitchgs antisentido P-value
Frecuencia absoluta Frecuencia absoluta

c-di-GMP 2,554 152 4 55E-62

cobalamina 10,769 190 1.05E-10

ykoK / M-box 828 27 1.67E-06

MOCO 834 24 4.34E-05
AAC_AAD 97 3 0.10
glnA 97 2 0.30
nhaA-I| 180 2 0.60
sull 195 2 0.64
Mg_sensor 104 1 0.69
glicina 3,153 32 0.74
DUF1646 125 1 0.75
raiA 127 1 0.76
ydaO-yuaA 2,799 27 0.81
FMN 3,472 32 0.89
ykkC / guanidina 2,526 20 0.96
crcB / fluoruro 1,446 9 0.98
pfl / ZMP-ZTP 1,001 5 0.99
TPP 9,766 83 1.00
purina 2,289 13 1.00
PreQ1 771 2 1.00
glmS 635 1 1.00
lisina 1,974 8 1.00
SAM 8,039 56 1.00
yybP-ykoY 1,907 5 1.00
THF 290 0 1.00
NiCo 100 0 1.00
T-box 15,851 107 1.00

Aunado al analisis previo, se estudio la distribucion de los riboswitches
antisentido agrupandolos por el phylum en el que fueron identificados y
considerando la familia de riboswitches a la que pertenecen. Como resultado de
esto se observo que el phylum con mayor cantidad de riboswitches antisentido
corresponde a los Firmicutes, mientras que los phyla con riboswitches antisentido

distribuidos en una mayor variedad de familias son Proteobacteria y Firmicutes,
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mismo resultado a lo que fue observado en el caso de los riboswitches en sentido
(Figura 12). Ademas, se encontro que los riboswitches antisentido de la familia

cobalamina presentan distribucion en una mayor variedad de phyla (Figura 13).
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Verrucomicrobia
Thermotogae
Tenericutes

Synergistetes
Spirochaetes
Proteobacteria
Planctomycetes
Fusobacteria
Firmicutes

Euryarchaeota

Phylum

Deinococcus
Cyanobacteria
Crenarchaeota

Chloroflexi

Chlorobi
Bacteroidetes
Actinobacteria

Acidobacteria

Figura 13. Distribucion por phylum y familia de los riboswitches antisentido identificados en el genoma de bacterias y arqueas.
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Clasificaciéon de tipos de genes regulados por riboswitches

antisentido

Posteriormente, y con el propésito de identificar posibles tendencias en las
gue los riboswitches antisentido son capaces de regular la expresion de genes, asi
como entender la naturaleza de las implicaciones bioquimicas de tal regulacién,
clasificamos los genes probablemente regulados por riboswitches antisentido en
diez grupos diferentes (Tabla 3), haciendo para ello uso de un sistema hibrido que
consideraba tanto una clasificacion automatizada (mediante la identificacion de
términos clave en la infomacion obtenida), como una profunda curacién manual de
los datos (mediante la obtencién de informacion disponible en literatura y en bases
de datos). Dado lo cual se lograron establecer las siguientes clases, de acuerdo a
las tendencias observadas, y se describird brevemente un ejemplo de un modelo

regulatorio para cada una de las mismas:
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Tabla 4. Clasificacion de los genes regulados por riboswitches antisentido (Extracto de Serrano-Gutiérrez & Merino, 2023)
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0281744.s003.

Clasificacion del gen Organismo Phylum ID Organismo ID Gen Familia del riboswitch coG Descripcion del COG Descripcion del gen
Interconversion Clostridium acetobutylicum ATCC 824 Firmicutes cac cac-CA_C0931 SAM COG0031 Cysteine synthase Cysteine synthase
) . . Alpha- 10spho-bet
Interconversion Actinomadura graeca 32-07 Actinobacteria agra agra-AGRA3207_000905 ykkC | Guanidine COG1486 glucosidases, fanl;lly 40 B-phospho-beta-glucosidase
Interconversion Actinomadura graeca 32-07 Actinobacteria agra agra-AGRA3207_005183 ykkC [ Guanidine COG1404 Subtilisin-like serine proteases 58 family serine p
Cofactor Amycolatopsis sp. AAd Actinobacteria amyc amyc-CU254_21355 SAM COG0500 SAM-dependent methyl ferases class | SAM-dependent methyltransferase
Cofactor Cor " e DSM | actinot caz caz-CARG_08305 Cobalamin COG1045 Serine acetyltransferase hypothetieal protein
Cofactor swpbmycﬁaq:cﬁu;;%m' griseus Actinobacteria sgr sgr-SGR_1654 Cobalamin COG2265 SAM-dep rel;;:ilt‘:: (RNA = putative RNA methyltransferase
. . : . ABC-type dipeptide transport system,
Transporters Brevibacterium linens BS258 Actinobacteria bly bly-A2T55_02635 ykkC | Guanidine COGO0747 periplasmic component hypothetical protein
Acidipropionibacteril idipropionici _— ABC-type amino acid transport system,
Transporters ATCC 4875 Actin pbo pbo-PACID_00450 Cobalamin COG4597 permease component hypothetical protein
Transporters Conexibacter woesei DSM 14684 Actinobacteria owo cwo-Cwoe_1787 ydaO-yuaA COG2059 Chromate transport protein ChrA hypothetical protein
. . . . Osmosensitive K+ channel histidine integral membrane sensor signal
Signaling Granulicella mallensis MPSACTX8 Acidobacteria gma gma-AciX8_0323 Cobalamin COG2205 Kinase transduction histidine kinas
Signaling Gramella forsetii KTO803 Bacteroidetes gfo gfo-GEO_0733 PP cocosgg | Universal ";f:emz'_’;il::m andrelated | iversal stress protein family protsin
Signaling Alkalibacter sp. ES005 Firmicules alka alka-JOB03_03500 MOCO_RNA_motif | cOGoDssg |Universal s'mfem:'_gi::m and related universal stress protein
TFs Listeria monocytogenes EGD-e Firmicutes Imo Imo-Imo 1150 Cabalamin COG4936 Predicted sensor domain transeriptional regulator PocR
TFs Streptomyces aguilus GGCR-6 Actinobacteria saqu saqu-EJC51_15435 TPP COG1309 Transcriptional regulator TetR/AcrR family transcriptional regulator
TFs Streptomyces cadmiisoli ZFGAT Actinobacteria scad scad-DNO51_26805 TPP COG1309 Transcriptional regulator TetR/AcrR family transcriptional regulator
Transposase Nocardia seriolae EM150506 Actinobacteria nsr nsr-NS506_02699 ykoK | M-box COG5659 FOG: Transposase hypothetical protein
Transposase Thermus scotoductus SA-01 Deinococcus tsc tsc-TSC_c17270 c-di-GMP-| COG3335 | Transposase and inactivated derivatives transposase family protein
Transposase Allobaculum mucolyticum 128 Firmicutes amuo amuo-KWG62_01805 T-box COG3385 FoG: T’a"s"dmm v:‘;::: inactivated 1S4 family transposase
Pseudogene Candidatus Frankia datiscae Dg1 Actinobacteria fsy fsy-FsymDg_2117 Caobalamin - pseudogene
Pseudogene Mit spora carb i Acting mcab mcab-HXZ27_03575 Cabalamin — pseudogene
Pseudogene Mit spora tulbaghiae CNY-010 Actinobacteria mtua mtua-CSHB3_05160 Cabalami — pseudogene
Uncharacterized Mycobacterium canettii CIPT 140060008 | Actinobacteria meq meq-BN44_40063 ykoK | M-box o Conserved protein of unknown function
Uncharacterized Serinicocous hydrothermatis JLTS Actinobacteria ser] ser-56UI_0533 Cobalamin cogaryg | Uncharacterized prolein consenved in hypothetical protein
Uncharacterized il KHI28 B jete: magk mgk-FSBT6_21060 SAM — DUF3943 domain-containing protein
Hypothetical Acidisarcina polymorpha SBC82 Acidob ia abas abas-ACPOL_5155 Caobalami — hypothetical protein
Hypothetical Adlercreutzia hattorii SCFCBH1 Actinobacteria ahat ahat-ADCFC_16390 FMN - hypothetical protein
Hypothetical ATCC 4875 Actin pho pbo-PACID_11190 Cobalamin — hypothetical protein
. Distinct helicase family with a unique C-
Other Agromyces aureus AR33 Actinobacteria agy agy-ATC03_16660 SAM COG1205 terminal domain inc hypothetical protein
Other A latopsis acidiphila KCTC 339523 Actinobacteria aacd aacd-LWP59_14940 Glycine - nuclear transport factor 2 family protein
Other Amycolatopsis sp. AR Actinobacteria amyc amyc-CU254_20220 Glycine — nuclear transport factor 2 family protein
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https://doi.org/10.1371/journal.pone.0281744.s003

a) Genes que codifican enzimas involucradas en la interconversion de

compuestos relacionados con el metabolito detectado por el

riboswitch.

Se identificé un riboswitch antisentido de la clase ykkC-ykkD o Guanidino-I en el

genoma de la bacteria Paenibacillus polymyxa SC2 regulando el gen ppm-

PPSC2_12215, mismo que codifica para la proteina amidasa AmyE (Figura 14).

Esta enzima, mejor conocida como 4-guanidinobutanamida amidohidrolasa, esta

involucrada en la ruta de metabolismo de la arginina, catalizando la reaccion de

conversion de 4-guanidinobutanamida a 4-guanidinobutanoato, resultado en la

conversion de un grupo funcional amido en un &cido carboxilico (Nelson et al., 2017;

Reiss et al., 2017).

ppm-PPSC2_12215
Paenibacillus polymyxa

ppm-PPSC2_12215

<

|

4-Guanidinobutanamide
amidohydrolase

v

C&Guanidinobutanoata

4

4-Guanidinobutanamide
amidohydrolase

ykkC-ykkD
antisense-acting
riboswitch

Guanidine

* v
w“—

Figura 14. Gen codificante de una enzima involucrada en la interconversién de un
compuesto relacionado al metabolito sensado por el riboswitch (Tomado de Serrano-

Gutiérrez & Merino, 2023).

39



La arginina es el compuesto central de esta via, y actia como un precursor en
la biosintesis de muchas poliaminas, tales como la putrescina y la espermidina, los
cuales son esenciales en diversos procesos fisiolégicos. También pueden ser una
pobre fuente de nitrdgeno. Ademas, la arginina es el inico aminoécido con un grupo
guanidino en su composicién, a pesar del hecho de que constituye compuestos que
son abundantes al interior de las células bacterianas, incluyendo la creatinina y
metabolitos secundarios tales como la estreptomicina (Caldara et al., 2008; Sinn et

al., 2021).

El riboswitch antisentido identificado en el extremo 3~ del gen ppm-
PPSC2_12215 podria permitir la sintesis de la enzima 4-guanidinobutanamida
amidohidrolasa cuando el guanidino esta presente; en este caso, su disponibilidad
permite el avance a lo largo de la ruta mientras esta formando parte de la 4-
guanidinobutanamida, un compuesto que es catabolizado a butanoato y urea en un
paso subsecuente. Por otro lado, cuando el riboswitch sensa la ausencia de
guanidino, la ruta es interrumpida con el fin de mantener los niveles transitorios de

guanidino mientras es parte del compuesto 4-guanidinobutanamida.

Como era esperado, los genes pertenecientes a este grupo que son regulados
por riboswitches antisentido son aquellos que codifican enzimas con actividades de
transferasa tales como aminotransferasas, fosfatasas, aciltransferasas, sintetasas
y deshidrogenasas. La regulacion de los riboswitches antisentido de este grupo
inhiben la sintesis de sus correspondientes genes blanco cuando detectan bajas

concentraciones del metabolito involucrado. Las familias mas importantes de
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riboswitches antisentido en este grupo incluyen principalmente Cobalamina, TPP,

T-box, SAM, FMN y MOCO.

b) Genes codificantes para enzimas que requieren un cofactor
detectado por el riboswitch para ser activas o que participan en una

ruta metabdlica en la que otra enzima requiere dicho cofactor.

En este caso, un riboswitch antisentido de cobalamina regulando el gen clj-
CLJU_c22210 que codifica para la enzima fosforibosilaminoimidazolcarboxamida
formiltransferasa/IMP ciclohidrolasa bifuncional, mejor conocida como la enzima
AICARFT/IMPCHasa fue identificado en el genoma de Clostridium ljungdahlii DSM
13528 mediante analisis bioinformatico (Figura 15). C. ljungdahlii es una bacteria
anaerdbica acetogénica que fermenta azlcar o COg, sintetiza gas (CO/H2), y puede
utilizar CO como sustrato. Ademas, este organismo posee un namero significativo
de proteinas que requieren de cobalamina como cofactor y también es capaz de
sintetizar cobalamina mediante una ruta anaerobica (Képke et al., 2010; Romine et

al., 2017).
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Figura 15. Gen que codifica para una enzima que requiere un cofactor sensado por el
riboswitch para activarse o que participa en una ruta metabolica en la cual otra enzima
requiere de dicho cofactor (Tomado de Serrano-Gutiérrez & Merino, 2023).

La enzima AICARFT/IMPCHasa estéa involucrada en la ruta metabdlica de un
carbono, la cual comprende los ciclos de folato y metionina, y permite la generacion
de grupos metilo que son usados en diferentes reacciones de metilacién y en la
biosintesis de importantes precursores anabdlicos, uno de los cuales es el 5-metil-
tetrahidrofolato (5-metilTHF), cuya sintesis puede llevarse a cabo a través de dos
diferentes rutas. El punto de partida de ambos es la sintesis de tetrahidrofolato
(THF) a partir de folato gracias a la actividad de la enzima dihidrofolato reductasa
DfrD. En una ruta, THF es convertida en 10-formilTHF por la enzima
AICARFT/IMPCHasa, codificada por el gen regulado por el riboswitch antisentido
de cobalamina identificado. A continuacion, la 10-formilTHF sirve como el sustrato
para la sintesis de 5,10-metenilTHF and 5,10-metilenTHF en dos reacciones

consecutivas catalizadas por la enzima metilentetrahidrofolato deshidrogenasa
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(NADP*)/meteniltetrahidrofolato ciclohidrolasa bifuncional, FolD. Este ultimo
compuesto es el precursor para la sintesis de 5-metilTHF catalizado por la enzima
metilenTHF reductasa, MetF, con la participacion de NADPH vy flavoproteinas.
Adicionalmente, mediante otra ruta, el 5-metilTHF es directamente sintetizado a
partir de THF por la enzima metionina sintasa MetH1, cuya actividad es dependiente

de cobalamina.

El riboswitch antisentido de cobalamina identificado regula el gen clj-
CLJU_c22210, mismo que codifica para la AICARFT/IMPCHasa bifuncional, lo cual
permite la seleccion de la ruta que sera usada para la sintesis de 5-metilTHF, de
acuerdo a la disponibilidad bacteriana de cobalamina. De tal manera, cuando la
concentracion intracelular de cobalamina es alta, el 5-metilTHF puede ser
directamente sintetizado a partir de THF por la enzima dependiente de cobalamina
MetH1, mientras que cuando existen cambios en la concentracién intracelular de
cobalamina, el mecanismo de regulacién dependiente del riboswitch favorecera la
actividad de la enzima AICARFT/IMPCHasa bifuncional. De esta manera, la
regulacion del gen clj-CLJU_c22210 por el riboswitch antisentido de cobalamina
garantiza la biosintesis de 5-metilTHF y reasegura la correcta utilizacion de
cobalamina debido a que su biosintesis y consumo resultan metabolicamente muy
costosos. Ademas, los intermediarios metabdlicos de esta ruta tienen un papel
esencial en la biosintesis de moléculas vitales tales como purinas, DNA, CoA y

serina (Romine et al., 2017; Yi et al., 2021).

Debido a la naturaleza de los genes regulados en este grupo, los cuales se

caracterizan como enzimas codificadas que requieren de un cofactor para ser
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activas, la familia de riboswitches antisentido cobalamina (cobalamina, AdoCbl, and
AdoCbl-variant) es el miembro mas importante de este grupo, debido a que
representa el 38% del numero total de riboswitches en esta categoria. De manera
general, las familias de enzimas con actividades de isomerasa y metiltransferasa
son las que mas frecuentemente requieren cobalamina, o alguno de sus derivados,
como cofactores. Otra familia importante de riboswitches antisentido en este grupo
es la familia TPP. El cofator TPP consiste de un anillo de pirimidina, un anillo tiazol
y un grupo funcional pirofosfato, los cuales estan conectados al otro, con el anillo
tiazol siendo la porcion cominmente involucrada en reacciones enziméticas, debido
a que es la parte mas reactiva de la molécula. También se encontraron ejemplos de
riboswitches antisentido del cofactor molibdeno (MOCO) que regulan genes

involucrados en el metabolismo de los cofactores molibdeno y tungsteno.

C) Genes que codifican proteinas transportadoras para compuestos

relacionados al metabolito detectado por el riboswitch.

Un riboswitch antisentido de la clase yybP-ykoY, cuyo metabolito de union es
manganeso (Mn?*), regula el gen cthm-CFE_2050 que codifica para una proteina
transportadora de Mn?* en el genoma de Carboxydocella thermautotrophica 019
(Figura 16) (Dambach et al., 2015). Mn?* es un i6n esencial en el metabolismo
bacteriano que participa en mdultiples procesos metabdlicos, actuando
principalmente como un cofactor para varias enzimas y como un agente protector
contra especies reactivas de oxigeno (ROS) mediante la sustitucion transitoria de
moléculas de Mn?* por hierro (Fe) en los sitios activos de algunas enzimas para

prevenir el dafio oxidativo de las proteinas (L. S. Waters, 2020). Por otra parte, el
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exceso de Mn?* puede resultar téxico debido a que su acumulacién en bacteria esta
directamente relacionada a la deficiencia de otros iones, lo cual puede entonces
provocar la metalacién erronea de los factores de transcripcion y enzimas criticas,
afectando el desarrollo celular, la virulencia y la sensibilidad a ROS (Kehres &

Maguire, 2003; Richer et al., 2003; L. S. Waters et al., 2011; Zeinert et al., 2018).
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Figura 16. Gen codificante de una proteina transportadora de un compuesto relacionado
al metabolito sensado por el riboswitch (Tomado de Serrano-Gutiérrez & Merino, 2023).

El gen identificado como sujeto a regulacion por el riboswitch antisentido se
encuentra extensamente distribuido a lo largo del phylum Firmicutes y tiene un papel
esencial en el metabolismo de C. thermautotrophica 019. Esta bacteria ha sido
descrita como carboxidotrofica, pero sus capacidades metabdlicas permanecen

mayormente desconocidas. Sin embargo, como la habilidad de transportar Mn?* ha
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sido observada en otras especies, es sabido que estas especies pueden proliferar
en ambientes hostiles, incluyendo la superficie de sustratos minerales compuestos
por Mn?*, tales como diatomita y glauconita, en la ausencia de una fuente de
carbono (Slobodkina et al., 2012; Toshchakov et al., 2018). El riboswitch antisentido
identificado en el extremo 3° del gen cthm-CFE_2050 podria prevenir la
acumulacion interna excesiva de Mn?* que de otra manera podria tener efectos

toxicos.

Muchos genes de este tercer grupo son miembros de sistemas de transporte
de tipo ABC o codifican para diferentes proteinas transportadoras, tales como los
transportadores de cationes Co/Zn/Cd, simportadores de dicarboxilato Na*/H*, o
antiportadores Ca?*/Na*. Los riboswitch antisentido mas comunes de este grupo son

de las familias cobalamina, c-di-GMP, T-box, SAM, ykoK, TPP y MOCO.
d) Genes codificantes de proteinas de sefializacién celular.

Un riboswitch antisentido de la clase AAC-AAD, el cual sensa y responde a
concentraciones de aminoglicésidos, se identifico regulando el gen paeu-
BN889 07203 que codifica para la sintesis de la enzima hidroxiacilglutation
hidrolasa en la bacteria Pseudomonas aeruginosa PA38182 (Figura 17). Esta
enzima, mejor conocida como glioxalasa Il (GIxIl), participa en la ruta de
metabolismo de metilglioxal (MG) a través del sistema glioxalasa (Glx), el cual es es
un complejo enziméatico para la detoxificacion critica. Este sistema comprende dos
metaloenzimas a cargo de descomponer MG citotdéxico, metabolizandolo hasta sus

correspondientes a-hidroxiacidos (He et al., 2013; Sukdeo & Honek, 2007).
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Figura 17. Gen que codifica para una enzima involucrada en un sistema de sefalizacion
celular relacionado con el metabolito sensado por el riboswitch (Tomado de Serrano-
Gutiérrez & Merino, 2023).

La primera enzima de este sistema es la glioxilasa | (GIxl) o S-D-lactoil-glutatién
metilglioxal liasa, misma que es una reductasa isomerizante divalente que puede
ser Zn?* dependiente o no Zn?* dependiente (activado por Ni?*/Co?*). GIxI acepta
MG como un glutation hemiacetal (GSH) y cataliza la transferencia de protones,
transformando GSH hacia su tioéster correspondiente, lactoglutation. La segunda
enzima, GlIxll, regenera el cosustrato tiol GSH y el a-hidroxiacido lactato, en el caso
de la detoxificacion de MG. El MG es altamente toxico para las moléculas
productoras de especies electrofilicas celulares, y producen estrés celular mediante

reacciones con macromoléculas nucleofilicas. El MG también actia como un
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activador transcripcional y participa en la cascada de activacion de cinasas,
teniendo un papel primario en procesos de regulacion o ajuste a condiciones de
estrés, haciéndolo una molécula sefializadora esencial (Sukdeo et al., 2004; Sukdeo

& Honek, 2007).

Durante el proceso patogénico de P. aeruginosa, la bacteria es primero atacada
por el sistema inmune innato, primeramente, via fagocitos. Al interior de los
fagocitos, se generan ROS mediante un proceso dependiente de NADPH oxidasa
como sustancias bactericidas. Entonces, las células bacterianas son expuestas a
estrés oxidativo, induciendo dafio debido a las interacciones con elementos
celulares tales como lipidos, DNA y proteinas. Este proceso lleva a la peroxidacion
lipidica, mutacion de DNA, entrecruzamiento de DNA-proteina, oxidaciéon y ruptura
de proteinas. P. aeruginosa ha evolucionado mecanismos para protegerse y
sobrevivir bajo estas condiciones hostiles. Una de ellas es la produccion de GSH, la
molécula antioxidante més abundante dentro de las células, la cual juega un papel
relevante en la remocion de ROS, actuando como un donador de electrones. El
GSH también esta involucrado en la preservacion de la homeostasis celular, la
regulacion del transporte de azufre, la combinacion de metabolitos, la detoxificaciéon
de xenobidticos, la resistencia a antibioticos, la regulacién enzimatica y la expresion

de genes de respuesta a estrés (Lee & Park, 2017; Wongsaroj et al., 2018).

Los compuestos que producen estrés oxidativo celular, tal como los antibiéticos,
y sus efectos sobre las diferentes etapas del desarrollo bacteriano han sido
ampliamente estudiados. Estos compuestos incrementan la sensibilidad de P.

aeruginosa a los aminoglicésidos afectando la permeabilidad de la membrana,
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principalmente durante la produccion de biofilm, misma que es estimulada por
concentraciones subletales de antibidticos tales como los aminoglicésidos
tobramicina y gentamicina. Ademas, el estrés oxidativo actia como una sefal para
la expresion de sistemas de eflujo, lo cual promueve la resistencia bacteriana a
antibidticos (da Cruz Nizer et al., 2021; Hall et al., 2016; Lochab et al., 2020; Pan et

al., 2017).

El riboswitch antisentido identificado en el extremo 3" del gen para-
BN889_07203 podria permitir la expresion de la enzima GIxll cuando se sensa
aminoglicésido en el ambiente y las células bacterianas se encuentran bajo
condiciones de estrés. Por otro lado, cuando no hay aminoglicosido presente en el
medio, la expresion de la enzima es reprimida, ya que la bacteria no es sujeta a

estrés oxidativo provocado por la presencia del antibiético.

Este quinto grupo de genes codifican para proteinas que estan principalmente
involucradas en diferentes respuestas a estrés y procesos de desarrollo, tales como
la sintesis de autoinductores de quorum sensing y diferentes tipos de histidin
cinasas transductoras de sefiales. Los principales riboswitches antisentido de este
grupo son aquellos de las familias sensoras de segundos mensajeros c-di-GMP y

ydaO-yuaA (Jenal et al., 2017).
e) Genes que codifican para reguladores transcripcionales.

Se identificié un riboswitch antisentido de la clase c-di-GMP-I regulando el gen
paen-P40081 02330 que codifica un regulador transcripcional de la familia XRE en
el genoma de Paenibacillus sp. FSL P4 (Figura 18). Este regulador transcripcional,

cuyo homodlogo mas cercano es SinR, un represor transcripcional conocido como el
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regulador maestro para la formacién de biofilm en Bacillus subtilis, controla la
expresion de genes involucrados en produccidon de exopolisacéaridos, proteinas de

matriz y motilidad (Chen et al., 2012; Sudarsan et al., 2008).
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Figura 18. Gen codificante de un regulador transcripcional relacionado con el metabolito
sensado por el riboswitch (Tomado de Serrano-Gutiérrez & Merino, 2023).

La sintesis de moléculas sefalizadoras es una estrategia que las bacterias
emplean para sensar alteraciones en su ambiente con el propésito de ajustarse
rapidamente de acuerdo a tales cambios. Una de estas moléculas es el bis-(3"-5")-
GMP dimérico ciclico (c-di-GMP), el cual es capaz de inducir la transicion de un

estado movil unicelular a un estado sésil multicelular mediante sistemas de
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fosforelevo que controlan la formacion de biofilm y esporas (Reyes-Darias & Krell,

2017; Sornchuer et al., 2022; Tamayo, 2019).

Para muchas bacterias, el mecanismo de comunicacion intercelular de quorum
sensing es esencial para la coordinacion de tendencias de expresion de genes a
nivel poblacional. Ademas, el quorum sensing es fundamental para los procesos de
motilidad, produccién de matriz de biofilm y formacion de esporas, ya que es una de
las principales estrategias para sensar y responder a cambios ambientales (Georg

& Hess, 2011; Rahman et al., 2021; Voichek et al., 2020; Weiss et al., 2019).

La regulacién del factor transcripcional codificado por el gen paen-
P40081_ 02330 mediante el riboswitch antisentido de c-di-GMP-I que se propone
esta basada en la deteccion de esta molécula, desencadenando la expresion de
genes involucrados en la formacién de biofilm y esporas, tal como en los procesos
de quorum sensing, y teniendo un efecto general sobre su expresion cuando no es
sensado gracias a su estrecha relacién con el regulador maestro de estos procesos,

SpoOA (Kearns et al., 2005).

Tal como previamente se menciond, en la literatura, existen Unicamente dos
ejemplos de regulacion de la expresion de genes mediada por riboswitches que
actuan en antisentido, uno de los cuales es el riboswitch en antisentido de
cobalamina identificado al extremo 3" del gen que codifica para el regulador
transcripcional PocR de las enzimas involucradas en el metabolismo de propanediol
en L. monocytogenes, las cuales requieren de cobalamina como un cofactor para
ser activas. En este proyecto, se identificaron riboswitches antisentido de

cobalamina regulado genes ortdlogos de pocR en otras Listerias y en el Enterococo
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Vagococcus carniphilus. La regulacibn de genes que codifican factores
transcripcionales (TFs) hace posible extender el efecto regulatorio de los
riboswitches que actian en antisentido hasta mdltiples genes funcionalmente
relacionados en diferentes operones, que tienen en comun el sitio operador de sus

correspondientes TFs.

Las familias de riboswitches antisentido mas frecuentes en este grupo fueron c-

di-GMP, Cobalaminay TPP.
f) Genes codificantes de transposasas.

A diferencia de los ejemplos anteriormente mencionados, donde la regulacién
de la expresion de genes mediada por riboswitches antisentido representa una
ventaja selectiva, se propone que en el caso de los genes que codifican para
transposones, la existencia de riboswitches antisentido corresponde a inserciones
aleatorias del elemento transponible en las regiones del cromosoma donde los
riboswitches se encontraban previamente regulando otros genes de manera
canonica (Tabla 4). Consistente con esta hipétesis, se llevo a cabo la evaluacion del
contexto gendmico de los genes regulados por riboswitches antisentido en los
organismos filogenéticamente mas cercanos. En los genomas de todos esos
organismos, el riboswitch antisentido de la clase T-box regula el gen rio abajo que

codifica para un transportador de triptofano de manera canonica (Figura 19).
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Tabla 5. Genes codificantes para transposasas adyacentes a riboswitches antisentido
(Extracto de Serrano-Gutiérrez & Merino, 2023)
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0281744.s004.

Gen de transposasa R'b.OSW'FCh Gen adyacente D|rec0|‘on _c{e COG Descripciéon de COG Consistencia
antisentido transcripcién
bthu-YBT1518_08170| T-box | bthu-YBT1518 08175 | Sense | COG0733 SOd'“m'de":lz‘tggcgransr’orter’ Yes
bthu-YBT1518_10950| T-box bthu-YBT1518_10955 Sense COG0460 Homoserine dehydrogenase Yes
bthu-YBT1518_24240| T-box bthu-YBT1518_24245 Sense COG3186 | Phenylalanine 4-monooxygenase Yes
dfg-B0537 08990 | T-box dfg-B0537_08995 Sense | cogzosa | ABC tra”Sporﬁgf:iastrate'b'”d'”g Yes
nth-Nther_0169 T-box nth-Nther_0170 Sense C0OG1045 Serine O-acetyltransferase Yes
pdm-ADU72_1747 | T-box pdm-ADU72_1748 Sense coG1135 | Methionine ABC transporter ATP- Yes
binding protein
pio-P120285_09230 T-box pio-P120285_09225 Sense COG4720 DUF3816 family protein Yes
tbz-BKO11_04395 T-box tbz-BK011_04390 Sense C0OG0441 Threonine--tRNA ligase Yes
tbz-BK011_08290 T-box tbz-BK011_08285 Sense C0OG0162 Tyrosine--tRNA ligase Yes
tep-TepRel_2063 T-box tep-TepRel_2062 Sense C0OG0162 Tyrosyl-tRNA synthetase Yes
5-
t00-C7K38_05890 T-box t00-C7K38_05895 Sense COG0620 |methyltetrahydropteroyltriglutamate- Yes
-homocysteine methyltransferase
twi-Thewi_1651 T-box twi-Thewi_1650 Sense cocooie | Phenylalany-tRNA synthetase Yes
alpha chain
Cobalamin-independent synthase,
efl-EF62_0727 T-box efl-EF62_0728 Sense COG0620 Catalytic domain protein Yes
lko-ABN16_04995 | T-box Iko-ABN16_05000 Sense coGa166 | Peptide ABC transporter substrate- Yes
binding protein
Sulfur transfer protein involved in
eac-EAL2_c00320 TPP eac-EAL2_c00330 Sense C0OG2104 thiamine biosynthesis Yes
Bifunctional
fpd-CTM68_07135 TPP fpd-CTM68_07140 Sense COG0351 hydroxymethylpyrimidine Yes
kinase/phosphomethylpyrimidine
rid-Rldsm_05440 TPP rid-Rldsm_05439 Sense COG0422 |Phosphomethylpyrimidine synthase Yes
Nicotinate-nucleotide--
fpe-Ferpe_1699 Cobalamin fpe-Ferpe_1700 Sense C0OG2038 dimethylbenzimidazole Yes
phosphoribosyltransferase
cki-Calkr_1509 SAM cki-Calkr_1508 Sense COG0192 | S-adenosylmethionine synthetase Yes
tbz-BKO11_03805 SAM tbz-BK011_03800 Sense C0OG0192 methionine adenosyltransferase Yes
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https://doi.org/10.1371/journal.pone.0281744.s004

bthu-YBT1518_08170
Bacillus thuringiensis

bthu-YBT1518_08170

=T

C0G2138 COG1648  T-box COG0733 COG0739

L ety S e— s s SRR
ms)eees) ) {@m-{@mmmmmm—m  Bacillus toyonensis
———-—(:’>-_ Bacillus thuringiensis
—_—.—::)h-_ Bacillus thuringiensis
—_—‘—(:>h_ Bacillus thuringiensis
_——.—:>-—_ Bacillus thuringiensis
L e S e— - 3 s IR IR B
-_—.—(:>-_ Bacillus thuringiensis
[ ey Y e— o) s R R TR

C0G2138 COG1648 C0G3547 C0G0733 COG0739
Transposase

Figura 19. Gen codificante para una transposasa adyacente a un riboswitch antisentido
(Tomado de Serrano-Gutiérrez & Merino, 2023).

De acuerdo con lo anterior, evaluamos la frecuencia con la cual el gen localizado
rio arriba de la trasposasa posee un gen ortologo regulado por el mismo riboswitch
antisentido. Se muestra que la hipétesis es consistente con su contexto genémico

en mas del 50 % de los casos de genes que codifican para transposasas.
g) Pseudogenes.

Otra importancia tendencia observada en nuestro andlisis fue la presencia de
riboswitches antisentido adyacentes a ORFs anotados como pseudogenes (Tabla
5). De manera similar a lo mencionado anteriormente, se llevé a cabo un andlisis

del contexto genoémico de los genes regulados en antisentido y se compararon con
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los genes en sus organismos filogenéticamente mas cercanos (Figura 20). Con base

en la conservacion de la sintenia observada en todos los genes, excepto en el gen

regulado en antisentido, se propone que la existencia de un riboswitch antisentido

no corresponde a una ventaja selectiva para los organismos, sino a un evento

fortuito que podria estar relacionado al origen del pseudogen.

Tabla 6. Pseudogenes adyacentes a riboswitches antisentido (Extracto de Serrano-
Gutiérrez & Merino, 2023) https://doi.org/10.1371/journal.pone.0281744.s005.

Riboswitch Direccién de S . ’

Pseudogen antisentido Gen adyacente transcripcion COG Descripcion de COG Consistencia
bacp-SB24_06455 Purine bacp-SB24_06450 Sense COG0041 N5-carboxyaminoimidazole ribonucleotide mutase Yes
crs-FQB35_11485 PP crs-FQB35_11490 Sense | COGO351 bifunctional hydroxymethylpyrimidine Yes

kinase/phosphomethylpyrimidine
bifunctional
Inn-F0161_06915 FMN Inn-FO161_06910 Sense COGO0117 diaminohydroxyphosphoribosylaminopyrimidine Yes
deaminase/5-a
Ipak-GDS87_22790 SAM Ipak-GDS87_22795 Sense C0OG1878 cyclase family protein Yes
mesm-EJ066_09470 Cobalamin mesm-EJ066_09465 Sense COG4638 |aromatic ring-hydroxylating dioxygenase subunit alpha Yes
mlb-MLBr02668 ykoK / M-box mlb-MLBr02667 Sense COG1914 possible membrane transport protein Yes
mmal-CKJ54_12460 ykoK / M-box mmal-CKJ54_12455 Sense COG5651 PPE-repeat proteins Yes
mpag-C0J29_15460 ykoK / M-box mpag-C0J29_15465 Sense COG5651 PPE family protein Yes
nfv-FAH67_07590 Glycine nfv-FAH67_07595 Sense | COGoaoa | glveine cleavage SySteg‘c \"/"P'"OmEthy'"""”Sferﬁse Yes
nsi-A6J88_06455 Glycine nsi-A6J88_06460 Sense COG0404 glycine cleavage system protein T Yes
oek-FFI11_001160 FMN oek-FFI11_001165 Sense COG3201 nicotinamide mononucleotide transporter Yes
. . ! arginase family hydrolase,
plp-Ple7327_1638 | ykkC / Guanidine | plp-Ple7327_1637 Sense COGO0010 arginase/agmainase/formiminoglutamate hydro Yes
slp-Slip_0637 ydaO-yuaA slp-Slip_0636 Sense | COG112s5 | 9lvcine betaine/ L'pro"gfbﬁﬁf transporter, ATPase Yes
tbo-Thebr 0876 |MOCO_RNA_motif| tho-Thebr_0877 Sense | COG1763 m°'ybd°pte””'gua”g‘rgti'i';”g'eo“de biosynthesis Yes
tex-Teth514_1384 |MOCO_RNA_motif| tex-Teth514_1385 Sense | COG1763 m°'ybd°pter'”'gua“g‘rgt‘é'i’r‘]”geo“de biosynthesis Yes
thx-Thet 1517 |MOCO_RNA_motif|  thx-Thet 1516 Sense | COG1763 mO'Vbd"pte””'guanl'ar‘rit‘;'iﬂ“g'eo“de biosynthesis Yes
twi-Thewi_0380 |MOCO_RNA_motif| twi-Thewi_0381 Sense | COG1763 m°'ybd°pte””'guangﬁf)t‘i'iz“g'eo“de biosynthesis Yes
txy-Thexy 2017 c-di-GMP txy-Thexy_2016 Sense | COG2206 diguanylate cyclase and metal dependent Yes
phosphohydrolase

avm-JQX13_05915 TPP avm-JQX13_05920 Antisense C0OG2059 chromate efflux transporter Yes
bnt-GSN03_15970 ydaO-yuaA bnt-GSN03_15975 Antisense COGO0500 methyltransferase domain-containing protein Yes

55



https://doi.org/10.1371/journal.pone.0281744.s005

bacp-SB24_06455

bacp-SB24_06455
Bacillus sp.

Purine C0G0041 C0G0026 COG0015

) J) T SN  Bacillus licheniformis
——‘—:* Bacillus subtilis subsp. natto
-—-—w Bacillus subtilis subsp. spizizenii
_—-—w Bacillus subtilis subsp. subtilis
) ) T ) SEN)  Bacilus subtilis
R e— — e SRR

) J) T =) Bacilus sp.

SR S e— ey YR

St R E— s— TR
R T — sy SR

Pseudogene COG0041 COG0026 COG0015

Figura 20. Pseudogen adyacente a un riboswitch antisentido (Tomado de Serrano-
Gutiérrez & Merino, 2023).

h) ORFs no caracterizados que poseen ortélogos en multiples

genomas.

La siguiente categoria de genes regulada por riboswitches antisentido
identificada en este trabajo corresponde a ORFs anotados como no caracterizados
pero con ortélogos bona fide en otros genomas. En este grupo se incluyeron sélo
genes mas extensos que 300 nucledtidos. Se muestra un ejemplo de este gen, cuya

funcién es aun desconocida (Figura 21).
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colw-A3Q33_07785
Colwellia sp.

colw-A3Q33_07785

C0G4805
Uncharacterized protein

conserved in bacteria  ¢-di-GMP-I

il

C0G4805
Uncharacterized protein
conserved in bacteria

c-di-GMP-I

T

Colwellia sp.

Colwellia sp.

Colwellia psychrerythraea
Pseudoalteromonas piratica
Pseudoalteromonas spongiae

Pseudoalteromonas tunicata

Figura 21. Gen codificante para un ORF no caracterizado adyacente a un riboswitch
antisentido (Tomado de Serrano-Gutiérrez & Merino, 2023).

1) Pequefos genes hipotéticos sin ortdlogos identificables.

En esta categoria se incluyen genes identificados como potencialmente

regulados por riboswitches antisentido con la caracteristica de tener un tamafio

pequefio de menos de 300 bases y careciendo de ortdlogos aparentes en el set de

genomas secuenciados, los cuales comprenden 34% de los elementos (Tabla 6).

Estas caracteristicas nos permiten considerar que estos “genes hipotéticos”

corresponden a probables errores de anotacion de marcos abiertos de lectura que,

en la mayoria de los casos, son incorrectamente anotados como genes. Tal como

en nuestro previo grupo, el andlisis comparativo de regiones sinténicas en

organismos filogenéticamente mas cercanos confirma la hipétesis acerca de que la

mayoria de aquellos riboswitches (72% de los casos estudiados) regulan los genes
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adyacentes rio arriba de los genes hipotéticos, de acuerdo a la consistencia de su

contexto gendémico. Este es el caso para el pequefio gen hipotético spi-

MGAS10750_Spy1129 en el genoma de Streptococcus pyogenes MGAS10750 con

un riboswitch de Glicina en su extremo 3" y un gen D-alanina glicina permeasa

adyacente, cuyos ortélogos equivalentes son regulados por riboswitches de glicina

en organismos filogenéticamente cercanos (Figura 22). Se enlistan todos los genes

hipotéticos asi como su gen vecino regulado mas probable.

Tabla 7. Genes codificantes para proteinas hipotéticas adyacentes a riboswitches
antisentido (Extracto de Serrano-Gutiérrez & Merino, 2023)
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0281744.s006.

Proteina hipotética R'b.OSW'FCh Tamafio Gen adyacente Direccion _c!e COG Descripcion de COG Consistencia
antisentido | del gen transcripcién
Isg-Ise_1049 Cobalamin 189 Isg-Ise_1050 Sense COG1454 propanol dehydrogenase Yes
rpy-Y013_10415 Cobalamin 159 rpy-Y013_10410 Sense COG0614 ABC transporter substrate-binding protein Yes
rpy-Y013_14535 Cobalamin 159 rpy-Y013_14530 Sense COG0614 ABC transporter substrate-binding protein Yes
amed-B224_0672 c-di-GMP 129 amed-B224_0671 Sense COG3325 chitinase Yes
dec-DCF50_p1698 c-di-GMP 114 dec-DCF50_p1699 Sense COG2206 | HD-GYP hydrolase domain containing protein Yes
dov-DSCO28_70960 Cobalamin 168 dov-DSC0O28_70950 Sense COG3539 P pilus assembly protein, pilin FimA Yes
elm-ELI_4146 c-di-GMP 207 elm-ELI_4145 Sense COG2165 | Type |l secretory pathway, pseudopilin PulG Yes
pib-BBD41_14935 c-di-GMP 189 pib-BBD41_14940 Sense COG4719 | Uncharacterized protein conserved in bacteria Yes
) . : Adenosylcobinamide-phosphate
abas-ACPOL_5155 Cobalamin 123 abas-ACPOL_5154 Sense C0OG2087 guanylyltransferase Yes
bhl-Bache_2223 Cobalamin 159 bhl-Bache_2224 Sense CO0G1629 TonB-dependent receptor Yes
3 . I iron compound ABC transporter periplasmic
bvI-BF3285c2_0291 Cobalamin 156 bvIl-BF3285c2_0290 Sense COGO0614 iron compound-binding protein Yes
cko-CKO_00803 Cobalamin 153 cko-CKO_00802 Sense COG1797 Cobyrinic acid a,c-diamide synthase Yes
dhy-DESAM_21377 Cobalamin 189 dhy-DESAM_21378 Sense COG0209 Ribonucleoside-diphosphate reductase Yes
. nicotinate-nucleotide--dimethylbenzimidazole
dmx-X792_03180 Cobalamin 105 dmx-X792_03185 Sense C0OG2038 phosphoribosyltransferase Yes
dti-Desti_5588 Cobalamin 162 dti-Desti_5589 Sense | coGzog7 | @denosyl cobinamide kinase/adenosyl Yes
cobinamide phosphate guanylyltrans
gak-X907_0913 Cobalamin 123 gak-X907_0914 Sense | COGO614 | ron compound ABC transporter periplasmic Yes
substrate-binding protein
gdi-GDI2573 Cobalamin 165 gdi-GDI2572 Sense | cOGos20 |  >-Mmethyltetrahydropteroyltriglutamate-- Yes
homocysteine methyltransferas

hmc-HYPMC_0280 Cobalamin 228 hmc-HYPMC_0281 Sense COG4206 TonB-dependent receptor plug Yes
ibu-1B211_00811 Cobalamin 249 ibu-1B211_00810c Sense COG1520 FOG: WDA40-like repeat Yes
lab-LA76x_4124 Cobalamin 279 lab-LA76x_4125 Sense | COGoe20 | 3-Mmethyltetranydropteroyltriglutamate-- Yes

homocysteine S-methyltransferas
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spi-MGAS10750_Spy1129 spi-MGAS10750_Spy1129
Streptococcus pyogenes m]—
C0G2261 €0G0210 Glycine CO0G1115 €0G0053

-_—'—(:>-_—- Streptococcus pyogenes Alab49
_———‘—(:>- Streptococcus pyogenes A20
-—+:>———- Streptococcus pyogenes HSC5
_—_—‘—:}ﬂ- Streptococcus pyogenes STAB901
-———.—:>———_ Streptococcus pyogenes SSI-1

e ¢eemmmmn- ) mmmmmm) @ Streptococcus pyogenes NZ131
amemeeeeen PP ) mmmmm) (@ Streptococcus pyogenes Manfredo
_—_*—[::}-——_ Streptococcus pyogenes M1 GAS
_—_—‘—:}-——_ Streptococcus pyogenes MGAS8232
e PPem ) mmmmmmm) @@ streptococcus pyogenes MGAS10750

C0G2261 C0G0210 Hypothetical COG1115 C0G0053
protein

Figura 22. Gen codificante para una proteina hipotética adyacente a un riboswitch
antisentido (Tomado de Serrano-Gutiérrez & Merino, 2023).

)] Otro tipo de genes.

Finalmente, el ultimo grupo del analisis estd compuesto por riboswitches
antisentido, identificados adyacentes a genes que no pudieron ser clasificados en
ninguna de los grupos previamente descritos. Los genes de esta categoria
representan aproximadamente 9% de los riboswitches antisentido identificados en
este estudio y las implicaciones bioquimicas de su regulacién no resultan obvias a

primera instancia.

Para cada una de las clases establecidas y tomando en cuenta toda la
informacién disponible en literatura y en diversas bases de datos como GeConT

(http://biocomputo.ibt.unam.mx:8080/GeConT/), KEGG
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(https://lwww.genome.jp/kegal/), STRING  (https:/string-db.org), y PFAM

(http://pfam.xfam.org/), se realizaron modelos regulatorios que pudieran

ejemplificarlas, considerando las posibles implicaciones bioquimicas de su

regulacion.

Por otro lado, también se identificaron algunos genes regulados en
antisentido por riboswitches en tAndem. Este término corresponde a aquellos en los
gue existe una 0 mas copias de la misma o diferentes clases de este elemento
regulatorio con el propdsito de tener una regulacién mas compleja que responde a

mas de una sefial intracelular.
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Apéndice 1. Localizacion de probables errores de
anotacion en el genoma de bacterias y arqueas basado en

la identificacion de riboswitches en regiones codificantes

Durante el proceso de busqueda de riboswitches antisentido, se obtuvieron
resultados interesantes, mismos que eran sugerentes de la identificacion de
probables errores de anotacidbn en determinados genes de los organismos
evaluados. Tomando en cuenta lo anterior, se estableci6é un protocolo de busqueda
gue nos permitio identificar motivos de riboswitches que se encontraban localizados
de manera total o parcial en regiones anotadas como codificantes, mismo que

resulta incompatible con la definicion canoénica de un riboswitch.

Al proceder con la realizacién de un analisis minucioso de estos riboswitches,
fue posible encontrar ciertas tendencias entre ellos, con base en la informacion
obtenida para cada uno de estos elementos. Por ello, se tomaron estos resultados
con el fin de clasificarlos considerando su localizacién, es decir, si fueron
identificados de manera total o parcial en una region anotada como codificante para
un gen, y se establecieron tres categorias de riboswitches localizados en regiones
codificantes potencialmente mal anotadas. Estas categorias fueron establecidas
considerando tanto la proporcion de la secuencia del riboswitch compartida con la
secuencia del ORF en el cual se identificG, como su ubicacién en el extremo 50 3’;
gracias a lo cual pudimos también subclasificar estos elementos sugerentes de

probables errores de anotacion en dichos genes.
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Errores en la anotacién de genomas

Como antecedente del andlisis que se propone, se sabe que durante las
ultimas décadas ha existido un incremento exponencial en el nimero de genomas
secuenciados y anotados en diferentes bases de datos, mismas que se encuentran
disponibles para quien desee hacer uso de dicha informacion. Dada la necesidad
del uso de herramientas computacionales con propésito de llevar a cabo la
anotacion o reanotaciébn de secuencias gendmicas, también ha existido un
incremento en el desarrollo de métodos que tienen el fin de hacer de este un proceso
automatizado y con alta calidad; sin embargo, las técnicas de secuenciacion y
procesamiento de datos pueden dar lugar a la existencia de errores (Devos &

Valencia, 2001; Jones et al., 2007; Lin et al., 2008).

Aunado al avance en la secuenciacion y anotacion de genomas, se ha dado
también un incremento en los estudios dedicados a conocer la tasa de error en los
mismos, trayendo a la luz evidencia que demuestra la existencia de una gran
prevalencia de errores en la secuenciacion y/o anotacion de genomas. Algunas de
las caracteristicas observables en secuencias genémicas que pueden ser evidencia
de la existencia de errores de anotacion puede ser la gran cantidad de ORFs cortos
y sin ortdlogos identificables anotados en las bases de datos, la identificacion de
nuevos motivos conservados en secuencias anotadas como codificantes, entre
otros. A pesar de esto, al no llevarse a cabo métodos experimentales para sustentar
la informacién obtenida mediante predicciones computacionales, se consideraba

gue no era posible afirmar la identidad de dichas Unicamente haciendo uso de la
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identificacion in silico (Amin et al., 2018; Brenner, 1999; Linial, 2003; Starmer et al.,

2005; Weinmaier et al., 2016).

Asi pues, considerando las evidencias que es posible identificar en las
secuencias gendémicas y el hecho de que la disponibilidad de los datos abre un
amplio panorama en el analisis de distintos elementos genéticos, se ha propuesto
el desarrollo de diferentes métodos mediante los cuales es posible encontrar una
solucion a la existencia de dichos errores, partiendo desde el establecimiento de
protocolos mas estrictos en el analisis y anotacion de secuencias, continuando con
la identificacion de errores en las secuencias ya anotadas y finalmente, llegar a la
propuesta de un método para la reanotacion de dichas secuencias corregidas. El
establecimiento de estos métodos ya se ha dado en algunos casos, ya sea de
manera fortuita y como resultado de la biusqueda de diferentes motivos genéticos
conservados, pero también mediante el desarrollo de protocolos con el fin de buscar
una soluciéon a este problema (Amin et al., 2018; Lin et al., 2008; Linial, 2003;

Starmer et al., 2005; Weinmaier et al., 2016).

Con el propdsito de tener un mejor entendimiento acerca del contexto de los
riboswitches identificados, se procedié a establecer una estrategia para su analisis
a mayor profundidad, tomando en cuenta toda la informacién disponible

concerniente a:

a) el tamafno del gen que se encontraran regulando o interrumpiendo,

respectivamente;

b) la frecuencia con la que genes ortélogos son regulados en otros

organismos por el riboswitch de estudio.
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Este criterio, correspondiente a la conservacion de genes regulados por el
mismo tipo de elemento regulador, ha sido previamente considerado en estudios
gue tienen como objetivo la identificacion de errores tomando en cuenta la anotacion
funcional de secuencias. En nuestro estudio, la identificacion de genes ortélogos se

realizé haciendo uso de sus anotaciones dentro de la base de datos COG.

En el caso de los riboswitches (en sentido y antisentido) identificados en
regiones intergénicas (Figura 23), el tamafio de los genes regulados por los mismos,
presenta una distribucion que va desde secuencias cortas, hasta ORFs con un
tamafio aproximado de 3000 pb; sin embargo, la gran mayoria poseen un tamafo
de entre 1000 y 1500 pb. Por otra parte, al analizar estas secuencias con respecto
a su asignacion en el sistema COG, el 92%, posee una clasificacion dentro del

mismo.
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(a1)

coe No COG

Riboswitch 3

o & & &

Tamaidio del ORF (pb)

Figura 23. Analisis de riboswitches candnicos. (al) Riboswitch en sentido, (a2) Riboswitch
antisentido, (b) Proporcién de asignacién COG de genes regulados por riboswitches
candnicos, (c) Distribucién de tamafio de los genes regulados por riboswitches candnicos.

De manera contrastante, cuando estas dos evaluaciones se realizaron
considerando los resultados obtenidos para los riboswitches identificados en
regiones codificantes, se apreciaron dos interesantes variantes. El primero
corresponde a aquellas secuencias que presentan un comportamiento similar al
observado para los genes regulados por riboswitches en regiones intergénicas, es
decir, con una prevalencia de tamafio de entre 1000 y 1500 pb; y una proporcion de
asignacion en el sistema COG de arriba del 90% (semi-internos) (Figura 24) o
alrededor del 50% (internos) (Figura 25). El otro tipo de comportamiento observado
corresponde a secuencias que poseen tamafos menores a 300 pb, mismos que

pueden ser considerados como ORFs cortos. Es importante resaltar que estas
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secuencias tienen en comun una baja tasa de asignacion en el sistema COG, siendo
ésta de tan solo 11%, en el caso de los semi-internos, 5% en los internos y 0% en
aquellos que contienen un ORF (Figura 26). En analisis previos, la existencia de
ORFs cortos se ha relacionado con la existencia de errores de anotacion. Aunado
a lo anterior, la falta de conservacion entre los organismos con dichas secuencias,
observado por la ausencia de asignacion dentro de la base de datos COG,
constituye evidencia importante que apoya nuestra hipétesis acerca de que la
mayoria de los genes aparentemente interrumpidos por riboswitches, poseen

errores de anotacion.
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Figura 24. Andlisis de riboswitches semi-internos. (al) Riboswitch en sentido sobre el
inicio de su gen regulado, (a2) Riboswitch en sentido en el gen adyacente a su gen
regulado, (a3) Riboswitch antisentido en el gen adyacente a su gen regulado, (a4)
Riboswitch antisentido sobre el fin de su gen regulado, (b) Proporcién de asignacion COG
de genes regulados por riboswitches semi-internos, (c) Distribucién de tamafio de los
genes regulados por riboswitches semi-internos.
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Figura 25. Analisis de riboswitches internos. (al) Riboswitch en sentido sobre el inicio de
su gen regulado, (a2) Riboswitch en sentido en el gen adyacente a su gen regulado, (a3)
Riboswitch antisentido en el gen adyacente a su gen regulado, (a4) Riboswitch antisentido
sobre el fin de su gen regulado, (b) Proporcion de asignacion COG de genes regulados
por riboswitches internos, (c¢) Distribucidn de tamafio de los genes regulados por
riboswitches internos.
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Figura 26. Andlisis de riboswitch conteniendo un ORF. (al) Riboswitch en sentido en el
gen adyacente a su gen regulado, (a2) Riboswitch antisentido en el gen adyacente a su
gen regulado, (b) Proporcién de asignaciéon COG de genes regulados por riboswitches
conteniendo un ORF, (c) Distribucién de tamafio de los genes regulados por riboswitches
conteniendo un ORF.

Al englobar los resultados correspondientes a riboswitches identificados en
regiones codificantes, se procedié a hacer un analisis de la frecuencia de los
probables errores encontrados con respecto a la familia de riboswitch a la cual
pertenecen. Lo anterior se llevod a cabo con el propdsito de conocer las familias que,
debido a la existencia de dichos errores, se encontraban subrepresentados al
compararlos con el total de riboswitches identificados. Este comportamiento resultd
ser prevalente en dos familias de riboswitches: MOCO y AAC-AAD

(Aminoglicosidos).

69



Posteriormente, se decidié considerar ejemplos que fuesen representativos
de los diferentes tipos de probables errores de anotacion con base en la
identificacion de motivos de cada clase de riboswitch y, mediante el uso del servidor
GeConT se hizo una comparacion grafica de su contexto genémico con el de otros
genes pertenecientes a organismos filogenéticamente cercanos. Una vez
seleccionados, se procedio a realizar alineamientos de las secuencias contrastantes
en el servidor MUSCLE (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/), gracias a lo que
se logro identificar un desfase entre las secuencias de dichos genes ortélogos, lo
cual se traduce en una asignacion incorrecta en el codon de inicio de la transcripcion
en el caso de los genes |hl-LBHH_1649 (Figura 27), msg-MSMEI_0774 y msg-
MSMEI_0775 (Figura 29), o bien del codon de paro de la transcripcion del gen

aamy-GFC30_98 (Figura 28).

1h1-LBNE_1649|C0G0172 L. ttggtgcgagtgastggatgtogtttocagatt togttaagatgggeaattaatagttge
1hd-HUO 09745|C0G0172|L.
= lhv-lhe_ 0484 |COGO172|L.
1hr-R00S2_09495|C0G0172|L. -
lhe-lhv_1734|C0G0172|L.
1h1-LBHE 1649 |C0G0172|L. ACgYLItggcgtegttattogtotgttaagaggtgcagtctatatcagactgaagatgag
1hd-HUO_09745|C0G0172|L.
lhv-lhe_0484|C0OG0172|L.
1hr-R0052_09495|C0G0172|L.
lhe-1hv_1734|C0G0172|L.
1h1-LBHE_1649 |C0GO172|L. tggtaccgcgaagetgtgcaagageegat togtoccaageArGGGATCAGTCGGETCTTT

1hd-HUO_09745|C0GO0172|L.
1hv-lhe_0484|C0G0172|L.
1hr-R0052_09495|COG0172|L.
lhe-lhv_1734|C0G0172|L. B e

1h1-LBEN_1649|C0G0172|L.
1hd-HUO_09745|C0G0172|L.
1hv-lhe 0484 C0G0172|L.
1hr-R0O052_09495|C0G0172|L.
lhe-lhv_1734|C0G0172|L.

1hr-R0052_09495 |COGO172|L.
1hd-HUO_09745|C0G0172|L.
1hv-1lhe_0484|C0G0172|L.
1h1-LBHH_1649|C0G0172|L.
lhe-lhv_1734|C0G0172|L.

Figura 27. Localizacion de un probable error de anotacion en el genoma basado en la
identificacion de un riboswitch semi-interno en el inicio de su gen regulado.
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8_2570 A,

TTGTTTATGCCGATT G AACG
ACGGGACAGAAAGGCAAGAAATTATTTATGCCGATCCGTGTAGCTACCACAGGACAAACT

AAGAAATTATTTATGCCGATCCOTGTAGCTACCACAGGACAAACT

\ afl-Aflv_0082| |a. TTATTCATGCCGATT
anl-GFC29_2865 T-box agn-APK25_00490| A TTATTTATGCCGATTCGT AACG
- y W6 we sasesees we seses  we s aeees
y 30_98 | |a TGCCACTGGCGATTCAGCTGCT GAAMAAAGTTGTTCAACGT
anl-GFC29_2865| ILY T TGCT AAAAGTGATTCAACGC
anm-GFC28_2570 T-box 8_257 LY TGCCGOT T6CT TCAACGC
- atl-Aflv_0082|COG0008 |A. CACGGTCCAGAGCTT! TCGTTTGCT TATGTCTCGA
agn-AFK25 00490 A CACGG T TATTCGTTTGC AACGGTA
TR “h aea sess e ee oee
afl-Aflv_0082 T-box aamy-GPC30_98| |A. ™ TTATTCOATAAG RN GaEgAGUAgaRG tan
anl-GPC29_2865|C0OGO008 |A. TTAGAAAA = = = ~ACTAATTGA - -
anm-GPC28_2570 |COGO008 |A. TTAGAAAA - = = ~ACTAATTGA! - -
afl-Afly 0082|C0G0008|A. TTAGCACA==~~ATTCATCCG! - -
agn-APK25_| | A TTAGCAA TCATCCG!
agn-AFK25_00490 T-box ees e Y e

Figura 28. Localizacion de un probable error de anotacion en el genoma basado en la
identificacion de un riboswitch semi-interno en el fin del gen adyacente a su gen regulado.
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Figura 29. Localizacion de un probable error de anotacion en el genoma basado en la
identificacién de un riboswitch semi-interno en el inicio de su gen regulado y el inicio del

gen adyacente al mismo.
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DISCUSION

Durante el presente proyecto se llevé a cabo la identificacion y el andlisis de
un tipo muy particular de motivo regulador de RNA sumamente conservado, los
riboswitches. El trabajo se llevd a cabo con la particularidad de que la busqueda de
los mismos se realiz6 cuando estos se encuentran localizados en antisentido a su
gen blanco de regulaciéon y llevando a cabo su funcién de manera no candnica. Lo
anterior es debido a que se ha descrito que los riboswitches que se localizan en
sentido reprimen la expresion de sus genes blanco de regulacion en presencia de
su metabolito especifico y, por el contrario, en el caso de los riboswitches antisentido
esta expresion se ve favorecida cuando se sensa la presencia de su metabolito afin
(Serrano-Gutiérrez & Merino, 2023; W. C. Winkler, 2005). Adicionalmente, los
riboswitches antisentido tienen el efecto de bloquear la expresion de los genes

mediante un mecanismo de interferencia con la elongacion de la transcripcion.

El proceso de trabajo que llevamos a cabo, hizo uso de todas las
herramientas con las que cuenta el grupo de trabajo, ademas se establecieron
protocolos que fuesen pertinentes para cumplir con los objetivos establecidos, lo
cual sin duda represent6 un reto importante para el proyecto al trabajar con una
clase especial de elemento genético del cual Unicamente se contaba con 2

descripciones previas (André et al., 2008; Mellin et al., 2013).

Una vez completada la primera fase del proyecto, que constaba de la
identificacion primaria de los riboswitches en sentido y antisentido, se logré tener un
incremento del nimero de estos ultimos, el cual pasé de los 2 elementos conocidos

a un total de mas de 1000 nuevos riboswitches antisentido identificados. Sin
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embargo, al continuar con el proceso de analisis, fue posible notar que una
importante proporcion de los genes que serian regulados por dichos riboswitches
antisentido, se trataban de genes codificantes para proteinas anotadas como
hipotéticas sin ortélogos identificables. Lo anterior resulté una de las primeras
pautas para el curso del andlisis y la clasificacion de los genes regulados por estos

elementos.

De tal manera, se decidié agrupar los genes regulados por riboswitches
antisentido en 10 diferentes clases, mismas que se mencionarion con anterioridad
en el apartado de resultados de este trabajo. En estas clases se consideran las
funciones de los genes, lo cual se logro identificar utilizando toda la informacion
disponible, tanto a nivel bioinformatico como en la literatura que pudo encontrarse
disponible para cada uno de los elementos, razén por la que este fue uno de los
puntos mas complejos del proyecto. Por otra parte, también se agruparon aquellos
genes que no tenian una funcién aparente que justificara la razén bioldgica de la
existencia de un riboswitch antisentido adyacente al mismo, tal como el caso de las

transposasas o los pseudogenes.

Al llevar a cabo un analisis mas profundo de cada una de las clases de genes
reguladas por riboswitches antisentido, resulta interesante resaltar diversos puntos,
tal como lo es el caso de la gran relevancia de la regulacién de genes involucradas
en la interconversion de compuestos. Este podria comprender el caso mas clasico
de la regulacion por un riboswitch antisentido; lo anterior debido a que estariamos
apreciando la regulacién opuesta a lo que se observa en un riboswitch en sentido.

Esto ocurre cuando se enciende la expresion del gen de interconversion del
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compuesto con la presencia del metabolito especifico. Ademas, este tipo de gen
comprende la primera descripcion hecha de un riboswitch antisentido (André et al.,

2008).

Otro punto interesante a resaltar es lo que ocurre en el caso de los genes o
rutas metabdlicas que requieren de la participacion de cofactores para que su
funcién se lleve a cabo. La especial importacia de esto radica en que, dichos
cofactores suelen ser moléculas cuya biosintesis o consumo es sumamente costoso
metabdlicamente para el organismo en cuestién, y por tanto resulta primordial tener
un sistema de regulacién sumamente bien controlado (Nijland et al., 2022; Romine

etal., 2017).

Un grupo de genes que resultd muy interesante encontrar regulado por
riboswitches antisentido fue el caso de aquellos que codifican para proteinas
transportadoras, lo anterior debido a que, existen algunos transportadores que
pueden ser regulados por riboswitches en sentido (Sherlock & Breaker, 2020; Xu et
al., 2023), sin embargo el tipo de transportadores que se identificaron fueron en
especial aquellos que pertenecen al tipo ABC o que transportan cationes relevantes
para la funciéon de diversas enzimas (Akhtar & Turner, 2022; Davidson & Chen,

2004; Porcheron et al., 2013).

En ese sentido, otro de los ejemplos a destacar es el sistema que involucra
genes que regulan moléculas sefalizadoras; se propone que en presencia de
riboswitches antisentido en estos genes resulta de gran importancia para contar con
mecanismos que funcionen como sistemas de alarma cuando existen procesos que

ponen en peligro la viabilidad o las funciones basicas de la célula ya que la
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existencia de un riboswitch antisentido que sense de manera especifica la existencia
de un metabolito involucrado en dichos procesos, es una manera de controlar la
regulacion de genes vitales con el importante propésito de encender el mecanismo
regulatorio de una manera sumamente fina (Camilli & Bassler, 2006; Yim et al.,

2007).

Otro grupo de genes sumamente interesante y que ademas fue el segundo
ejemplo descrito para un riboswitch antisentido, es el caso de aquellos que codifican
para reguladores transcripcionales (Mellin et al., 2013). Es bien conocido que
regulacion de este tipo de elementos genéticos debe siempre encontrarse
sumamente bien controlada, y es por ello que se propone que la existencia de un
riboswitch antisentido, en un punto tan critico de una red de regulacion, permite
asegurar que la funcién de los genes rio abajo en la cascada regulatoria de la
misma, Unicamente ocurrira cuando las condiciones sean las pertinentes (Weirauch

& Hughes, 2011).

Ademas, en el caso de los grupos que no nos permiten dar una razén
biologica para la existencia de un riboswitch antisentido, resulta importante resaltar
gue en este proyecto se propone que la existencia de los riboswitches antisentido
fuese previa a la existencia de aquellos elementos, debido a que como ya se ha
mencionado en los puntos anteriores, resulta simamente importante resaltar que la
existencia de los riboswitches antisentido, al analizar los resultados obtenidos,
puede ser explicada gracias a la necesidad de un sistema de control o regulacion

mayor que el que se requiere en otros puntos del metabolismo.
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Como una parte adicional al proyecto (Apéndice 1), se decidié ahondar en el
descubrimiento de probables errores de anotacion gracias a la identificacion de
motivos de riboswitches en regiones anotadas como codificantes. Esta parte del
trabajo surgio gracias a que durante el proceso de identificacion de riboswitches
antisentido, una gran parte de los genes sujetos a regulacion por este tipo de
elementos, se trataba de pequefios ORFs (menores a 300 pb) y que no poseian
ortdlogos en los organismos que se evaluaron. Al llevar a cabo una revision
bibliografica de dicho fendmeno, se encontré que estas caracteristicas constituyen
evidencia importante de la existencia de errores de anotacién en el genoma,
ademas se encontraron referencias que apoyaron la utilizacion de la busqueda de
motivos conservados para lograr la identificacion de errores de anotacién (Amin et

al., 2018; Lin et al., 2008; Linial, 2003).

Gracias a este método, nos fue posible identificar errores de anotacién de
secuencias de dos tipos: parciales, con un codén de inicio o paro de la transcripcion
erréneo, y totales, con ORFs cortos que no poseen ortélogos identificables; lo
anterior gracias a la relacion de los genes adyacentes con motivos de riboswitches.
Dicha relacidon aporta certeza en la identificacion debido a las propiedades de
conservacion tanto de secuencia y estructura que poseen los riboswitches, asi como

gracias al método de andlisis utilizado.

Debido al incremento de en la secuenciaciéon de genomas, se ha dado
también un incremento en el namero de errores de anotaciobn y esto es
principalmente debido al proceso que se sigue para ello. Se considera que este es

un método relevante para la busqueda y futura correccion de errores de anotacion,
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0 bien que este sea un método de verificacion en las secuencias, que pudiera
utilizarse previo a la anotacion de las secuencias (Devos & Valencia, 2001; Jones

et al., 2007).

Finalmente, se desea hacer énfasis que una de las principales implicaciones
del proyecto es que el método que seguimos pudo haber sido encontrado con
anterioridad y asi también la identificacion de los riboswitches antisentido, y se
considera que este descubrimiento puede abrir las puertas a la investigacion de este
elemento regulatorio, asi como de otro tipo de nuevos elementos no candnicos que

pudiesen cambiar el paradigma.
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CONCLUSIONES

Se identificaron 99,267 riboswitches en las regiones intergénicas del genoma
de las bacterias y arqueas analizadas.

Un total de 98,082 riboswitches (98.8%) corresponde a riboswitches en
sentido.

Los riboswitches antisentido identificados corresponden a un total de 1,185
(1.2%).

Las familias de riboswitches cobalamina, c-di-GMP, ykoK/M-box y MOCO
presentan un enriquecimiento en tener regulacién antisentido.

Se estableci6 una estrategia para la clasificacion de los genes regulados por
riboswitches antisentido.

Se logro incrementar el nimero de riboswitches antisentido reportados a mas
de 100 veces con respecto a los datos previos a este andlisis.

La busqueda de riboswitches en regiones codificantes en el genoma de
bacterias y arqueas permite la identificacion de probables errores de

anotacion.
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PERSPECTIVAS

Comprobacion experimental de al menos uno de los riboswitches antisentido
identificados.

Andlisis transcriptomico de secuencias para la busqueda de riboswitches
antisentido, cuando los datos disponibles sean 6ptimos para tal fin.
Creacién de un servidor para la busqueda de riboswitches antisentido.
Creacion de un servidor para la busqueda de errores de anotacién basados

en la identificacién de riboswtiches.
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Abstract

Riboswitches are RNA elements involved in regulating genes that participate in the biosyn-
thesis or transport of essential metabolites. They are characterized by their ability to recog-
nize their target molecules with high affinity and specificity. Riboswitches are commonly
cotranscribed with their target genes and are located at the 5' end of their franscriptional
units. To date, only two exceptional cases of riboswitches being situated at the 3' end and
transcribing in the antisense direction of their regulated genes have been described. The
first case involves a SAM riboswitch located at the 3' end of the ubiG-mccB-mccA operon in
Clostridium acetobutylicum involved in converting methionine to cysteine. The second case
concerns a Cobalamin riboswitch in Lisferia monocytogenes that regulates the transcription
factor PocR related to this organism’s pathogenic process. In almost a decade since the first
descriptions of antisense-acting riboswitches, no new examples have been described. In
this work, we performed a computational analysis to identify new examples of antisense-act-
ing riboswitches. We found 292 cases in which, according to the available information, we
infer that the expected regulation of the riboswitch is consistent with the signaling molecule
it senses and the metabolic function of the regulated gene. The metabolic implications of
this novel type of regulation are thoroughly discussed.

Introduction

Riboswitches are RNA elements involved in the regulation of certain types of genes that partici-
pate in the biosynthesis or transport of essential metabolites, such as vitamins, cofactors, nucleo-
tides, or amino acids, and are characterized by their ability to recognize their corresponding
target molecules with high affinity and specificity without the participation of protein factors
[1-5]. This high specificity of riboswitches to their ligands imposes three-dimensional restric-
tions that result in significant conservation in their primary and secondary structures, even in
riboswitches of phylogenetically distant organisms. This conservation is essential to the in silico
identification of riboswitches within currently sequenced genomes [6-9].
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Structurally and functionally, riboswitches are commonly composed of two domains: an
aptamer domain, which is part of the riboswitch that selectively recognizes its ligand, and an
expression or regulatory domain, which undergoes allosteric modifications due to metabolite
binding [7-9]. The level of regulation at which riboswitches act depends on the type of regula-
tory elements of their expression domain, which mainly include i) premature termination of
transcription, mediated by transcriptional attenuators; ii) inhibition of translation initiation
by using the formation of mRNA secondary structures in the 5'UTR that sequester the Shine-
Dalgarno (SD) sequence or by having the mRNA fragment that results from the premature
transcription termination of a riboswitch act in trans as a small-antisense RNA that recognizes
the SD of the target gene by complementary base pairing; iii) through the reduction in mRNA
stability of the regulated gene when the expression platform is folded into an allosteric ribo-
zyme that induces its self-cleavage; and iv) by splicing control, a mechanism that is present
only in eukaryotic organisms. In addition to these regulatory mechanisms, riboswitches may
block transcription elongation when they are located at the 3 end of their target genes and are
transcribed in an antisense manner.

Antisense RNA-mediated gene regulation has been found to play an essential role in deter-
mining the outcome of different biological processes, such as plasmid segregational stability
and the control of the plasmid copy number, transposition efficiency, regulation of the lysis/
lysogeny phage cycles, and modulation of the toxin-antitoxin system [10]. More recently, the
term “excludon” was coined to define a region of DNA whose transcription extends beyond
the gene it codes for and continues in an antisense manner within the region of its correspond-
ing adjacent gene, commonly with an opposing function, inhibiting its expression [11]. In
principle, three different molecular mechanisms might be involved in the cis-antisense RNA
regulatory outcome: a) RNA polymerase collision, in which the RNA polymerases from com-
plementary DNA strands collide with each other during convergent transcription; b) duplex
antisense RNA formation (asRNA/mRNA), which are subject to degradation by RNase 111
activity (partially synthesized double-stranded RNA) and inhibition of translation initiation
when the SD sequences are sequestered by the antisense mRNA originated from the antisense-
acting riboswitch promoter (totally synthesized double-stranded RNA); and c) accumulation
of DNA supercoiling, which arises from the positive supercoils in the double DNA strand that
are generated as the RNA polymerases co-transcribing in opposite directions move through
the same DNA locus [12-14] (Fig 1).

To date, only two examples of antisense-acting riboswitches have been described. The first
case, reported in 2008, involves a S-adenosylmethionine (SAM) riboswitch located at the 3’
end that transcribes in the antisense direction of the ubiG-mccB-mccA operon in Clostridium
acetobutylicum. This operon codes for putatively dependent methyltransferase enzymes
involved in converting methionine to cysteine. This riboswitch, also known as the S-box, is
found in Firmicutes and other Gram-positive bacteria and regulates the expression of genes
involved in the biosynthesis, transport, and recycling of methionine [15]. SAM riboswitches
commonly regulate their target genes at the level of transcription elongation in response to the
intracellular availability of methionine, or its derivatives, through transcriptional attenuators
located on their expression platforms. When the intracellular concentration of SAM is high,
the regulatory domain is folded into secondary structures that include a transcription termina-
tor, favoring the premature transcription of their regulated genes. Conversely, at low intracel-
lular concentrations of SAM, the formation of a transcriptional antiterminator is induced, and
the regulated gene transcription is completed. In the case of the C. acetobutylicum ubiG-mecB-
mccA operon, an opposite regulatory outcome for the SAM antisense-acting riboswitch was
described. When the intracellular concentration of SAM in C. acetobutylicum is low, the for-
mation of a transcriptional antiterminator in the riboswitch expression platform is favored in
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Fig 1. Models of the putati latory mechanisms of RNA poly transcribing in opposite directions. (A) RNA polymerase collision; (B)
asRNA/mRNA duplex formation: (1) partially synthesized double-stranded RNA, (2) totally synthesized double-stranded RNA; (C) DNA supercoil
accumulation. Representative elements are colored as follows: mRNA transcription complex, blue; asRNA transcription complex, pink; SD sequence,
yellow. Created with BioRender.com.

https://doi.org/10.1371/journal pone.0281744.g001

such a way that the RNA polymerase that transcribes the riboswitch continues toward the inte-
rior of the operon in the antisense direction and collides with the RN'A polymerase transcrib-
ing in the sense direction, resulting in incomplete transcription of the operon and the
consequent decrease in the synthesis of its corresponding protein products. In addition, the
inhibitory outcome of the transcription coming from the SAM antisense-acting riboswitch
might also be generated by the formation of the duplex asRNA/mRNA or the accumulation of
DNA supercoiling within the ubiG-mceB-mccA locus when the genes are simultaneously tran-
scribed in opposite directions. In contrast, when the intracellular SAM concentration is high, a
Rho-independent transcription terminator is formed in the riboswitch’s expression domain,
eliminating the interference of antisense-transcribing RNA polymerases. This regulatory use of
the SAM riboswitch that transcribes in the opposite direction guarantees that the synthesis of the
ubiG-mecB-mecA operon occurs only when the intracellular SAM concentration is high [16].
The second reported case of an antisense-acting riboswitch is that of the cobalamin or By,
riboswitch of Listeria monocytagenes that is located at the 3'end of the pocR gene of this organ-
ism. PocR is a transcriptional regulator of the genes coding for the enzymes involved in the
metabolism of propanediol and thus plays a role in the pathogenic activities of this organism.
Since these enzymes require vitamin B,, as a cofactor to be active when the intracellular B,,
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concentration is low, the cobalamin antisense-acting riboswitch represses PocR synthesis at
the transcription level, due to RNA polymerase collision or the accumulation of DNA super-
coiling within the pocR gene; at the mRNA stability level, by the formation of an asRNA/
mRNA duplex which arises from the transcription of the pocR gene in the sense and antisense
directions; and also interferes with PocR translation initiation. At a high concentration of vita-
min B,,, a Rho-independent transcriptional terminator is formed in the regulatory domain of
the SAM antisense-acting riboswitch, preventing the inhibition of pocR expression [17].

Here, we present the results of our comprehensive search for antisense-acting riboswitches
in bacterial and archaeal representative genomes. Our findings show that regulation by anti-
sense-acting riboswitches is much more widespread than initially reported, increasing the
number from the two cases previously reported in the past decade to 292 biologically signifi-
cant instances in which the regulatory outcome of antisense-acting riboswitches seems consis-
tent with the metabolite recognized by the riboswitch and the metabolic function of the
regulated gene product. Additionally, the genes we identified were classified according to their
biological processes into ten categories. A representative example of each of these antisense-
acting riboswitch groups is presented, and the metabolic implications of their regulation are
discussed in depth.

Materials and methods
Identification of riboswitches in genome sequences

To search for riboswitches in the set of 5" and 3" intergenic genome sequences, we used the
CMsearch software from the Infernal package (v.1.1.3) [18] and the covariance models of the
50 riboswitch classes described in the Rfam database [19]. Since different related covariance
models could recognize the same RN A sequence, we used an ad hoc Perl program to select the
most suitable model for each identified riboswitch based on their corresponding bit scores
reported by the CMsearch program (i.e., ¢c-di-GMP-I, ¢-di-GMP-II, ¢-di-GMP-I-GGC, ¢-di-
GMP-II-GAG, c-di-GMP-1-UAU, and c-di-GMP-II-GCG covariance models), which tend to
recognize the same set of RNA sequences. The transcription orientations of the riboswitches
and their neighbor target genes were defined considering the genomic annotations reported in
the KEGG database [20]. We only considered as antisense-acting riboswitches those elements
located at no more than 500 nucleotides from their regulatory target genes.

Selection of representative organism genome sequences

Genome sequences were retrieved from the KEGG database 2022 (https://www.genome.jp/kegg/)
with 6,892 bacterial and 380 archaeal organisms. We selected one genome sequence per species to
avoid redundant genome sequences, considering those with the highest number of open reading
frames. After this selection, the number of genome sequences was 5,086 and 332 for bacterial and
archaeal genomes, respectively.

Statistical analysis of the results

The statistical analysis of the putative antisense-acting riboswitches identified in our study was
performed using RStudio software (Version 1.2.5033).

Analysis of the genome context

The genomic context of the regulated genes and their corresponding antisense-acting ribos-
witches were analyzed using our GeConT webserver (http://biocomputo.ibt.unam.mx:8080/
GeConT/index.jsp) [21].
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Analysis of the metabolic pathways

The metabolic relationships of the enzymes encoded by genes regulated by antisense-acting
riboswitches and the metabolites used as riboswitch signals were based on the metabolic path-
ways of the KEGG pathway database [20].

Analysis of the gene functions

The function of the regulated genes was analyzed considering the gene descriptions reported
in the KEGG database and the description of their corresponding Cluster of Orthologous
Genes (COGs). COGs assignations were determined based on a Hidden Markov Models
(HMMs) search using the hmmsearch program [22] and a set of previously constructed HMM
models that represent each of the 4,873 existing COGs [23,24].

Results and discussion

Within the repertoire of molecular elements that organisms possess to regulate gene expres-
sion, riboswitches undoubtedly have a prominent position since they are RNA elements that
control the transcription or translation of their target genes in response to the highly specific
recognition of their cognate molecules in the absence of protein components, an ability that
was thought to be unique to regulatory proteins. To date, 50 classes of riboswitches have been
described, according to their covariance models, which recognize small ligands such as metab-
olites, coenzymes, nucleotides, metal ions, amino acids, and even tRNA molecules, among oth-
ers. In general, the nature of the genes regulated by riboswitches is related to the biosynthesis
or transport of the molecules they recognize. Consequently, the presence of these molecules
commonly results in the folding of riboswitch regulatory platforms into secondary structures
in the 5" untranslated region of the mRNA which can promote a premature termination of
transcription or inhibit the translation initiation.

To date, two examples of riboswitches have been described whose regulatory activity is con-
trary to that previously expected. That is, the expression of their corresponding target genes
only occurs when the intracellular concentration of their signaling molecules is high. In the
first case, a SAM riboswitch located at the 3’ end and transcribing in antisense direction to the
ubiG-mccB-mecA operon in C. acetobutylicum guarantees that the synthesis of their protein
products occurs only when the intracellular SAM concentration is high. This response is con-
sistent with the fact that the enzymes encoded by the operon above mentioned require this
cofactor to be active. Therefore, the expression of these enzymes in metabolic conditions
where the cofactor is limited results in futility [16]. The second case involves the regulation of
the L. monocytogenes PocR transcription factor by a Cobalamin (B)2) riboswitch located at the
3’ end and transcribing in opposite direction to that of the pocR gene. In such case, the inhibi-
tion of PocR synthesis in the absence of B, can be understood by the fact that the enzymes
encoded by the target genes of this transcriptional activator are B,,-dependent, and the synthe-
sis of cofactor-dependent enzymes is a result of the scarce use in absence of their correspond-
ing cofactors [17]. In the two previous cases, where the riboswitches have inverse regulatory
responses to the canonical synthesis/inhibition responses observed in their counterparts in the
absence/presence of their target metabolites, two common features can be observed: they are
located at the 3’ untranslated region of their mRNAs and their transcription is in opposite
direction to that of their target gene. Based on the latter characteristic, we refer to this kind of
riboswitch as antisense-acting riboswitches.
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Identification of riboswitches in prokaryotic genomic sequences

We selected a set of genomic sequences from the KEGG 2022 database from 6,892 bacteria
and 380 archaea at the species phylogenetic level (see Materials and Methods section). We
used the 50 covariance models defined in the Rfam database [25] and the CMsearch pro-
gram [18] to search for riboswitch elements in the 5’ and 3’ intergenic sequences of the
7,272 prokaryotic organisms and found a total of 99,267 riboswitches (see Materials and
Methods for details).

Identification of putative antisense-acting riboswitches

Considering the direction of transcription of the identified riboswitches in relation to that of
their target genes, we initially determined that 98,082 (98.8%) correspond to sense-acting
riboswitches and 1,185 (1.2%) to antisense-acting riboswitches. To avoid a statistical bias
caused by the overrepresentation in the KEGG database of genomic sequences of microorgan-
isms with several occurrences due to strains of the same species, all subsequent analyzes of our
study were performed considering only a representative genomic sequence per species (See
Materials and Methods for details).

To find possible trends in which riboswitches might have antisense regulation, we grouped
the 50 different classes of riboswitches described in the Rfam database into 27 families accord-
ing to their shared recognition of their target molecules (S1 Table) (see Materials and Methods
section). Subsequently, based on the absolute frequency for each one of the riboswitch families
in the sense and antisense orientations, we evaluated the statistical significance of their tenden-
cies to act as antisense-acting riboswitches using a hypergeometric distribution analysis. The
results of this analysis are presented in Table 1. What stands out in this table is that the ¢-di-
GMP riboswitch family, commonly involved in cell signaling processes and definition of cell
fates such as motility, virulence and biofilm formation, is the one with the highest tendency to
regulate its target genes as antisense-acting riboswitches. We also identified a significant ten-
dency for the Cobalamin, ykoK/M-box, and MOCO families, which respond to changing con-
centrations of cobalamin, magnesium ions and molybdenum, respectively to act as antisense-
acting riboswitches. Additionally, the family of riboswitches in which we did not identify anti-
sense regulation are the tetrahydrofolate (THF) and the nickel-cobalt (NiCo) sensing
riboswitches.

Classification of the types of genes regulated by antisense-acting
riboswitches

To elucidate possible trends in which antisense-acting riboswitches regulate the expression of
genes, and to understand the nature of the biochemical implications of such regulation, we
classified antisense-regulated genes into ten groups: a) genes coding enzymes involved in the
interconversion of a compound related to the metabolite sensed by the riboswitch; b) genes
coding enzymes that require a cofactor sensed by the riboswitch to become active or to partici-
pate in a metabolic pathway wherein another enzyme requires the cofactor; c) genes coding
transporter proteins for compounds related to the metabolite sensed by the riboswitch; d)
genes coding cell signaling proteins; e) genes coding transcriptional regulators; f) genes coding
transposases; g) pseudogenes; h) uncharacterized ORFs with clear orthologs in multiple
genomes; i) hypothetical small genes without orthologs; and j) other types of genes. Table 2
shows the absolute and relative frequency of genes potentially regulated by the antisense-acting
riboswitches which belong to the different groups above-mentioned.
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Table 1. Tendency of riboswitch families to act in an antisense orientation.

Riboswitch family Sense-acting riboswitches absolute freq Antisense-acting riboswitches absolute frequency P-value
c-di-GMP 2,554 152 4.55E-62
Cobalamin 10,769 190 L.0OSE-10

ykoK / M-box 828 27 L67E-06

MOCO 834 24 4.34E-05
AAC_AAD 97 3 0.10
glnA 97 2 030
nhaA-1 180 | 2 | 0.60
sull 195 2 0.64
Mg_sensor 104 1 0.69
Glycine | 3,153 | 32 | 0.74
DUF1646 125 1 0.75
raiA 127 1 0.76
ydaO-yuah 2,799 27 0.81
FMN 3,472 32 0.89
ykkC / Guanidine 2,526 20 0.96
creB | Fluoride 1,446 9 0.98
pil/ ZMP-ZTP 1,001 5 0.99
TPP 9,766 83 L.oo
Purine 2,289 13 1.00
PreQ1 771 2 L.oo
glm$ 635 1 L.oo
Lysine 1,974 8 1.00
SAM 8,039 | 56 L.oo
yybP-yko¥ 1,907 5 1.00
THF 290 o 1.00
NiCo 100 o Loo
T-box 15,851 | 107 L.00

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0281744.t001

Biochemical outcomes of antisense-acting riboswitch regulation

To exemplify each of the different groups of genes identified as being regulated by antisense-
acting riboswitches, we chose a representative example of each group. Then, we analyzed in

Table 2. Fr of genes p ially regulated by anti, cting riboswitck
Gene Absolute freq y of genes regulated by anti cting Relative freq ¥
classification riboswitches (%)
Interconversion 116 14.41
Cofactor 25 3.11
Transporters 69 8.57
Signali 12 1.49
TEs 70 8.70
Transposase 54 6.71
Pseudogene 50 6.21
Uncharacterized 57 7.08
Hypothetical 274 34.04
Other 78 9.69

https://doi.org/10.1371/journal pane.0281744.1002
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detail the possible biochemical implications of their regulation. 53 Table shows the genes iden-
tified and their corresponding groups.

a) Genes encoding enzymes involved in the interconversion of compounds related to
the metabolite sensed by the riboswitch. We identified a ykkC-ykkD or Guanidine-I [26]
antisense-acting riboswitch in the Paenibacillus polymyxa SC2 genome that regulates the ppm-
PPSC2_12215 gene that encodes an amidase protein, AmyE (Fig 2A). This enzyme, better
known as 4-guanidinobutanamide amidohydrolase, is involved in the arginine metabolism
pathway catalyzing the conversion reaction from 4-guanidinobutanamide into 4-guanidinobu-
tanoate, resulting in the conversion of an amide into a carboxylic acid functional group.

Arginine is the core compound of this pathway, and it acts as a precursor in the biosynthesis
of several polyamines, such as putrescine and spermidine, which are essential in several physi-
ological processes. It can also be a poor nitrogen source [27]. Furthermore, arginine is the only
amino acid with a guanidine group in its composition, despite the fact that it comprises com-
pounds that are prominent within bacterial cells, including creatinine and secondary metabo-
lites such as streptomycin [28-30].

The antisense-acting riboswitch identified at the 3* end of the ppm-PPSC2_12215 gene
would enable the synthesis of the 4-guanidinobutanamide amidohydrolase enzyme when gua-
nidine is present; in this case, its availability allows the progression along the pathway while
being a part of 4-guanidinobutanamide, a compound that is catabolized into butanoate and
urea in a subsequent step. On the other hand, when the riboswitch senses no guanidine avail-
able, the pathway is interrupted to maintain the transient guanidine levels while being a part of
the 4-guanidinobutanamide compound.

As expected, the genes in this group that are regulated by active antisense-acting ribos-
witches are those that encode enzymes with transferase activities such as aminotransferases,
phosphatases, acyltransferases, synthetases, and dehydrogenases. The regulation of the anti-
sense-acting riboswitches of this group inhibits the synthesis of their corresponding target
genes when they detect low concentrations of the substrates involved. The most important
families of active antisense riboswitches in this group mainly include the cobalamin, TPP, T-
box, SAM, FMN, and MOCO riboswitches (see S3 Table).

b) Genes coding enzymes that require a cofactor sensed by the riboswitch to become
active or to participate in a metabolic pathway wherein another enzyme requires the cofac-
tor. A cobalamin antisense-acting riboswitch regulating the clj-CLJU_c22210 gene that
encodes the bifunctional phosphoribosylaminoimidazolecarboxamide formyltransferase/IMP
cyclohydrolase enzyme, better known as the AICARFT/IMPCHase enzyme, was identified in
the Clostridium ljungdahlii DSM 13528 genome through our bioinformatic analysis. C. ljung-
dahlii is an anaerobic acetogenic bacterium that ferments sugar or CO,, that synthesizes gas
(CO/H,), and that can utilize CO as a substrate. Moreover, this organism possesses a signifi-
cant number of proteins that require cobalamin as a cofactor and is also able to synthesize
cobalamin via an anaerobic pathway [31,32].

The AICARFT/IMPCHase enzyme is involved in the one-carbon metabolism pathway,
which comprises the folate and methionine cycles and allows the generation of methyl groups
that are used in different methylation reactions and in the biosynthesis of important anabolic
precursors, one of which is 5-methyl-tetrahydrofolate (5-methyl THF), whose synthesis can be
carried out through two different routes. The starting point of both is tetrahydrofolate (THF)
synthesis from folate by the activity of the dihydrofolate reductase enzyme DfrD. In one route,
THF is converted into 10-formylTHF by the bifunctional AICARFT/IMPCHase enzyme,
which encodes a gene regulated by the cobalamin antisense-acting riboswitch identified. Then,
10-formylTHF acts as the substrate for the synthesis of 5,10-methenylTHF and 5,10-methyle-
neTHF in two consecutive reactions catalyzed by the bifunctional methylenetetrahydrofolate
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dehydrogenase (NADP+)/methenyltetrahydrofolate cyclohydrolase enzyme, FolD. This last
compound is the precursor for the synthesis of 5-methylTHF catalyzed by methylene THF
reductase enzyme, MetF, with the participation of NADPH and flavoproteins (Fig 2B). Addi-
tionally, through another route, 5-methylTHF is directly synthesized from THF by the methio-
nine synthase enzyme MetH1, whose activity is cobalamin-dependent (Fig 2B).

The cobalamin antisense-acting riboswitch identified regulates the clj-CLJU_c22210 gene,
which codes for the bifunctional AICARFT/IMPCHase, which allows the selection of the route
that will be used for the synthesis of 5-methylTHF, according to the bacterial cobalamin avail-
ability. We propose that when the intracellular concentration of cobalamin is high,
5-methylTHF can be directly synthesized from THF by the cobalamin-dependent enzyme
MetH1 (Fig 2B), while when there are changes in the intracellular concentration of cobalamin,
the riboswitch-dependent regulation mechanism will favor the activity of the bifunctional
AICARFT/IMPCHase enzyme. By these means, the regulation of the clj-CLJU_c22210 gene by
the cobalamin antisense-acting riboswitch guarantees 5-methylTHF biosynthesis and reas-
sures the correct cobalamin utilization due to its metabolically expensive biosynthesis and
uptake. In addition, the metabolic intermediates of this route have an essential role in the bio-
synthesis of vital molecules such as purines, DNA, CoA, and serine (Fig 2B) [32,33].
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Due to the nature of the genes regulated in this group, which are characterized as encoding
enzymes that require a cofactor to be active, the family of cobalamin antisense-acting ribos-
witches (Cobalamin, AdoCbl, and AdoCbl-variant) is the most important member of this
group, since this family represents 38% of the total number of riboswitches in this category. In
general, the families of enzymes with isomerase and methyltransferase activities are the ones
that most frequently require cobalamin, or some of its derivatives, as cofactors. Another
important family of antisense-acting riboswitches in this group is the TPP family. The TPP
cofactor consists of a pyrimidine ring, a thiazole ring, and a pyrophosphate functional group,
which are connected to each other with the thiazole ring being the portion commonly involved
in enzymatic reactions, as it is the most reactive part of the molecule. We also found examples
of molybdenum cofactor (MOCO) antisense-acting riboswitches that regulate genes involved
in the metabolism of molybdenum and tungsten cofactors (53 Table) [34].

¢) Genes encoding transporter proteins for compounds related to the metabolite sensed
by the riboswitch. An antisense-acting yybP-ykoY [26] riboswitch, whose binding metabo-
lite is manganese (Mn™"), regulates the cthm-CFE_2050 gene that encodes an Mn** trans-
porter protein in the Carboxydocella thermautotrophica 019 genome (Fig 2C). Mn®" is an
essential ion in bacterial metabolism that participates in several metabolic processes, acting

mainly as a cofactor in various enzymes and as a protective agent against reactive oxygen spe-
cies (ROS) through the transient substitution of Mn?* for iron (Fe) molecules in the active
sites of some enzymes to prevent the oxidative damage of proteins [35]. On the other hand,
excess Mn*" can be toxic since its accumulation in bacteria is directly related to a deficiency of
other ions, which can then provoke the incorrect metalation of transcription factors and criti-
cal enzymes, affecting cellular development, virulence, and ROS sensitivity [26,36-39].

The gene identified as subject to regulation by this antisense-acting riboswitch is extensively
distributed throughout the phylum Firmicutes and has an essential role in C. thermautotro-
phica 019 metabolism. This bacterium has been defined as carboxydotrophic, but its metabelic
capacities remain mostly unknown. Nevertheless, as the ability to transport Mn* has been
observed in other species, it is known that these species can proliferate in hostile environ-
ments, including over mineral substrates compounded by Mn?*, such as diatomite and glauco-
nite, in the absence of a carbon source [40,41]. The antisense-acting riboswitch identified at
the 3 end of the cthm-CFE_2050 gene would prevent the excessive internal accumulation of
the Mn?* that would otherwise have toxic effects.

Many genes of this third group are members of the ABC-type transport systems or code for
different transporter proteins, such as the Co/Zn/Cd cation transporters, the Na'/H"-dicar-
boxylate symporters, or the Ca>*/Na" antiporters. The most common antisense-acting ribos-
witches of this group are the cobalamin, ¢-di-GMP-I, T-box, SAM, ykoK, TPP, and MOCO
riboswitches (see 53 Table).

d) Genes coding cell signaling proteins. An AAC-AAD antisense-acting riboswitch,
which senses and responds to aminoglycoside concentrations [42], was found to regulate the
paeu-BN889_07203 gene that codes hydroxyacylglutathione hydrolase enzyme synthesis in
Pseudomonas aeruginosa PA38182 (Fig 2D). This enzyme, better known as glyoxalase I
(GIxII), participates in the methylglyoxal (MG) metabolism pathway through the glyoxalase
(Glx) system, which is an enzymatic complex for critical detoxification. It comprises two
metalloenzymes in charge of breaking down cytotoxic MG, metabolizing it into its corre-
sponding o-hydroxy acids.

The first enzyme of this system is glyoxalase I (GIxI) or S-D-lactoyl-glutathione methyl-
glyoxal lyase, which is an isomerizing divalent reductase that can be Zn>*-dependent or non-
Zn“-dependent (activated by Ni**/Co*"). GIxI accepts MG as a glutathione hemiacetal (GSH)
and catalyzes proton transfer, transforming GSH into its corresponding thioester,
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lactoylglutathione. The second enzyme, GIxII, regenerates the thiol cosubstrate GSH and the
o-hydroxy acid lactate in the case of MG detoxification. MG is highly toxic to cell reactive elec-
trophilic species (RES) producer molecules, and they produce cellular stress through reactions
with nucleophilic macromolecules. MG also acts as a transcriptional activator and participates
in the kinase activation cascade, having a primary role in regulation processes or stress adjust-
ment conditions, making it an essential signaling molecule [43,44].

During the P. aeruginosa pathogenic process, the bacteria are first attacked by the innate
immunologic system, primarily via phagocytes. Within the phagocytes, ROS are generated
in an NADPH oxidase-dependent manner as bactericidal substances. Thus, bacterial cells
are exposed to oxidative stress, inducing damage due to interactions with cellular elements
such as lipids, DN A, and proteins. This process leads to lipid peroxidation, DNA mutation,
DNA-protein cross-linking, protein oxidation, and breakage. P. aeruginosa has evolved
mechanisms to protect itself and survive under these hostile conditions. One of them is the
production of GSH, the most abundant antioxidant molecule within the cells, which plays a
relevant role in ROS removal, acting as an electron donor. GSH is also involved in cellular
homeostasis preservation, sulfur transport regulation, metabolite combinations, xenobiotic
detoxification, antibiotic resistance, enzymatic regulation, and stress response gene expres-
sion [45,46].

Compounds that produce cellular oxidative stress and their effects on different bacterial
developmental stages have been widely studied. These compounds increase the aminoglyco-
side sensitivity of P. aeruginosa by disrupting membrane permeability, mainly during biofilm
production, which is stimulated by sublethal antibiotic concentrations, such as tobramycin
and gentamycin aminoglycosides. In addition, oxidative stress acts as a signal for the expres-
sion of efflux systems, which promotes bacterial antibiotic resistance [47-49].

The antisense-acting riboswitch identified at the 3° end of the para-BN889_07203 gene
would enable the gene expression of the GIxII enzyme when the aminoglycoside is sensed in
the environment. On the other hand, when no aminoglycoside is present in its medium, the
expression of the enzyme is repressed, as the bacteria are not subject to oxidative stress from
the antibiotic presence.

This fifth group of genes codes for proteins that are mainly involved in different stress
responses and developmental processes, such as quorum-sensing autoinducer synthesis, and
for different kinds of signal transduction histidine kinases. The principal antisense-acting
riboswitches of this group are those that sense the cyclic dinucleotide second messengers c-di-
GMP-I and cyclic di-AMP (YdaO/YuaA) riboswitches (S3 Table) [50].

¢€) Genes coding transcriptional regulators. We identified an antisense-acting c-di-
GMP-I riboswitch [51] regulating the paen-P40081_02330 gene coding a transcriptional regu-
lator of the XRE family in the Paenibacillus sp. FSL P4 genome (Fig 2E). This transcriptional
regulator, whose nearest homolog is SinR, a transcriptional repressor known as the master reg-
ulator for biofilm formation in Bacillus subtilis, controls the expression of genes involved in
exopolysaccharide, matrix protein production, and motility.

The synthesis of signaling molecules is one strategy bacteria employ to sense alterations in
their environment in order to rapidly adjust according to those changes. One of these mole-
cules is the bis-(3'-5')-cyclic dimeric GMP (c-di-GMP), which is able to induce the transition
from a unicellular motile state to a multicellular sessile state through phosphorelay systems
that control biofilm and spore formation (Fig 2E) [52-55].

For many bacteria, the quorum-sensing intercellular communication mechanism is essen-
tial for gene expression pattern coordination at the population level. Furthermore, for motility,
biofilm matrix production, and spore formation processes, quorum sensing is critical, as it is
one of the main strategies to sense and respond to environmental changes (Fig 2E) [56-59].
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The c-di-GMP-I antisense-acting riboswitch regulation of a transcription factor coded by
the paen-P40081_02330 gene that we propose is based on the detection of this molecule, trig-
gering the expression of the genes involved in biofilm and spore formation, as well as quorum-
sensing processes, and having a general effect on their expression when it is not sensed, thanks
to its close relationship with the master regulator of these processes, Spo0A (Fig 2E).

As mentioned above, in the literature, there are only two examples of the regulation of gene
expression mediated by riboswitches that act in an opposite direction, one of which is the
cobalamin antisense-acting riboswitch identified at the 3‘end of the gene encoding the PocR
transcriptional regulator of the enzymes involved in the metabolism of propanediol in L.
monocytogenes, the enzymes of which require cobalamin as a cofactor to be active. In our
study, we identified cobalamin antisense-acting riboswitches in the orthologous pocR genes of
other Listerias and in the Enterococcaceae Vagococcus carniphilus. The regulation of genes
encoding transcription factors (TFs) makes it possible to extend the regulatory outcome of the
riboswitches that act in an opposite direction to multiple functionally related genes in different
operons, which have in common the operator site of the corresponding TFs. In our study, the
c-di-GMP-1, cobalamin, and TPP antisense-acting riboswitches were the most frequent ribos-
witches of this group.

f) Genes coding transposases. Unlike the aforementioned examples, where regulation of
gene expression mediated by antisense-acting riboswitches represents a selective advantage,
we propose that in the case of transposon-encoding genes, the existence of antisense-acting
riboswitches corresponds to the random insertion of the transposable element in chromosome
regions where the riboswitches were previously regulating other genes in a canonical manner.
Consistent with this hypothesis, Fig 3A shows the genomic context of the bthu-
YBT1518_08170 gene in phylogenetically closely related organisms. In the genomes of all these
organisms, except for that of the Bacillus thuringiensis YBT-1518, the T-box riboswitch regu-
lates the downstream gene coding for a tryptophan transporter in a canonical manner.

In accordance, we evaluated the frequency with which the gene located upstream of trans-
posase has an orthologous gene regulated by the same antisense-acting riboswitch. S4 Table
shows that our hypothesis is consistent with their genomic context by over 50% of the cases of
genes that code for transposases.

g) Pseudogenes. Another trend that we observed in our analysis was the presence of anti-
sense-acting riboswitches next to ORFs annotated as pseudogenes, such as the bacp-
SB24_06455 gene of Bacillus sp. Pc3 (Fig 3B). In a similar manner, as mentioned above, we
performed a genome context analysis of the antisense-regulated gene and compared it to its
nearest related organism genes. Based on the observed synteny conservation in all the genes,
except in the bacp-SB24_06455 gene, we propose that the existence of an antisense-acting
riboswitch does not correspond to a selective advantage for the organisms, but rather to a for-
tuitous event that might be related to the origin of the pseudogene (S5 Table).

h) Uncharacterized ORFs with clear orthologs in multiple genomes. The next category
of genes regulated by antisense-acting riboswitches identified in our study corresponds to
ORFs annotated as "uncharacterized” but with bona fide orthologs in other genomes. We
included in this group genes larger than 300 nucleotides only (see 53 Table). An example of a
gene that belongs to this category is colw-A3Q33_07785 of Colwellia sp. PAMC 21821, whose
function is still unknown (Fig 3C).

i) Hypothetical small genes without orthologs. Genes identified as potentially regulated
by an antisense-acting riboswitch included in this category are characterized by having small
sizes of less than three hundred bases and lacking apparent orthologs in the set of sequenced
genomes, accounting for 34% of the elements. These characteristics allow us to consider that
these "hypothetical genes" correspond to probable annotation errors of open reading frames
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Fig 3. Representative syntenic context of genes regulated by anti: acting riboswitches. The upper panel on each section shows in detail an
example of the different types of genes regulated by the anti: -acting riboswitches, while the lower panel shows the context in closely related
organisms compared to the example. (A) Gene coding for a transposase: COG2138-Uncharacterized conserved protein, COG1648-Siroheme
synthase, COG0733-Na+-dependent transporters of the SNF family, COG0739-Membrane proteins related to metalloendopeptidases; (B)
Pseudogene: COG0041-Phosphoribosylcarboxyaminoimidazole (NCAIR) mutase, COG0026-Phosphoribosylaminoimidazole carboxylase (NCAIR
synthetase), COG0015- Adenylosuccinate lyase; (C) Gene coding for an uncharacterized ORF with clear orthologs in multiple genomes; (D)
Hypothetical small gene without orthologs: COG2261-Predicted membrane protein, COG0210-Superfamily | DNA and RNA helicases, CO1115-Na
+[alanine symporter, COG0053-Predicted Co/Zn/Cd cation transporters. Representative elements are colored as follows: Riboswitch spuriously
regulated genes, blue; antisense-acting riboswitch, violet; bona fide regulated gene, pink. Genes are colored according to the COG they belong to.
Created with BioRender.com.

https://doi.org/10.1371/journal. pone.0281744.g003

that, in most cases, are incorrectly annotated as genes. As in our previous group, the compara-
tive analysis of syntenic regions in phylogenetically closely related organisms confirms our
hypothesis that most of those riboswitches (72% of our studied cases) regulate the neighboring
upstream gene of the hypothetical gene, according to the consistency of its genomic context.
This is the case for the hypothetical small gene spi-MGAS10750_Spy1129 in the Streptococcus
pyogenes MGAS10750 genome with a Glycine riboswitch at its 3” end and a D-alanine glycine
permease gene, whose orthologous counterparts are regulated by Glycine riboswitches in phy-
logenetically related organisms (Fig 3D). In S6 Table, we list all these hypothetical genes as well
as the most likely regulated gene neighbor.

j) Other types of genes. Finally, the last group in our analysis is composed of antisense-
acting riboswitches, identified next to genes that could not be classified into any of the previ-
ously described groups. The genes in this category represent approximately 9% of the antisense
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riboswitches identified in our study, and the biochemical implications of their regulation are
not obvious at first glance.

Genes regulated by tandem antisense-acting riboswitches

Tandem riboswitches have been found to regulate gene expression in several organisms [60].
They might include either two or more copies of the same kind of riboswitch to extend the
range of regulation by the sensing signal, or copies of different riboswitch classes next to those
genes that require a more complex regulation which obeys to more than one intracellular sig-
nal [60]. In our study, we searched for tandemly arranged antisense-acting riboswitches and
found seven genes potentially regulated by elements with this characteristic (S7 Table); four of
them correspond to transposase genes, two of them to ABC-transporter operons, and the last
one to a small hypothetical gene of 126 nucleotides in length. As described for our classifica-
tion of small hypothetical genes, these commonly correspond to annotation errors. In accor-
dance with this hypothesis, the upstream genes to a small hypothetical gene regulated by an
antisense-acting riboswitch tend to be regulated by the same riboswitch family in orthologous
genes which do not have such small hypothetical gene. In the Ralstonia insidiosa FC1138
sequence genome, we identified a small gene, rin-ACS15_3586, annotated as hypothetical,
with a tandemly arranged couple of glycine antisense-acting riboswitches. Upstream of this
gene, we found the gevT-gevH-gevP operon, coding for the glycine cleavage system T and H
proteins, and the HNH endonuclease family protein, respectively, which are genes commonly
regulated by glycine riboswitches in other organisms.

About a decade ago, when only two examples of antisense-acting riboswitches had been
described, the number of publicly available and fully sequenced genomic sequences from pro-
karyotic organisms was barely one hundred. Today, we have tens of thousands of newly
sequenced genomes. The question, then, is why no other examples of this kind of noncanoni-
cal riboswitch have been reported. Are there no more examples of antisense-acting ribos-
witches in orthologous genes or other kinds of regulatory systems involving enzymes that
require cofactors analogous to those mentioned above? What new metabolic conditions might
require regulation based on antisense-acting riboswitches that could be identified in a global
study using currently available genomic sequences? These are the main questions that moti-
vated our study. As a result of our analysis, we identified 292 antisense-acting riboswitches
whose regulatory outcomes seem biologically significant. Analysis of these potentially anti-
sense action riboswitches allowed us to classify them into ten different groups according to the
nature of the genes they regulate or a common characteristic shared among them. Our results
are consistent with our biochemical understanding of the requirements of organisms under
different metabolic conditions and how these requirements are satisfied by the regulatory
responses of genes subject to antisense-acting riboswitch responses. Additionally, it is impor-
tant to note that our method was able to identify the two antisense-acting riboswitches previ-
ously described. Our findings concerning antisense-acting riboswitches provide evidence of
the evolutionary plasticity that organisms have developed to obtain opposite regulatory
responses using the same regulatory elements, but only modifying their location (5° or 3’ UTR)
and transcription orientation (sense or antisense) according to their target genes.
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